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Introduccion

1. Introduccion:

1.1. Ciencia e industria de los alimentos y sociedad

Desde los trabajos de Gay-Lussac y Thenard para determinar los porcentajes de
carbono, hidrogeno y nitrégeno en sustancias vegetales hasta las modernas técnicas de
analisis fisicoquimicos la ciencia de los alimentos ha sido una de las herramientas
utilizadas para modificar las précticas culturales y alimenticias.

En la actualidad existe un creciente interés en reemplazar ingredientes artificiales
por otros de origen natural. Socialmente se debe al deseo de retomar practicas
alimenticias modificadas en el transcurso del siglo XX consideradas menos saludable y
en este sentido la ciencia y la industria tienen la necesidad de responder a esta demanda

social.

1.2. Proteinas y propiedades funcionales

Las macromoléculas son componentes fundamentales de los alimentos. Las
proteinas, como grupo de macromoléculas, son ampliamente utilizadas como aditivos
alimenticios debido a sus propiedades nutritivas y funcionales. Las caracteristicas
sensoriales de los alimentos muchas veces estan determinadas por las propiedades
funcionales de las proteinas.

Una proteina puede tener gran capacidad nutritiva y no poseer propiedades
funcionales adecuadas para su incorporacion en los alimentos. Las propiedades
funcionales se pueden definir como toda propiedad no nutricional que influye en el
comportamiento de los alimentos [1]. Las proteinas pueden mejorar ciertas propiedades
funcionales y en tal sentido son utilizadas como espesantes, gelificantes, espumantes,
emulsionantes, etc. [2]. A pesar de esto se debe tener en cuenta que la adicion de
proteinas puede ser beneficioso, por suministrar aminodcidos para la sintesis de
proteinas o péptidos bioactivos, o perjudicial, por causar una respuesta alérgica [3].

El conocimiento de los efectos de distintos métodos fisicos, quimicos y biologicos
sobre la estructura de una dada proteina es fundamental para predecir y mejorar su
potencial aplicacién como aditivo alimenticio [4]. Como ejemplos de estos métodos se
pueden mencionar el tratamiento térmico, la glicosilacion, la hidrélisis y la

polimerizacion enzimatica.
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1.3. Proteinas lacteas

Tradicionalmente, los lacteos, carnes, huevos, cereales, legumbres y semillas
oleaginosas han sido las principales fuentes de proteinas de los alimentos. Debido a la
demanda de alimentos de la creciente poblacion mundial se necesitan obtener proteinas
provenientes de fuentes no tradicionales [4].

La leche es la secrecion caracteristica de los mamiferos y es producida para
satisfacer las necesidades nutricionales y de defensa de los neonatos. El hombre la ha
usado en su dieta durante 8000 afios y se ha desarrollado una gran industria en torno a la
transformacion de la leche de algunas especies para la alimentacion humana,
especialmente la leche bovina [5]. A pesar de su amplio uso la leche bovina presenta un
potencial alergénico relevante relacionado con la multiplicidad y diversidad de proteinas
que presenta [6]. De la leche se obtiene una muy amplia gama de productos y
subproductos entre los que se incluyen aproximadamente unas 1400 variedades de
queso [5].

La leche es un fluido muy complejo cuyos componentes principales son agua,
lipidos, aztcares (lactosa) y proteinas. Ademas, hay numerosos constituyentes menores,
principalmente a nivel de trazas, por ejemplo minerales, vitaminas, hormonas, enzimas
y compuestos diversos. La concentracion de los principales componentes varia
ampliamente entre las especies: lipidos, 2-55 %; proteinas, 1-20 % y lactosa, 0-10 %
[5].

Las propiedades de la leche y la mayoria de los productos lacteos se ven mas
afectados por las proteinas que contienen que por cualquier otro componente. Las
proteinas de la leche también tienen muchas propiedades unicas y debido a esto se han
estudiado ampliamente y son probablemente el sistema proteico de alimentos mejor

caracterizado [5].

1.3.1. Beta-lactoglobulina y proteinas del suero lacteo

Las proteinas precipitadas en la obtencion del queso se conocen como caseinas.
El suero liquido restante es una solucion diluida de proteinas (aproximadamente 0,7 %
en leche bovina), lactosa, sales orgénicas e inorgéanicas, vitaminas y varios componentes
a niveles de traza [5]. El suero lacteo fue durante mucho tiempo mas bien un problema,
dado su alto poder contaminante, en lugar de un producto de interés [7]. La fraccion de

proteina de suero lacteo es muy heterogénea e incluye como principales proteinas: -
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lactoglobulina (B-LG), a-lactoalbimina (a-LA), inmunoglobulinas (Ig), albumina sérica
bovina (ASB) y numerosas proteinas minoritarias como lactoperoxidasa y
lactotransferrina entre otras [5, 8]. Las técnicas de ultrafiltracion, secado, etc se utilizan
para obtener productos de gran aplicacion en la industria de los alimentos como ser los
concentrados de proteinas del suero WPC (por su denominacion en inglés: Whey
Proteins Concentrate) y los aislados de proteinas del suero WPI (por su denominacion
en inglés: Whey Proteins Isolate).

La B-LG representa el 50 % de las proteinas de suero (12 % de proteina total) en
la leche bovina, no esta presente en la leche humana y es generalmente considerada el
principal alérgeno de la leche bovina [6]. La B-LG bovina consta de 162 residuos por
monomero, con un peso molecular de 18 kDa y con un punto isoeléctrico cercano a un
pH de 5,2. La molécula de B-LG (Figura 1.1) presenta una estructura tridimensional que
consiste en ocho hebras de estructura en hoja plegada B (f-sheet por su denominacion
en inglés), dispuestas en forma antiparalela y enrollada de tal manera que forman un
barril de cono aplanado, con un céliz o bolsillo hidrofébico. En el extremo carboxilo
terminal se observa un segmento pequefio de estructura hélice a. Manteniendo la
estructura terciaria de la molécula se encuentran cuatro de los cinco residuos de cisteina
formando dos puentes disulfuro, 66-160 y 106-119, dejando la Cys121 con el tiol libre.
Este puede ser responsable, a través de la formacion de puentes disulfuro
intramolecular, de la formacion de agregados covalentes por calentamiento [9]. Aunque
se conocen diez variantes genéticas (A-J) de B-LG bovino las mas comunes son la A y

B [10].

(o B-LG
. Puentes disulfuro: Cys66 — Cys160
{ Cys106 — Cys119
—  Cisteina libre Cys 121
4 Triptéfanos Trp19 y Trp61

Figura 1.1: Estructura de la B-LG. (Tomado de “Desarrollo de un biorreactor con proteasas
inmovilizadas para la hidroélisis limitada de proteinas del lactosuero y posterior analisis de las

propiedades funcionales superficiales de los hidrolizados obtenidos” [11]).
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1.4. Propiedades funcionales superficiales de las proteinas

Entre la interfase de un liquido y un gas se genera una tension denominada tension
superficial (y) y entre la interfase de dos liquidos inmiscibles se produce una tension
interfacial (y;). La variacion de la energia libre de Gibbs (AG) esta dada por y.AA,
donde AA es la variacion del area superficial o interfacial. Durante la formacion de
espumas o emulsiones hay un aumento de 4rea interfacial o superficial, con el
consecuente aumento de la energia libre de Gibbs. De esto resulta que las emulsiones y
las espumas son termodinamicamente inestables. Las sustancias tensoactivas son
aquellas que por su naturaleza anfipatica (o anfifilica) se adsorben en la interfase agua
en aceite, aceite en agua o aire en agua y reducen la tension interfacial o superficial
[12].

Las proteinas contribuyen a las propiedades funcionales superficiales (espumado y
emulsificacion) por su naturaleza anfipatica y contribuyen a formar y estabilizar las
espumas o emulsiones tales como pan, merengue, helado, torta, margarina, mayonesa,

leche, etc [13-15].

1.4.1. Migracion y adsorcion de las proteinas en las interfases

Para que una proteina disminuya la tension superficial o interfacial primero debe
migrar hacia la interfase. Excepto su solubilidad, la viscosidad de la solucion, el tamafio
y la hidrofobicidad superficial de la proteina influyen en sus velocidades de difusion y
de adsorciéon en las interfases. En ausencia de energia exterior, la difusion es
inversamente proporcional a su radio hidrodindmico y a la viscosidad de la solucion [2].

El aumento de la hidrofobicidad superficial de la proteina disminuye su afinidad
por la fase acuosa, migrando y adsorbiéndose mas rapido en la interfase. Un tratamiento
que aumente la hidrofobicidad, como el calentamiento moderado, puede mejorar las
propiedades interfaciales de la proteina. Un calentamiento extenso puede exponer

muchos sitios hidrofobicos, disminuyendo su solubilidad y la capacidad superficial [2].

1.4.2. Formacion de la capa interfacial

El contacto de la proteina con la interfase genera una apertura de la
macromolécula. Los aminoacidos no polares se exponen en la fase oleosa y originan una
capa proteica fuertemente adsorbida en la interfase. Los parametros mas importantes

para que se establezca una capa cohesiva que estabilice las dispersiones son: flexibilidad
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proteica, carga neta y balance de interacciones intra e intermoleculares localizadas en la

interfase.

1.5. Emulsiones

Una emulsion es una dispersion coloidal de un liquido dentro de otro, en el cual es
normalmente inmiscible. La fase dispersa se obtiene rompiendo uno de los liquidos por
medios mecanicos en pequeias gotas que se distribuyen en la fase continua o
dispersante [16]. Es un sistema termodindmicamente inestable debido a la elevada area
interfacial creada que aumentando la tension interfacial y genera un aumento de la
energia libre de Gibbs [12].

Asi, intentando facilitar el proceso de formacion de las emulsiones, habitualmente se
preparan con la ayuda de agentes emulsionantes o emulgentes. Estas sustancias son
generalmente anfipaticas, con una parte lipofilica o hidréfoba (por ejemplo, una larga
cadena alquilica) que se disuelve bien en la fase no acuosa y otra parte polar o
hidrofilica, soluble en agua (grupos disociables, hidroxilos o poliglicoléter) ocupando la
interfase y disminuyendo la tension interfacial [17].

Las emulsiones alimentarias pueden ser productos tales como margarina y manteca,
las cuales son emulsiones agua en aceite (W/O por su denominaciéon en inglés:
water/oil), o leche donde el agua es la fase continua, es decir una emulsion aceite en
agua (O/W por su denominacion en inglés: oil/water) [1]. El tamafio de las gotas que
forman la fase dispersa de una emulsion estd tipicamente en el orden de magnitud
comprendido entre 0,1 y 100 um y confiere el aspecto blanco opaco a la mayor parte de

las emulsiones [2].

1.5.1. Emulsificacion y estabilidad

Al estudiar la estabilidad de una emulsion es importante distinguir entre
estabilidad termodindmica y estabilidad cinética [18]. Como ya hemos visto las
emulsiones son termodinamicamente inestables y eventualmente se separaran sus fases
constituyentes. Por este motivo la diferencia en estabilidad cinética serd la responsable
de las propiedades presentadas por diferentes emulsiones [18].

La formacion de una emulsidon presenta uno o varios pasos tales como mezclado
u homogeneizacion, dependiendo de los ingredientes desde los que se la desee formar y

de los métodos elegidos para ello. Para crear una emulsion serd necesario aportar
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energia en forma de agitacion mecanica (Figura 1.2). Termodindmicamente: la agitacion
mecanica del sistema por acciéon de un homogeneizador implica entrega de trabajo al

sistema, lo que lleva a un aumento en su contenido de energia libre [17]

3 Homogeinizador
‘ 4 de alta velocidad

Eje rotatorio

— St -

N2
S Cipuper)y

Figura 1.2: Homogeneizador de alta velocidad empleado para preparar emulsiones. (Tomado de

“Propiedades fisicoquimicas y estructurales de estados no nativos de k-caseina bovina y su relacion

con propiedades de estabilizacion de emulsiones” [19])

El tipo de emulsion formada dependera de las concentraciones de cada liquido: a
altas concentraciones de aceite, tendera a formarse una emulsion W/O, en tanto que a
bajas concentraciones de aceite, la tendencia natural serd la de formar una emulsién
O/W. Las gotas formadas estaran en continuo movimiento e iran chocando entre si para
eventualmente agruparse y/o fusionarse. Ademas las gotas de mayor tamafio tenderan a
disponerse finalmente en la parte superior del sistema debido a la diferencia de
densidad. Es decir, el sistema tendera a volver a su estado inicial de dos fases separadas

(Figura 1.3).
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Figura 1.3: Sistema termodindmico de una emulsion. (Tomado de “Food Emulsions” [18])

A pesar de que toda emulsion es un sistema intrinsecamente inestable desde un
punto termodindamico, aquellas que presentan una alta barrera de energia de activacion

(AG*) seran emulsiones cinéticamente estables [18].

1.5.2. Mecanismos de desestabilizacion de las emulsiones

Los mecanismos fisicos que conducen a la separacion de fases son: cremado,
floculacidon o agregado y coalescencia o fusion de gotas. Los mecanismos se definen a
continuacion:

Cremado: se debe al desplazamiento de las gotas de aceite en agua por efecto
de la gravedad y conduce la formacion de una capa concentrada en aceite por encima de
la emulsion sin cambio en el tamaiio de las gotas. Este fendmeno conduce, en un primer
momento, al establecimiento de un gradiente vertical de concentracion de gotas, pero
seguidamente puede aparecer un limite distinto entre una capa superior de crema y una
capa inferior reducida en gotas. En general el cremado es reversible ya que el reparto de
las gotas en la fase dispersante puede revertirse por agitacion suave [2].

Floculacion o agregado: se debe a la tendencia de las gotas a reagruparse. En
este mecanismo las gotas permanecen muy proximas durante un periodo prolongado sin

que haya rotura de la pelicula que las separa. La agregacion de las gotas tiene como
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consecuencia un incremento del tamafio aparente de las particulas y en la mayor parte
de los casos conduce a una disminucion de la estabilidad al cremado [2].

Para que una emulsion sea estable las fuerzas atractivas y repulsivas deben estar
balanceadas. Estas son, en la teoria DLVO, las fuerzas atractivas de van der Waals y las
fuerzas electroestaticas repulsivas [1]. La energia libre de interaccion (Gr) es la suma de
atracciones de van der Waals (Gw) y de repulsion electrostatica (Gg) y presenta un perfil

como el de la Figura 1.4.

\ Barrera de energia

r\ T ——n s

. *
Minimo secundario
¢ G
L) * W
‘:‘\

Energia libre de interaccion
o

Minimo primario

0 Distancia

Figura 1.4: Variacién de las energias potenciales en funcion de la distancia entre gotas. (Tomado de

“Ciencia de los alimentos” [2])

Para Gt se observa la presencia de un maximo de energia potencial que es la
barrera de energia que las gotas deben superar para lograr un acercamiento que lleve a
la agregacion. Si esta barrera es superada, las gotas se acercan y comienzan a prevalecer
las fuerzas atractivas, evolucionando hacia un minimo primario. El minimo secundario
esté relacionado con la formacion de floculos pequenos, débiles, que se pueden romper
por agitacion suave.

Para un emulsionante i6nico (tal como una proteina) adsorbido en la interfase
liquido/liquido, deben estar presente en la fase continua iones de carga opuesta para
estabilizar el sistema (Figura 1.5). Dichos iones van a rodear las gotitas cargadas y van a
formar una doble capa eléctrica, la cual va a detener el acercamiento evitando asi la

coalescencia [1].
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Figura 1.5: Diagrama esquematico de la estabilizacion electrostatica (Tomado de “Methods of

testing proteins functionality” [1])

El espesor de la doble capa eléctrica, conocida como la capa de Debye Hiickel,
es el factor mas importante de las fuerzas repulsivas y decaen en forma exponencial con
la distancia [1].

Las proteinas se alinean en la interfase y las regiones de la proteina que son
predominantemente hidrofobicas van a adoptar una posicion en la fase oleosa, mientras
que aquellas zonas que son mas hidrofilicas tienden a acomodarse en la fase acuosa.
Esto permite la exposicion de restos de la proteina hacia el medio en forma de rulos y

colas (Figura 1.6).

Rulo

Cola

= —_ N O Interfase

Tren

Figura 1.6: Representacion esquematica de una proteina en la interfase (Tomado de “Methods of

testing proteins functionality” [1])

A medida que las gotas se acercan, los rulos y colas de la proteina en la interfase

comienzan a interaccionar generando asi la repulsion por efecto estérico (Figura 1.7).
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A
I

Figura 1.7: Efecto estérico debido a la adsorcion proteica (Tomado de “Methods of testing proteins

functionality” [1])

Coalescencia: es la fusion de dos gotas para formar una sola de mayor tamafio y
es un proceso irreversible. La coalescencia puede ser causada por un retraso en la

adsorcion en la interfase o la desorcion del agente emulsionante [2].

1.6. Espumas

Las espumas son dispersiones de gas en liquido o gas en sélido. En su forma mas
simple, una espuma consta de una burbuja de gas dispersa en una fase continua [3]. El
gas que se utiliza en la mayoria de las espumas alimenticias es aire [16]. La espuma se
compone de una fina pared liquida que separa dos burbujas que se denomina lamina,
fase inter burbuja o pelicula [2]. La zona de union entre tres burbujas adyacentes se
denomina borde de Plateau [3]. En la Figura 1.8 se representa la estructura de una

espuma.
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Burbuja de gas

Borde de
Plateau

Burbuja de gas
adyacentes

Lamina
Figura 1.8: Estructura de una espuma (Tomado de “Ciencia de los alimentos” [2])

Jeantet y col [2] y Wagner [12] comparan las caracteristicas diferenciales de las
espumas y las emulsiones que hacen que las espumas sean sistemas mas inestables que
las emulsiones:

* El volumen de una burbuja en una espuma es mucho mayor que el volumen de
una gota en una emulsion (diametros de burbuja: 0,1 a 3 mm, gotas de emulsién: 0,1
a 100 um)

* La tension superficial, que en una burbuja de espuma es también mucho mayor
que en la gota en una emulsion (Yespumas €5 generalmente mayor a 30 mN m'l,
Yemusiones 0,1 MN m)

* La diferencia de densidades entre fase continua y dispersa, que en espumas es
igualmente mucho mayor que en emulsiones (la diferencia de densidades asciende

hasta 1000 kg m™ en espumas, llegando solamente hasta 100 kg m™ en emulsiones).

Al igual que en la formacién de una emulsion se debe aportar energia mecénica para
formar la interfase liquido-gas. También se requerird de agentes de superficie que
disminuyan la tension superficial para evitar la coalescencia de las burbujas de gas,
logrando una mayor estabilidad de la espuma en el tiempo. Hay muchos alimentos que

presentan espumas en su constitucion: merengues, masas de panificacion, helados, etc.

[1].
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1.6.1. Formacion de espumas

Los principales métodos para la formacion de espumas pueden separarse en:
burbujeo, batido, agitacion y vertido. El burbujeo, que es realizado en esta Tesis,
involucra forzar el paso de gas a través del liquido via aperturas en el material creando

burbujas [1].

1.6.2. Estabilizacion de espumas

La estabilidad de una espuma estd condicionada por: la tension superficial y
viscosidad de la fase continua, las propiedades de la pelicula interfacial, la distribucion
del tamano de burbuja, la temperatura y la naturaleza de la fase gaseosa. Los tres
primeros factores tienen directa relacién con la presencia de solutos en la fase acuosa
(proteinas, azlcares, sales, etc.). El proceso de desestabilizacion de una espuma implica
la tendencia de la fase gaseosa discontinua a formar una fase continua por aproximacion
y fusion de las burbujas. A este proceso se opone la presencia de la pelicula proteica
superficial que, como barrera mecénica, es tanto mas efectiva cuanto mayor sea su
viscoelasticidad y rigidez [17].

Jeantet y col [2] y Wagner [12] resumen los mecanismos implicados en el
proceso de desestabilizacion de una espuma:

* Drenaje de liquido y desproporcion: conduce al adelgazamiento de las
peliculas y se debe al drenaje de solucion que rodea a las burbujas por efecto de la
gravedad. En las espumas poco densas las burbujas tienden a juntarse unas sobre
otras, se deforman y se transforman en poliédricas y generan gradientes de presion
entre las lamelas y los bordes de Plateau incrementando el flujo de liquido. El flujo
se reduce con una fase liquida mas viscosa y con una viscoelasticidad de interfase
elevada.

* Flotacion de las burbujas: causa la acumulacion de las burbujas en la
parte superior.

* Colapso de la espuma por ruptura de las laminas: se debe a que las
laminas se debilitan por disminucion de su espesor (principalmente por drenado)
causando el colapso de la espuma.

En la Figura 1.9 se representan esquematicamente los mecanismos de

desestabilizacion de una espuma.
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Figura 1.9: Representacion esquematica de los procesos de desestabilizacion de una espuma y vista
amplificada de la pelicula inter-burbuja (Tomado de “Caracterizacion funcional y estructural de

proteinas” [12]).

En la mayoria de los alimentos que involucran la presencia de espumas las
proteinas son los agentes que logran la formacion y estabilizacion de la fase gaseosa
dispersa. Estas propiedades se deben a que las proteinas forman una barrera protectora
elastica entre las burbujas de gas. En general, para la formacion y estabilizacion de una
espuma, la proteina tiene que ser rapidamente adsorbida en la interfase, por lo que debe
difundir, penetrar y reordenarse en la misma. Por otro lado, para aumentar la estabilidad
de la espuma, deberd formarse una pelicula estable rodeando la burbuja de aire, con
determinadas caracteristicas reoldgicas (como viscoelasticidad). Para formar una
pelicula estable las proteina adsorbidas tienen que asociarse entre si (ya sea por puentes
disulfuro o por interacciones hidrofobicas) para formar agregados de mayor tamafo,
minima carga superficial y alta capacidad de absorcion de agua. La proteina debera
poseer ambos efectos: tensoactivo y formador de pelicula al mismo tiempo para
estabilizar més eficientemente a las espumas [12].

Belitz y col. [13] resumen las caracteristicas de una proteina para formar y
estabilizar espumas:

. Suficiente flexibilidad para adsorberse de forma irreversible a la
interfase, exponer grupos reactivos y establecer interacciones intermoleculares
(pelicula cohesiva y continua)

. Suficiente rigidez para conservar estructuras secundarias en el
interior de la proteina nativa (pelicula viscoelastica)

. Bajo peso molecular para difundir con mayor velocidad

. Una pequena carga neta (pelicula espesa)

13
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. Poca hidratacion (pelicula impermeable al aire)

. Buena solubilidad para permanecer en solucion

1.7. Modificaciones proteicas y cambios en las propiedades funcionales

superficiales

El procesamiento de alimentos puede alterar las propiedades nutricionales y
funcionales de las proteinas. También puede modificar las propiedades alergénicas de
las proteinas ocultando, destruyendo o exponiendo epitopos alergénicos a través de
cambios en las estructuras proteicas [6]. Algunas operaciones en el procesamiento de
los alimentos pueden ser desfavorables para la funcion de las proteinas como
espumantes o emulsionantes, mientras que otros procedimientos pueden ser aplicados
deliberadamente para favorecer esas funciones. Los tratamientos pueden ser fisicos
(calentamiento, altas presiones, etc.), quimicos (reaccion de Maillard, etc.) o
enzimaticos (hidrdlisis, entrecruzamiento, etc.).

Las propiedades funcionales se pueden estudiar en sistemas modelo que contienen
una unica proteina y partir del conocimiento del comportamiento y propiedades de estos
sistemas modelos para luego continuar con sistemas mas complejos. En este contexto el
uso de soluciones de B-LG es apropiado para modelar el comportamiento de
concentrados o aislados del suero lacteo.

En numerosos trabajos se ha examinado la relacion entre las propiedades
funcionales, la B-LG y tratamiento tales como calentamiento, reaccion de Maillard e

hidrdlisis y entrecruzamiento enzimatico [20-29].

1.7.1. Tratamiento térmico

El tratamiento térmico (calentamiento) de suspensiones de B-LG induce la
desnaturalizacion y agregacion de la proteina, modificando sus propiedades funcionales.
A pH neutro la temperatura de transicion es cercana a los 70 °C y luego de este cambio
conformacional sigue un proceso de dimerizacion y polimerizacion. El cambio
conformacional implica la exposicion del residuo Cys, puentes disulfuro (Cys 106-119)
y regiones hidrofébicas generando mondémeros de B-LG de alta reactividad y dando

asociaciones por interacciones covalentes o hidrofobicas [5, 30].
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1.7.2. Hidrdlisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica es la ruptura de enlaces peptidicos y en consecuencia la
generacion de péptidos mas pequefios o aminoacidos. La composicion final dependera
principalmente de la fuente proteica, del tipo de proteasa usada, de las condiciones de
hidrolisis y del grado de hidroélisis alcanzado en la reaccion.

Con respecto a los hidrolizados del suero lacteo estos se utilizan ampliamente en
la tecnologia alimentaria por sus propiedades nutricionales o funcionales [14]. En los
hidrolizados de proteina se potencian diversas caracteristicas funcionales, tales como
baja viscosidad, mayor capacidad de agitacion y dispersion y alta solubilidad.

La tripsina es producida por el pancreas y es una enzima especifica ya que
rompe al péptido en las posiciones del carboxilo de residuos Arginina (Arg) o Lisina
(Lys). En la Figura 1.10 se muestra la estructura primaria de la B-LG, indicandose los

17 sitios susceptibles de ataque por parte de la tripsina [11].

Leu-Ile-Val-Thr-GIn-Thr-Met-Lys-Gly-Leu-Asp-Ile-GIn-Lys-Val-Ala-Gly-Thr-Trp-
Tyr-Ser-Leu-Ala-Met-Ala-Ala-Ser-Asp-Ile-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-GIn-Ser-Ala-Pro-
Leu-Arg-Val-Tyr-Val-Glu-Glu-Leu-Lys-Pro-Thr-Pro-Glu-Gly-Asp-Leu-Glu-lle-Leu-
Leu-GIn-Lys-Trp-Glu-Asn-Asp-Glu-Cys-Ala-Gln-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Glu-Lys-Thr-
Lys-Ile-Pro-Ala-Val-Phe-Lys-Ile-Asp-Ala-Leu-Asn-Glu-Asn-Lys-Val-Leu-Val-Leu-
Asp-Thr-Asp-Tyr-Lys-Lys-Tyr-Leu-Leu-Phe-Cys-Met-Glu-Asn-Ser-Ala-Glu-Pro-Glu-
GIn-Ser-Leu-Val-Cys-GIn-Cys-Leu-Val-Arg-Thr-Pro-Glu-Val-Asp-Asp-Glu-Ala-Leu-
Glu-Lys-Phe-Asp-Lys-Ala-Leu-Lys-Ala-Leu-Pro-Met-His-Ile-Arg-Leu-Ser-Phe-Asn-
Pro-Thr-Gln-Leu-Glu-Glu-GIn-Cys-His-Ile

Figura 1.10: Estructura primaria de la -LG. En rojo se indican la uniones entre aminoacidos
capaces de ser atacados por la tripsina (Tomado de “Desarrollo de un biorreactor con proteasas
inmovilizadas para la hidroélisis limitada de proteinas del lactosuero y posterior analisis de las

propiedades funcionales superficiales de los hidrolizados obtenidos” [11]).

1.7.3. Polimerizacion enzimatica

Las transglutaminasas son enzimas que catalizan la formacion de enlaces
peptidicos a través de la reaccion de transferencia acilica entre un residuo de glutamina
como donor y una amina primaria como receptor [4]. Cuando actua la transglutaminasa
sobre las proteinas, se realiza un entrecruzamiento intra e intermolecular por accién
enzimatica. La transglutaminasa puede modificar proteinas por medio de incorporacion
de aminas, entrecruzamiento y deaminacion (Figura 1.11). Como resultado de estas

reacciones son producidos polimeros de mayor peso molecular con cambios en las
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propiedades funcionales dando la posibilidad de mejorar las propiedades reologicas y

sensoriales de los alimentos [24, 31].

D)
o OH
Oo=C o=C
T HaH, + H,N-R —— T HoH, § R
(IZHC *C -C—NH, (IZHC C -C—N~
NH, NH, H
Glutamina Amina primaria
1)
OH
OH
T Hy Hy Hy H, NH2 0=C H, H, O
0=C . 1, O H,N-C-C-C-C-C r HyHp
1 M2 Hp T —_— CHC -C -C—N—
CHC -C-C—NH, c=0 NH H
NH, OH 2
Glutamina Lisina
1)
oH OH
O=C H,H,Q H,0 O=C H,H, Q
CI:HC *C -C—NH, QHC ‘C -C-OH
NH, NH,
Glutamina Agua

+  NHs
H, Hy Hy Hy NH2
c-chchchen  +
¢-o
OH
NHs

Figura 1.11: Esquema de reaccion de transglutaminacion. La transglutaminasa cataliza la

transferencia acilica entre el grupo y-carboxiamida de glutamina (donador de acilo) y distintos

aceptores de acilos: aminas primarias (I), por ejemplo la e-amina de la lisina (IT) y sin aminas

puede catalizar la desaminacion de glutamina con H,O como el aceptor de acilo (IIT) (Tomado de

“Food Chemistry” [13]).

NH3

La transglutaminasa es usada para mejorar la textura y modificar las propiedades

funcionales de alimentos preparados, como mariscos, productos de surimi, fideos y

productos lacteos. El entrecruzamiento proteico ha sido muy estudiado con algunas

proteinas tales como caseinas, gluten, globulinas y proteinas de soja. Sin embargo, la

polimerizacion de proteinas del suero lacteo ha sido poco estudiada, principalmente en

su forma nativa [24]

1.7.4. Reaccion de Maillard

La reaccion de Maillard estd siendo ampliamente estudiada durante los tltimos

afnos [25, 32]. Esta reaccion, también conocida como glicosilacion o pardeamiento no
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enzimatico, se produce con frecuencia durante el procesamiento industrial y hogarefio
para la mejora del color, aroma y sabor. Consiste en una condensacion del azucar
reductor con el grupo e-amino de los residuos lisil de las proteinas a través de la
formacion de iminas (base de Schiff) y el posterior reordenamiento de Amadori (Figura
1.12). A través de esta reaccion la conjugacion del azucar a la proteina no requiere
catalisis quimica sino solamente calentamiento con el fin de acelerar la reaccion
espontanea. Bien controlada la reaccion de Maillard puede ser un buen método para el

procesamiento de la proteina en la industria alimentaria [13, 32].

?
H2N—(|3HC—OH

CH, ®

| H ®

¢H, \oH H
H._.O H r H H

™ g:z H—LN\R H-C=N. HE—N. H,C—N.
|
H—f-OH 7 H——OH HL—oH cZoH c=o
HO——H 2 HO——H HO——H HO——H HO——H

H——OH \ H——OH H——OH H——OH H——OH
H——OH  Lisina H——OH \  H—1oH H——OH H——OH
CH,OH CH,OH H,0 CH,0H CH,0H CH,OH

Glucosa Imina 1,2 Eneaminol 1-Amino-1-desoxi-2-cetosa
(compuesto de Amadori)

Figura 1.12: Esquema de la reaccion de Maillard entre una molécula de lisina y una de glucosa.
Primero se forma la imina (base de Schiff) y luego se realiza el llamado reordenamiento de

Amadori (Tomado de “Food Chemistry” [13])

1.8. Caracterizacion estructural de la §-LG

1.8.1. Modelos de desnaturalizacion proteico

Un componente esencial en todo estudio termodinamico de estabilidad de
proteinas es el modelo de desnaturalizacion. Este debe indicar los estados iniciales y
finales (nativo y desnaturalizado), y la presencia o no de intermediarios. Para una
proteina globular pequefia, como la B-LG, se describe generalmente por un modelo de
dos estados:

N - D ()
Donde N y D representan los estados nativos y desnaturalizado de la proteina y

solamente ellos tienen una concentracion significativa en el equilibrio [33].
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1.8.2. Estudio de la desnaturalizacion por espectroscopia en el UV

La espectroscopia UV es una técnica cuantitativa rdpida, sensible y no
destructiva utilizada en estudios de estructura y funcion de proteinas como
complementos de técnicas mas especializadas. En diversos trabajos se registrd la
diferencia en la absorbancia a 293 nm (que es una medida de la exposicién de los
residuos de Trp desde el interior de la proteina en desarrollo) y se representd como

funcién de la temperatura desde 20 °C hasta 90 °C [33].

1.8.3. Determinacion de la hidrofobicidad superficial por medidas de

fluorescencia

Las medidas de fluorescencia intrinseca son una herramienta muy util para el
estudio estructural y la dindmica de las proteinas en solucién. La fluorescencia
intrinseca debida a la presencia de residuos Trp es particularmente sensible a los
cambios de su microentorno, dando asi posibilidades metodologicas para el estudio
conformacional de las proteinas y los cambios producidos en los procesos de
desnaturalizacion.

De las variadas modificaciones conformacionales que pueden darse en la
desnaturalizacion proteica, cabe destacar la exposicion de sitios hidrofobicos que antes
de la desnaturalizacion estaban ocultos y protegidos en la estructura proteica nativa mas
compacta. Es por esta razon que la medida de la hidrofobicidad superficial (HS) resulta
util en la estimacion de la extension del proceso de desnaturalizaciéon y es un
instrumento para predecir las propiedades funcionales a consecuencia de los cambios
conformacionales.

El contenido de aminodcidos hidrofébicos y su ubicacion en la estructura
proteica juega un rol determinante en el comportamiento funcional de las proteinas. Si
bien estos aminoacidos tienden a localizarse en el interior de la estructura molecular,
protegidos del medio acuoso circundante, impedimentos estéricos hacen que no todos
ellos se ubiquen en el interior de la proteina, quedando total o parcialmente expuestos y
generando asi, sectores apolares superficiales [34]. La extension de estas zonas
hidrofobicas superficiales determina la HS de la proteina, que define su mayor o menor
afinidad con otras moléculas. Este parametro determina la solubilidad, la interaccion
con otras proteinas o lipidos, la adsorcién a interfases y las propiedades funcionales de

la proteina en estudio [33].
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1.8.3.1. Efecto de la desnaturalizacion proteica sobre la hidrofobicidad

superficial

La conformacion proteica puede ser afectada por diferentes factores como:
temperatura, pH, concentracion, fuerza idnica y presencia de burbujas de aire, particulas
de grasa o moléculas desnaturalizantes. El desenrollado de la estructura proteica, por
desnaturalizacion quimica o térmica, expone grupos hidrofobicos (tanto aquellos que
contienen restos aminoacidicos alifaticos como aromaticos) que se hallaban ocultos y
protegidos en la estructura proteica nativa compacta. Es por esto que la medida de la HS
resulta util en la estimacion de la magnitud del proceso de desnaturalizacion.

Si bien la desnaturalizacién puede provocar en las proteinas del suero de
leche una serie de efectos indeseados debido a la disminucion de solubilidad que trae
aparejada, puede también producir un mejoramiento de las propiedades funcionales
superficiales. Asi, un requerimiento bdsico para el estudio de las propiedades
funcionales de las proteinas del suero de leche es conocer el estado conformacional en

un medio particular.

1.8.3.2.Estudio de la desnaturalizacion por extincion de la fluorescencia

intrinseca de la B-LG con acrilamida

En el presente trabajo se utiliz6 un método sencillo para determinar la
extension de la desnaturalizacion de B-LG midiendo la extincién de la fluorescencia
intrinseca de dichas proteinas al adicionar cantidades crecientes de acrilamida (Figura
1.13). El diferente grado de exposicion de los residuos hidrofobicos Trp puede ser
evaluado siguiendo la extincion de la fluorescencia intrinseca de las proteinas al agregar
solutos que funcionen como extintores de fluorescencia, como por ejemplo la

acrilamida.
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Figura 1.13: Molécula de acrilamida utilizada como extintor de la fluorescencia intrinseca en la

determinacion de la extension de la desnaturalizacion de la B-LG.
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1.8.4. Dicroismo circular

La técnica espectroscopica conocida como Dicroismo Circular (DC) se basa en
la medida de la absorcion de la luz polarizada y brinda informacion sobre la
conformacién de una macromolécula en solucion.

En la region del UV cercano, los cromoforos mas importantes son los grupos
aromaticos de las cadenas laterales de Triptofano (Trp), Tirosina (Tyr) y Fenilalanina
(Phe). Ya que la asimetria en estos grupos quimicos se debe exclusivamente a su
entorno, y como los residuos aromaticos se encuentran distribuidos en toda la
macromolécula, los espectros en esta region son un reflejo de la conformacion global de
la proteina, es decir se relacionan con su estructura terciaria. Ademas, las sefiales en esta
region son extremadamente sensibles a los cambios en la conformacion. Asi, los
cambios en las interacciones intermoleculares o aquellos consecuencia de
modificaciones en el entorno, pueden ser detectados a través de cambios en las sefales
en el espectro de la proteina en el UV cercano [28].

Los espectros de dicroismo circular en el UV lejano reflejan en gran medida la
estructura secundaria de las proteinas. Las estructuras secundarias hoja B y hélice a
muestran picos de DC por debajo de 200 nm y minimos en la regiéon de 200 a 235 nm,
mientras que por su parte la estructura ovillo estadistico presentan profundas

depresiones cerca de los 200 nm [35].

1.8.5. Viscosidad intrinseca.

De las técnicas que proveen informacion sobre la forma de las macromoléculas
las medidas de viscosidad son muy utilizadas debido a su simple equipamiento y la
facilidad de uso.

La viscosidad es una medida de la resistencia de un fluido a fluir. Considerando
una proteina dispersa en agua, la resistencia a fluir de la solucion varia con el tamafo,

conformacion y concentracion.

1.8.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

El analisis de la movilidad de una muestra proteica ante la aplicaciéon de un
campo eléctrico es util para obtener informacion acerca del peso molecular de las

proteinas, distinguir moléculas por su carga neta o su conformacion, detectar cambios
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en su composicion aminoacidica y/o separar cuantitativamente distintas especies
moleculares.

La electroforesis en geles de poliacrilamida en medio desnaturalizante (SDS-
PAGE) es una de las técnicas mas ampliamente utilizada para separacion y
caracterizacion de proteinas. La movilidad electroforética de una proteina basicamente
depende de su carga neta, su tamafio y conformaciéon. Al realizar las corridas
electroforéticas en SDS, éste se fija a las proteinas, dotandolas asi de una densidad de
carga superficial aproximadamente igual, por lo que las variables que influirdn en su
movilidad serdn su conformacion y tamafio molecular. Los geles de poliacrilamida son
soportes interactivos, que actian como tamices ayudando a la separacion de la muestra

sembrada.

1.9. Caracterizacion de las propiedades funcionales de la B-LG

1.9.1. Estudio de las emulsiones

El término actividad emulsionante da idea del area interfacial creada. Los
distintos métodos actuales de determinacion de esta propiedad difieren en la técnica
empleada para medir o estimar esta area interfacial, la cual puede ser: por turbidimetria
(Pearce y Kinsella), por microscopia Optica y electronica o por contador de tamaiio de

gotas.

1.9.1.1.Estudio de las emulsiones por turbidimetria

El método mas ampliamente usado por su sencillez es el descripto por Pearce
y Kinsella [36] que determina la actividad emulsionante con una medida turbidimétrica.
El fundamento de este método es que la turbidez producida por una dispersion de

particulas es proporcional al 4rea interfacial.

1.9.1.2.Estudio de las emulsiones por analisis de tamaiio de gota

Las propiedades organolépticas, termodinamicas y cinéticas de las
emulsiones estan relacionadas con el tamafio de gotas de las mismas. Por ello es crucial
lograr la determinacion de la distribucion de tamafio de gota a través de métodos

sencillos, rapidos y reproducibles.
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Tanto las emulsiones naturales como las elaboradas artificialmente por
métodos simples se caracterizan por tener un tamafio de gotas que varian en un rango de
tamafio, siendo denominadas como emulsiones polidispersas. Es posible fabricar
emulsiones monodispersas, pero estas requieren de métodos de homogeneizacion mas
sofisticados.

En emulsiones monodispersas basta solamente un pardmetro para
caracterizarlas, siendo éste el radio (R) o el didmetro (D), pero en el caso de las
polidispersas el diametro de las gotas estd comprendido entre un valor minimo y un
maximo. Por lo tanto, para el analisis del tamafio de gota de las emulsiones alimentarias
es conveniente referirse en términos de una distribucion de tamafios de particula (o
gota). El procedimiento a seguir sera el de dividir la escala de tamafios en varios rangos
mas pequenos y discretos, detallando el nimero de gotas que entran dentro de cada
rango. Los resultados pueden presentarse en tablas o mediante histogramas. En la
practica es mas conveniente e informativo presentar los datos como una frecuencia de
tamafios en nimero, longitud, superficie o volumen.

La Figura 1.14 muestra los resultados obtenidos por difraccion laser de la
distribucion de tamafio de gotas para las emulsiones preparadas con [3-LG. Los tamafios
de gotas observadas fueron mayores a 1 pm, tamafios para el que se ha demostrado que

el cremado es el proceso desestabilizador mas importante [18].

20 A = Volumen
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Figura 1.14: Distribucion de tamafio de gotas en volumen, superficie, longitud y nimero.
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Resulta 1til aclarar que la forma de la funcidon de distribucion de tamaiio
varia apreciablemente segun esta sea presentada como una distribuciéon en niimero o en
volumen. El volumen de una gota es proporcional al D* y por lo tanto una distribucion
en volumen presentarda un sesgo hacia las gotas de gran tamafio, mientras que una
distribucion en nimero lo hara hacia las de pequefio tamafio.

La cantidad de picos que presente el grafico de una distribucion de tamafios
de particula es lo que la define como monomodal (presenta un pico), bimodal (presenta

dos picos principales) y multimodal (mas de dos picos).

1.9.2. Estudio de las espumas

Para estudiar las propiedades espumantes de una proteina, el primer paso es
preparar la solucion en condiciones definidas de concentracion proteica, pH y fuerza
i6nica. El desarrollo de la espuma se realiza por incorporacién de aire, CO, o Ny, por
medio de batido, agitacion, inyeccidon, burbujeo o sobresaturacion.

El método de burbujeo en columna tiene las siguientes ventajas: permite utilizar
un volumen pequefio de soluciéon (menor a 20 mL) y baja concentracion de proteina
(menor a 0,5 %), tiene muy buena reproducibilidad, volumen y caudal de aire
controlables, volumen de burbujas mas homogéneo, el colapso es relativamente
insignificante y permite el control y regulacion de la temperatura. El burbujeo de gas se
puede realizar a través de un unico orificio o de un vidrio fritado (el mas usado: tipo G4
de 5-154 pL). Se pueden variar las condiciones iniciales de espumado: volumen y
concentracion de solucion (2 a 400 mL, 0,01 a 0,5 % de proteina), dimensiones de
columna donde se desarrolla la espuma (didmetro: 0,5 a 5 cm y largo desde 30 cm a 1
m), caudal de gas (2 mL min” a 2 L min™), tiempo (8 s a 10 min), y se puede trabajar a
volumen de espuma maximo fijado (tiempo variable de espumado) o a tiempo fijo de
burbujeo.

Es de esperar que una solucion proteica que se presente como un buen agente
espumante logre hacer mas espuma y que ademads esta perdure mas tiempo como tal. Un
método sencillo para realizar la evaluacion de la capacidad espumante y el seguimiento
de la evolucion de la espuma a través del tiempo, es decir para estimar su estabilidad, es

simplemente medir las alturas de la espuma en el tiempo.
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1.10. Objetivos

La presente Tesis tiene como objetivos generales mejorar las propiedades
funcionales superficiales (emulsificacion y espumado) de la beta-lactoglobulina
modificada por tratamientos fisicos, quimicos y bioldgicos y estudiar los cambios
estructurales ocurridos en la proteina.

Objetivos especificos

* Modificar la beta-lactoglobulina por tratamiento térmico, hidrolisis enzimatica
con tripsina, polimerizacidn enzimdtica con transglutaminasa y glicosilacion
(reaccion de Maillard).

* Medir las propiedades espumantes y/o emulsificantes de la beta-lactoglobulina
modificada por los tratamientos anteriormente mencionados.

* Analizar los cambios estructurales producidos en la beta-lactoglobulina por
medidas de espectroscopia UV, extincion de la fluorescencia, dicroismo circular,
viscosidad intrinseca y electroforesis.

* Vincular los cambios estructurales detectados con los cambios en las

propiedades funcionales de la proteina en cuestion.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Reactivos quimicos

Las drogas utilizadas en este trabajo fueron, en la mayoria de los casos, de calidad
pro-analisis. En general se prepararon soluciones stock de cada una de las drogas v,

cuando fue necesario, se las valoro antes de utilizarlas.
2.2. Soluciones de uso general

2.2.1. Solucion reguladora fosfato 20 mM pH 6,8

Se prepard tomando 1,36 mL de H3;PO,4 (Merck, Argentina) concentrado (85 %
P/P y 1,7 g mL") y diluyendo con 800 mL con agua destilada. El pH se ajustd con
agregados de NaOH (Cicarelli, Argentina) 0,1 M y llevando a un volumen final de 1 L.
Todos las soluciones reguladoras fosfato fueron almacenados a 4 °C y al abrigo de la

luz.

2.2.2. Solucion reguladora fosfato 50 mM pH 7,0 y pH 6,8

Se preparé tomando 3,39 mL de H;PO, (Merck, Argentina) concentrado (85 %
P/P y 1,7 g mL") y diluyendo con 800 mL con agua destilada, el pH se ajusté con
agregados de NaOH (Cicarelli, Argentina) 0,1 M y llevando a un volumen final de 1 L.

2.2.3. Solucion reguladora Tris-HCI 50 mM pH 7,0 y pH 8,0

Se prepar6 pesando 12,127 g de Trisma base (Sigma Chemical Co, USA) y se
llevé a 800 mL disolviendo con agua destilada. El pH se ajusté con agregados de HCI
(Anedra, Argentina) 0,1 M y luego fue llevado a un volumen final de 1 L con agua

destilada.

2.2.4. Solucion de B-LG

Se utiliz6 B-LG AB bovina (Sigma Chemical Co, USA) de diferentes
concentraciones en solucion reguladora fosfato a distintos pHs. En la mayoria de las

experiencias se prepar6 solucion de p-LG 25 mg mL™.
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2.2.5. Solucion de Tripsina

Se prepard pesando 30 mg de tripsina y diluyendo a 1 mL de HCI (Anedra,
Argentina) 0,1 mM.

2.2.6. Solucion de SDS estabilizante de emulsiones

Se prepar6 pesando 1 g de SDS (Merck, Alemania) (concentracion final 0,1 %) y
5,9 g de NaCl (Cicarelli, Argentina) (concentraciéon final 0,1 M) y se llevo a 1 L

disolviendo con solucion reguladora fosfato 20 mM pH 6,8.

2.2.7. Solucion de acrilamida

Se prepar6d pesando acrilamida (Sigma Chemical Co, USA) y se disolvio en
solucion reguladora fosfato 20 mM pH 6,8 para lograr una concentracion final de

acrilamida 5 M.

2.2.8. Solucion de urea

Se prepar6 pesando urea (Merck, Alemania) para preparar una solucién madre
de urea 9 M en solucion reguladora fosfato 50 mM pH 6,8. Las diluciones en el rango
comprendido entre 0 M a 8 M se obtuvieron diluyendo la solucion madre de urea 9 M

con solucion reguladora fosfato 50 mM pH 6,8.

2.2.9. Solucion de cisteina

Se prepar6 pesando cisteina (Sigma Chemical Co, USA) y se disolvié en agua

destilada para obtener una solucion madre de 1,25 M de concentracion.

2.3. Equipos utilizados

2.3.1. Medidas espectroscopicas

Las medidas espectrofotométricas en el espectro ultravioleta (UV) y visible se
realizaron en espectrofotometros Spekol 1200 y Jasco V-550, todos equipados con
portacubetas termostatizables. Las medidas consistieron en obtencion de espectros de

absorcion, lecturas de absorbancia (A) y turbidez (1) a una longitud de onda (}) fija.
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2.3.2. Medidas espectrofluorométricas

Las medidas espectrofluorométricas se realizaron en Aminco Bowman Serie 2-

Luminiscence Spectrometer.

2.3.3. Homogenizador

Homogenizador manual OMNI International modelo GLH-220 equipado con

soporte y caja externa reguladora de velocidad de 4.000 a 25.000 rpm.

2.3.4. Liofilizador

La deshidratacion por liofilizacion se realizd6 por medio de un Liofilizador

Liotop L101 (Liobras, Brasil) equipado con condensador y bomba de vacio.

2.3.5. Conductimetro

HORIBA modelo D-24 (Kyoto, Japén). Los valores de conductividad fueron

almacenados automaticamente en una computadora conectada al conductimetro.

2.3.6. Peachimetro

HORIBA modelo D-24 (Kyoto, Japén). La calibracion del electrodo de pH se
efectud con soluciones reguladoras estandar de pH 4,0 y 7,0 teniéndose en cuenta la

temperatura de trabajo.

2.3.7. Equipos varios

Se utilizaron bafios termostaticos, centrifugas, agitadores magnéticos, cuba y
soportes de acrilico para electroforesis Mini-PROTEAN 3, rectificador y fuente de
poder estabilizada Chemar S.A.C.LF. CHF 1.4., micropipetas Oxford, BOECO 921,
V3-series (High Tech. Lab.), Wheaton 851303 y Hamilton 171 ORN.

2.3.8. Programas de computacion

Spectra Manager 1.30.00, Jasco Corporation. Sigma Plot 10, Systat Software
Inc. Microsoft® Office Word 2003, Microsoft Corporation. Microsoft® Office Excel
2003, Microsoft Corporation. STATGRAPHICS Centurién, StatPoint Technologies,
Inc. EndNote X3, Thomson Reuters.
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2.4. Tratamientos realizados a la B-LG

2.4.1. Tratamiento térmico

Soluciones de B-LG 25 mg mL™" en solucion reguladora fosfato 50 mM, pH 6,8,
fueron calentadas a 85 °C en bafio termostatico durante 1, 3, 5, 7, 10 y 15 min,
respectivamente. Cumplido el tiempo correspondiente, las muestras fueron rapidamente

enfriadas a temperatura ambiente y reservadas para los analisis posteriores.

2.4.2. Tratamiento transglutaminasa en presencia de cisteina

Se trabajé con B-LG 25 mg mL™" en solucion reguladora fosfato 50 mM pH 8,0.
Se colocd 1 mL de solucion de B-LG en tubos eppendorf y se agregd Cys hasta tener
una concentracion final de 0,07 M [37]. Luego de 10 min se adicion6é TG hasta obtener
un nivel de 1 U g de sustrato [38] y se incubaron a 40 °C en bafio termostatico durante
30, 60, 120 y 180 min. La reaccion se detuvo por calentando de las muestras por 15 min

a 60 °C en bafio termostatico [39].

2.4.3. Tratamiento transglutaminasa en presencia de cisteina y posterior

hidrdlisis con tripsina a pH 8,0

Se trabajé con B-LG 25 mg mL™" en solucion reguladora fosfato 50 mM pH 8,0.
Se colocd 1 mL de solucion de B-LG en tubos eppendorf y se agregd Cys hasta tener
una concentracion final de 0,07 M [37]. Luego de 10 min se adicion6é TG hasta obtener
un nivel de 1 U g de sustrato [38] y se incubaron a 40 °C en bafio termostatico durante
20, 60 y 100 min siguiendo el disefio experimental [31, 39-40]. La reaccion se detuvo
por calentando de las muestras por 15 min a 60 °C en bafio termostatico [39]. Luego se
les adicion¢ tripsina hasta obtener una relacion E/S de 1:167 [11] y se incubaron a 37 °C
en bafo termostatico durante 30, 60 y 90 min. La reaccion se detuvo con 5 min a 80 °C

[41].

2.4.4. Glicosilacion y tratamiento térmico

La B-LG glicosilada (GLI-B-LG) se obtuvo partiendo de una mezcla de B-LG y
glucosa (Sigma Chemical Co, USA), relacion molar 1:100, incubandose a 50 °C durante

96 h bajo humedad relativa de 65 % (solucion saturada de KI).
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Una solucién de B-LG 25 mg mL™" en solucion reguladora fosfato 50 mM, pH
6,8, fue calentada a 85 °C en bafio termostatico durante 3 min (HT-B-LG). A una parte
de HT-B-LG se le adicion6 glucosa (Sigma Chemical Co, USA) hasta obtener una
relacion molar 1:100. Luego fue liofilizada e incubada a 50 °C durante 96 h bajo
humedad relativa de 65 % (solucion saturada de KI). La muestra asi obtenida se la
design6 como HT-GLI-B-LG: tratamiento térmico y posterior glicosilacion de la B-LG.
Finalmente fue re-disuelta en solucion reguladora fosfato.

También fueron preparadas diferentes muestras como control: 1) B-LGeontrol (B-
LG calentada en seco, 96 h a 50 °C, y en ausencia de glucosa) y i1) HT-B-LGcontrol (HT-
B-LG calentada en seco, 96 h a 50 °C).

Todas las muestras fueron liofilizadas y reservadas para su posterior analisis.
2.5. Métodos

2.5.1. Determinacion del grado de hidroélisis

Se determinaron los grupos a-amino libres por reaccion con el dacido
trinitrobencenosulfonico (TNBS) [42]. Este método es un ensayo espectrofotométrico
del cromoforo formado por la reaccion del TNBS con las aminas primarias (Figura.2.1).
La reaccion se lleva a cabo bajo condiciones levemente alcalinas y se detiene con la
disminucion brusca del pH.

El grado de hidrolisis (GH) se expresa en mg de L-Leucina (L-Leu), aminoécido
estandar elegido por Adler-Nissen, y se obtiene por comparacioén con los mg de L-Leu
que representan el 100 % de hidrolisis de la B-LG.

Para obtener la curva estandar de L-Leu, a 500 pL de buffer fosfato 212,5 mM,
pH 8,2, se les agregaron 500 PL de solucion de TNBS al 0,1 % en agua destilada y
volumenes crecientes de solucion estandar de L-Leu 880 mM en SDS al 1 %. Los tubos
fueron cubiertos con papel de aluminio para evitar su exposicion a la luz y llevados a
bafio termostatizado a 50 °C, durante 1 h. Cumplido el tiempo de incubacion, los tubos
se retiraron del bafio y se detuvo la reaccion por agregado de 1 mL de HCI 0,1 N.
Alcanzada la temperatura ambiente, cada tubo fue llevado a un volumen de 4,0 mL con
agua destilada. Luego de homogeneizar la muestra se determind Abss4g, contra blanco

de reactivos. Se graficd mg de L-Leu vs. Abs3a.
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Figura 2.1: Reaccion del TNBS con grupos aminos. (Tomado de “Desarrollo de un biorreactor con
proteasas inmovilizadas para la hidrolisis limitada de proteinas del lactosuero y posterior analisis

de las propiedades funcionales superficiales de los hidrolizados obtenidos” [11]).

Para determinar la masa de B-LG, expresada en mg de L-Leu que represente el
100 % de hidrolisis, se procedid de la siguiente forma: 10 mg de B-LG y 4 mL de HC1 6
N se mantuvieron a 110 °C durante 24 h. Finalizado el tiempo de reaccion y alcanzada
la temperatura ambiente, se ajusto el pH a 8,2. Se aplico el método del TNBS a varias
alicuotas de la muestra. Aquella muestra cuya absorbancia permitio trabajar en el rango
de la curva estandar de L-Leu, fue elegida como representativa del 100 % de hidrolisis.

Para obtener el GH de muestras incdgnitas se procedié a aplicar el método del
TNBS a alicuotas de muestras que contuvieran la misma masa que la elegida como
representativa del 100 % de hidrolisis.

La curva estandar de L-Leu permiti6 expresar los valores de Absssg registrados,
para cada muestra incognita, como mg de L-Leu. Con estos datos y el del 100 % de

hidrolisis se obtuvo el GH porcentual para cada muestra analizada.

2.5.2. Electroforesis

Se realizaron electroforesis de B-LG tratada SDS-PAGE siguiendo la
metodologia descripta por Laemmli [43]. El gel de corrida se prepara con acrilamida
(Sigma Chemical Co, USA) (15 % P/V), bis-acrilamida (Sigma Chemical Co, USA) 0,5
% P/V, ambas disueltas en solucion reguladora de Tris (2-amino-2-hidroximetil-
propano-1,3-diol)-HCI 0,38 M, pH 8,8. Los reactivos se mezclan y se los somete al
proceso de desgaseado colocandolos dentro de un desecador al que se le aplica vacio
con una bomba. Una vez desgaseados, se les agrega una solucion de SDS para lograr
una concentracion final de SDS de 0,5 % V/V y se inicia la reaccidon de polimerizacion
por incorporacion de 50 pL de (NH4)S,05 20 mg mL™ (preparado inmediatamente antes
de su utilizacion) y 5 uL de N,N,N’,N’-tetrametiletiléndiamina (TEMED). Esta mezcla
se vuelca cuidadosamente entre las placas de vidrio preparadas para la electroforesis,

evitando la presencia de burbujas en el estado final, y se cubre con isobutanol, para
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esperar a la polimerizacion del gel. Por simple volcado se elimina el isobutanol antes
agregado. En la parte superior del gel de corrida se dispone el llamado gel de
empaquetamiento (stacking en inglés), compuesto por solucién de acrilamida (10 %
P/V), bis-acrilamida 0,15 % P/V, ambas disueltas en solucion reguladora Tris-HCI 0,5
M pH 6,8, a las que se agregan: solucion de SDS para lograr una concentracion final de
SDS de 0,5 % V/V, 50 uL de (NH4)S,05 10 % P/V y 10 uL. de TEMED. Se ubica el
dispositivo conocido con el nombre de “peine” a fin de que al gelificar queden
generados los canales (o “calles”) donde se sembrardn las muestras. Una vez
polimerizado el gel de empaquetamiento y retirado el “peine” cuidadosamente, la placa
asi armada se monta en la cuba electroforética.

Los compartimientos de los electrodos se llenan con solucion de corrida (Tris
0,025 M, Glicina 0,2 M y SDS 0,1 %). Posteriormente se siembran las muestras en los
canales del gel de empaquetamiento utilizando una jeringa Hamilton. La concentracion
de proteina sembrada generalmente fue de 1 pg uL'l, sembrando 20 pL en cada “calle”.
Un canal se reserva para hacer correr en ¢l un patréon de pesos moleculares. Al conectar
los electrodos, se comienza la corrida electroforética a una intensidad de corriente
constante de 15 mA. Finalizada la corrida electroforética, se desmonta la placa, se
separan cuidadosamente los vidrios que la contenian, retirando el gel de entre ellos. La
coloracion del gel se realizo con una solucion de azul brillante coomasie y la posterior
decoloracion con sucesivos lavados con agua a 60 °C.

Partiendo de soluciones de 25 mg mL™ de B-LG tratada se tomaron alicuotas que
contenian 500 pg de proteina y se llevaron a un volumen final de 500 pL con solucion
reguladora para muestra, dando asi una solucidon de siembra con una concentracion de 1
g pL.

Las muestras para electroforesis fueron calentadas a 90 °C por 5 minutos. Luego
de enfriar a temperatura ambiente las alicuotas fueron frisadas a -20 °C hasta su uso. La
solucion reguladora para muestra (solucion madre) se prepard con: 3,55 g de agua, 1,25
mL de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, 2,5 mL de glicerol, 2 mL de SDS 10 %, 0,2 mL de

solucion azul de bromofenol 0,5 %. Finalmente se agreg6 9,5 mL de agua

2.5.2.1.Analisis de geles:

Los geles obtenidos una vez finalizado todo el proceso fueron escaneados
usando el programa Scan Jet 5p Hewlett-Packard. Para cuantificar las intensidades

relativas de las bandas obtenidas se utilizd un software que permite establecer una

31



Materiales y Métodos

cuantificacion en base a las densidades relativas de pixeles de las imagenes obtenidas.
Los pesos moleculares de cada banda proteica fueron comparados con los estandares

conocidos de referencia.

2.5.3. Determinacion de la hidrofobicidad superficial por medidas de

fluorescencia

Las determinaciones de hidrofobicidad superficial se realizaron segun Busti y
col. [7, 33]. 3 mL de cada muestra proteica se titularon con soluciéon de acrilamida 5 M,
registrandose en el espectrofluorometro las intensidades de fluorescencia ante el
agregado de sucesivas alicuotas de solucidon de acrilamida 5 M, con una longitud de
onda de excitacion de 295 nm y de emision de 337 nm. Se considerd como intensidad
de fluorescencia inicial (F°) a la obtenida con la muestra antes del primer agregado de
acrilamida. El rango de concentraciones de extintor abarcado en la técnica fue de 0 a 0,2
M, concentraciones que no hicieron necesaria una correccion por la absorcion debida a
la acrilamida. Los resultados obtenidos se representaron en un grafico de Stern-Volmer
(F°/F vs. concentracion de acrilamida). La ecuacion de Stern-Volmer relaciona la
disminucién de la intensidad de fluorescencia con la concentracién del agente extintor
de fluorescencia, Q. La forma apropiada de esta ecuacion al analizar la extincion de

fluorescencia para una muestra proteica heterogénea es:
FO
— 1Ky 0Q] (2.1)

Donde: Kgy es la constante de Stern-Volmer para la extincion dindmica de la

fluorescencia; [Q]: concentracion del agente extintor.

2.54. Estudio de la desnaturalizacion de la pB-LG. Modelos de

desnaturalizacion.

Si asumimos un modelo de dos estados sbélo estaran presentes en
concentraciones significativas en solucion las formas nativa y desnaturalizada [33]. Por
lo tanto:

1=F,+F, (2.2)
Donde Fy y Fgs representan la fraccion del total de proteina en estado nativo y

desnaturalizado, respectivamente.
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Para una dada concentracion de urea (desnaturalizacién quimica) o temperatura
(desnaturalizacion térmica) se cumple:

Y =Y, xF, +Y,

o XF (2.3)
Donde Y es cualquier parametro observable elegido para el seguimiento de la
desnaturalizacion. Yn e Yges, representan los valores de Y caracteristicos para la
proteina nativa y desnaturalizada, respectivamente. Combinado las ecuaciones 2.2 y 2.3
resulta:
=m 4
N des

La constante de equilibrio Kp y el cambio de energia libre AGp para la reaccion

de desnaturalizacion se puede calcular segun:

Fd
=< 2.5
’ (1 _Fdex) ( )

(l_Fdes)

Si AGp varia en forma lineal con la concentracion de urea se puede extrapolar a

F
AGD=—RXTxmKD=—RXTXm(d“] (2.6)

valor cero para obtener AG®p la cual corresponde al valor de energia libre para el

proceso de desnaturalizacion en dos estados en ausencia de urea.

2.5.5. Desnaturalizacion quimica de la B-LG seguida por medidas de
fluorescencia. Determinacion del A, de emision y extincion de la

fluorescencia intrinseca con acrilamida.

Distintas soluciones de urea fueron preparadas a partir de una solucion madre 9
M en solucion reguladora fosfato 50 mM pH 6,8. A 3 mL de las soluciones de urea se
les agregd una alicuota de solucién de B-LG hasta obtener una concentracion final de
0,13 mg mL™" de proteina. Se incubaron las soluciones durante 10 min a 25 °C.

Cada solucion se introdujo en una cubeta de cuarzo para fluorometria, de paso
optico 1 cm. Se recogieron los espectros de emision de cada solucidon (excitacion a 295

nm) en busca del Ayax de emision correspondiente (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Espectros de emision de fluorescencia de B-LG nativa (—) y B-LG desnaturalizada
(*+=+*) a una longitud de onda de excitacion de 295 nm. Se observa un corrimiento del A, de

emision hacia mayores longitudes de onda (corrimiento al rojo).

Se determind posteriormente la intensidad de fluorescencia a Apay
denominandose a ese valor F°. La variacion de los distintos Anax con la concentracion de
urea sigue una forma sigmoidea simple de acuerdo con la pérdida de la estructura nativa
y la mayor exposicion de los Trp internos al solvente, cambios que provocan un
desplazamiento al rojo del méximo de emision de fluorescencia.

A continuacién se afiadieron sucesivas alicuotas de soluciéon madre de
acrilamida 5 M a cada muestra de B-LG/urea contenida en la cubeta de lectura, hasta
obtener una concentracion de 0,2 M de acrilamida. Después de cada agregado de
acrilamida y posterior agitacion se determind la intensidad de fluorescencia a Ayax, F. Al
finalizar estas experiencias se obtienen como datos: Ama.x vs. [urea] y F°/F wvs.
[acrilamida] (Gréficos de Stern-Volmer) para cada concentracion de urea ensayada.

Se ha demostrado que la B-LG se disocia sin alterar la exposicion al solvente de
los residuos de Trp. Por lo tanto, para la desnaturalizacion de la B-LG seguida por
medidas de Am.x de fluorescencia, Fy.; puede calcularse y asi obtener los perfiles de

desnaturalizacion quimica (F g vs. [urea]) [33, 44].
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2.5.6. Desnaturalizacion térmica de la B-LG seguida por medidas de

absorbancia en el UV

Las curvas de desnaturalizacion térmica se siguieron por espectrofotometria
diferencial en el UV utilizando un espectrofotometro de doble haz (Jasco V-550). Para
el control de la temperatura de trabajo, el equipo cuenta con una celda termostatizada
por efecto Peltier que controlada por una unidad programable (Jasco ETC-505 T)
permite el calentamiento a través de gradientes lineales de temperatura.

3 mL de solucion de B-LG 0,2 % P/V en solucion reguladora fosfato 50 mM pH
6,8 se introdujeron en una cubeta para espectrofotometria de paso Optico de 1 cm,
mientras que en la de referencia se coloco igual volumen de la solucion reguladora. La
cubeta de medida fue fabricada a partir de una cubeta de cuarzo a la que se adaptd un
cabezal de acrilico para evitar la evaporacion de la muestra.

La diferencia de absorbancia a 293 nm, AAbsyo3, fue medida en funcién de la
temperatura en el rango comprendido entre 20 a 90 °C. Se utilizd6 una rampa de
temperatura de 1 °C min’. El compartimento del espectrofotometro se purgd
continuamente con una corriente de nitrogeno para evitar la condensacion de agua sobre
las paredes de las cubetas.

La disociacion de los dimeros de f-LG en mondmeros no produce cambios en
AADbsy93, ya que el grado de exposicion de los residuos Trp al solvente es el mismo tanto

para el dimero como para el monomero [33, 44].

2.5.7. Analisis estructural por medidas de viscosidad intrinseca.

El incremento de la viscosidad de una solucién proteica, 1);, se calcula con:
n,=n. -1 2.7)
1. es la viscosidad relativa determinada por:

_n, _p O,
N, Pyl

(2.8)

T

Mo, Po Y to son la viscosidad, densidad y el tiempo de drenado del solvente,
mientras que 1, ps ¥ ts son la viscosidad, densidad y tiempo de drenado de la solucion

proteica. Sobre la base de la ecuacion de Huggins:

S =[]k o (2.9)
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C es la concentracion de proteina (g mL™). La viscosidad intrinseca, [n], se
determina por extrapolacion de la grafica de n;/C versus C. La viscosidad intrinseca es
una medida del volumen hidrodinamico que ocupa una molécula y puede relacionarse
con parametros conformacionales propios de la macromolécula como el volumen
especifico (v2). De esta manera puede expresarse en el limite cuando la concentracion
tiende a cero:

[n]=vxv, (2.10)
Donde v es el factor simha o de forma relacionado con la simetria de la molécula que
adquiere un valor minimo de 2,5 para moléculas esférica [27].

El volumen especifico parcial anhidro, v, ann, se calcula graficando densidad de
soluciones proteicas a diferentes concentraciones. A bajas concentraciones, y si la
relacion es lineal, se obtiene la ordenada al origen (h) y la pendiente (m), calculandose
V2, anh COMO:

I-m
V2,anh = h (21 1)

Vaanh €S €l volumen que ocupa 1 g de proteina seca y se relaciona con el grado de
compactacion de la misma. Para proteinas compactas v, ann €std comprendido entre 0,6 y
0,75 cm’ g'l.

La viscosidad intrinseca fue determinada con un viscosimetro capilar tipo
Ostwald en un bafio de temperatura controlada (25 £+ 0,1 °C).

Para determinar la viscosidad relativa de cada solucion fueron medidos el tiempo
de drenaje de soluciones de B-LG tratadas (t;) a cinco concentraciones diferentes entre
10 y 60 mg mL". El tiempo de drenado del solvente puro (t;) fue de 89,44 s. La
densidad de cada solucion (ps) fue medida usando un densimetro digital (Anton Paar
modelo DMA35N). La viscosidad relativa se calculd a través de la ecuacion 2.8 y la
viscosidad intrinseca por extrapolacion de la grafica de ni/C versus C. Vaann S€
determino aplicando la ecuacion 2.11 con los datos h y m de la gréfica de ps versus C.

Las muestras analizadas fueron: B-LG (proteina nativa), B-LG-Cys (proteina
reducida con cisteina), TG-B-LG (proteina reducida con cisteina y tratada con
transglutaminasa 60 min) y HT-B-LG (proteina calentada 3 min a 85 °C). Las medidas

fueron hechas por triplicado.
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2.5.8. Dicroismo circular (DC):

Las soluciones de B-LG sometidas a tratamiento fueron estudiadas a través de la
técnica de dicroismo circular (DC). Se utilizd6 un espectropolarimetro (Jasco J-810,
Japon) registrandose las medidas automaticamente con un tiempo de integracion de 2 s
y un ancho de banda de 2 nm. Se realizaron cuatro repeticiones de las medidas a una
velocidad de 50 nm min™ y se promediaron a la A correspondiente. Para las experiencias
en el UV lejano se trabajo en un rango de A de entre 190 y 250 nm y para las del UV
cercano, entre 250 y 320 nm; se emplearon sendas celdas de camino optico de 0,1 y 1
cm, respectivamente. Las concentraciones proteicas fueron de 25 uM para el UV lejano
y 164 uM para el UV cercano. Las proteinas fueron diluidas a partir de las
concentraciones iniciales utilizando solucion reguladora fosfato 20 mM, pH 6,8.

Los datos obtenidos de las experiencias de DC se reportaron como “elipticidad
molar media por residuo”: [0]urw (grado .cm”. dmol™).

0

[0]vew = ocam (2.12)

Donde: 0 es la elipticidad (miligrados); C la concentracion de la muestra (M); 1
el camino Optico (cm) y n el nimero de aminoacidos (para la B-LG, de peso molecular
aproximado 18300 Da, usando un promedio del peso de los residuos aminoacidicos de

113 g, el valor de n es aproximadamente 162).

2.5.9. Determinacion de grupos amino disponibles

La cantidad de grupos amino disponibles se determind por el método
colorimétrico basado en la reaccion de O-ftaldialdehido (OPA) de acuerdo con el
trabajo de Wooster y col. [45]. El reactivo OPA fue preparado por disolucién de 80 mg
de OPA en 2 mL de etanol, que se mezcloé con 5 mL de SDS 10 % P/V, 0,2 mL de 2-
mercaptoetanol y se diluyé a 100 mL con tampdn de borax 0,1 M pH 9,9. El ensayo
consistio en mezclar 3 mL de reactivo OPA con 50 puL de solucién de proteina (10 mg
mL™"), incubar 30 min a temperatura ambiente y luego medir absorbancia a 340 nm.
Ademas, se realiz6 una curva de calibracion empleando L-leucina como estandar. Todas

las mediciones se realizaron por triplicado.
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2.5.10. Ultrafiltracion

Luego de la glicosilacion la glucosa remanente (sin reaccionar) fue extraida por
ultrafiltracion usando membranas de corte de polietersulfonato de 5 kDa (AMICON).
La separacion se realizd con agitacion suave insuflando N, a una presion de 2 bares.

La concentracion de glucosa luego de ser ultrafiltrada se cuantificoé por el
método de glicemia enzimatica esquematizado en la Figura 2.3 (Glicemia enzimaética,
Método enzimdtico para la determinacion de glucosa en suero o plasma, Wiener lab.

Rosario-Argentina):

GOD

Glucosa + O, + H,0 Acido glucénico + H,0,

POD

2H,0, + 4-AF + Fenol Quinona + 4 H,0

Figura 2.3: Reacciones del método de glicemia enzimatica.

Siendo GOD y POD las enzimas glucosa oxidasa y peroxidasa respectivamente y 4-AF
el reactivo 4-aminofenazona. La quinona se cuantifica por medidas espectrofotométricas
a una longitud de onda de 505 nm. La ultrafiltraciéon se detuvo hasta obtener una
concentracion de salida de glucosa menor a 0,005 mg mL™" (concentracion inicial de
glucosa = 24,5 mg mL™).

La curva de calibracion de glucosa se realizo diluyendo convenientemente una
solucion de glucosa de 1 g L™ de concentracion con 2 mL de reactivo de glicemia
enzimatica. Este reactivo de glicemia enzimatica se prepard con 3,5 mL de reactivo 4-
AF, 3,5 mL de fenol y 210 uL de mezcla de enzimas GOD/POD. Las mezclas de
glucosa y reactivo de glicemia enzimatica se incubaron durante 10 min a 37 °C y luego
se midi6 absorbancia a una longitud de onda de 505 nm.

La determinacion de glucosa a la salida de la ultrafiltracion se realizé tomando
alicuotas de la solucion de salida de la ultrafiltracion, cuya concentracion de glucosa se
desea determinar, y se llevo a 2 mL con el reactivo de glicemia enzimdtica. Las mezclas
de glucosa y reactivo de glicemia enzimatica se incubaron durante 10 min a 37 °C y
luego se midi6 absorbancia a una longitud de onda de 505 nm. Utilizando la curva de
calibracion se determind la concentracion de glucosa a la salida de la ultrafiltracion. La
ultrafiltracion se detuvo hasta obtener una concentracion de salida menor a 0,005 mg

mL™.
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2.5.11. Determinacion de las propiedades emulsionantes

Las propiedades emulsionantes se pueden clasificar en principio en dos grupos
segun sobre que proceso dan informacidn: proceso de formacion de la emulsion (poder

emulsionante) o proceso de desestabilizacion de la emulsion (poder estabilizante).

2.5.11.1. Preparacion de las emulsiones

Se prepararon por homogenizacion mecanica (OMNI International modelo
GLH-220) de 3 mL de las muestras acuosas del sustrato proteico en cuestion (B-LG
nativa o tratada), de concentracion 0,1 % P/V en solucion reguladora fosfato 50 mM pH
7,0, con 1 mL de fase lipidica a 20.000 rpm durante 30 s. Como fase lipidica se utilizd
aceite de maiz comercial (Cocinero 100 % Puro de Maiz-Molinos Rio de la Plata SA).

El equipo de preparacion de las emulsiones se muestra en la Figura 2.4.

Figura 2.4: Equipo para la preparacion de las emulsiones. Las mismas se realizaron por

homogenizacion mecanica de la mezcla aceite/solucion proteica en tubos Falcon.

2.5.11.2. Estudio de las emulsiones por turbidimetria

Segun la teoria de Mie de la dispersion de la luz existe una relacion entre la
turbidez (1) de una soluciéon que contiene particulas esféricas con el radio y el nimero

de esas particulas:

t=KE@A* N (2.13)
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Donde K es el coeficiente de difusion de la luz, a, el radio medio de la
particula y N el nlimero de particulas.

Pearce y Kinsella definieron la actividad emulsionante como el area
interfacial creada y estabilizada por una concentracién dada de proteina y la expresaron
a través de un “indice de actividad emulsionante” (IAE), de modo que a mayor
actividad emulsionante de una proteina, mayor serd su IAE correspondiente. Las
unidades del IAE son m” g”'. En el presente trabajo se calcul6 el IAE de acuerdo a:

IAE = 2l (2.14)
[C

Donde ¢ es la fraccion de volumen de fase aceite y C es concentracion de
proteina en la emulsion (1 mg mL™). Para la presente Tesis ¢ = Vg /Vie= 1 mL/4 mL =
0,25. Siendo Vpr: el volumen fase lipidica y Vg: el volumen total de la emulsion.

Por otro lado,

_n@ [N
B VTE

(2.15)

Relacionando las ecuaciones 2.13, 2.14 y 2.15 resulta:

IAE = 3KV (2.16)
2@ IC
Dado que la turbidez estd definida como:
= 2,303[A 2.17)

1
Donde A es la absorbancia a 500 nm y I es el camino 6ptico (0,01 m).
Combinando las ecuaciones 2.13 y 2.17, el indice de actividad emulsionante se calcula
segun la expresion:

IAE - 400614 (2.18)
10T
Para estimar la estabilidad de las emulsiones ante el cremado y la floculacion
se aplica Pearce-Kinsella, en el que se extraen alicuotas de las emulsiones a distintos
tiempos después de preparada la emulsion, recibidas en solucidon de estabilizante a las
cuales se les mide la absorbancia a 500 nm.
De la emulsion formada segun protocolo 2.5.11.1 se tomaron alicuotas de 20
uL y fueron llevadas a 5 mL con solucion estabilizadora. Dichas alicuotas fueron

tomadas desde el fondo del tubo con el uso de una pipeta Hamilton como se detalla en

la Figura 2.5. Luego se midi6 absorbancia a 500 nm contra blanco de emulsion.
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Figura 2.5: Tubo Falcon adaptado para la extracciéon de alicuotas de las emulsiones obtenidas.

2.5.11.3. Estudio de las emulsiones por analisis de tamaiio de gota

Inmediatamente después de la homogeneizacion se tomaron 780 pl de cada
emulsion y se examinaron mediante un analizador de tamano de particulas (Figura 2.6)
Mastersizer 2000 por difraccion de rayos laser (Malvern Instruments, Worcestershire,

Reino Unido).

Figura 2.6: Analizador de tamaifio de particula de la Universidad Nacional de Quilmes.
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Existen diversas maneras de expresar el tamafio medio de gota. Segin se
considere la longitud, la superficie o el volumen, se generan diferentes diametros
medios. En esta Tesis el diametro medio se expresé mediante D[4,3] determinada a
través de:

Zn d4
D[4,3]=ﬁ (2.19)

Donde d; es el diametro de la i-€sima particula (n;).

2.5.11.4. Separacion de fases de las emulsiones

La separacion de fases, u oiling off (por su nombre en inglés), es la
liberacion o separacion del aceite y es determinado por observacion directa del aceite
separado de la emulsion (Figura 2.7). El ensayo de estabilidad a la separacion de fases
se realiza por comparacion de la extension de la cantidad de aceite separado de la

emulsion de las distintas muestras.

[
Figura 2.7: Separacion de fases u oiling off. En la parte inferior se encuentra la “fase acuosa”, la
cual es una emulsion con menor proporcion de gotas de aceite. En la mitad se encuentra la “fase
crema” de abundante gotas de aceite. Sobre esta ultima se halla la fase aceite separada de la

emulsion.

Para este ensayo se registrd fotograficamente con una cémara digital
(Olympus DS-580 de 4,0 mega pixeles) la separacion de fases de las emulsiones a los
15 dias luego de su formacion, en estado de reposo, al abrigo de la luz y una

temperatura de 25 °C £ 1.

2.5.12. Evaluacion de las propiedades espumantes

Desde el punto de vista conceptual el parametro que mide la actividad
espumante (también llamado capacidad espumante) de una proteina debe reflejar su
habilidad para incorporar aire en la solucién en forma de una distribucion fina de
burbujas. Mientras que para la estabilidad espumante de una proteina el parametro debe

reflejar la habilidad de retener gas por un cierto periodo de tiempo
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Las espumas se formaron usando un aparato de burbujeo llamado espumdmetro
(Figura 2.8). El espumdmetro cuenta con un disco poroso de vidrio sinterizado en su
base, a la que se le adaptd un catéter por el que se puede insuflar nitrégeno. Adosada a
la columna de acrilico, se colocd una escala graduada en cm, a fin de poder realizar el
seguimiento de la altura de la espuma formada con el tiempo. Cabe destacar que, tal
como se observa en la Figura 2.8, en la base y en la parte superior del espumoémetro se
adaptaron sendos electrodos para realizar determinaciones de conductimetria con las
espumas formadas. El espumdmetro consiste en una columna de acrilico de 20 cm de

longitud y 3,5 cm de diametro.

Figura 2.8: “Espumo6metro”. La manguera celeste proviene del dispositivo esquematizado en la

Figura 2.9.
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A base del
espumometro

Figura 2.9. Los elementos constitutivos de este equipo son: 1. llave de paso del tanque de gas
nitréogeno; 2. manémetro de presion del tanque; 3. manémetro de presion de salida; 4. llave
reguladora de la presion de 3; 5. valvula de seguridad; 6. llave exclusa; 7. regulador del manémetro

de presion de trabajo; 8. manémetro de presion de trabajo; 9. micro valvula.

La muestras a espumar se diluyeron a 0,1 % P/V en solucion reguladora fosfato
20 mM pH 6,8. Las determinaciones se realizaron en el espumdmetro cuyo cilindro esta
equipado con dos pares de electrodos, un par situado en la base de la columna y el otro
en la mitad del tubo, y con un disco poroso en el fondo a través del cual entra el aire,
con un caudal de 5 mL s, y fue forzado a pasar a través del liquido, formando la
espuma. El volumen inicial de solucion a espumar (Vi,;) fue de 10 mL. El burbujeo se
detuvo cuando la espuma alcanzé un volumen fijo de 115 mL (Vgma). Durante la
prueba se registran: 1) la conductividad de la solucion (Figura 2.10), ii) la conductividad
de la espuma (Figura 2.12) y iii) el volumen de espuma, en una computadora y una

camara digital Olympus DS-580 4 mega pixeles.
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Figura 2.10: Forma tipica de las curvas de conductividad de la solucion espumada en el tiempo. Las
unidades de conductividad y tiempo son arbitrarias. La conductividad inicial esta dada por el
volumen de solucion inicial. Al comenzar el espumado la conductividad disminuye en forma lineal
hasta un minimo en cuyo tiempo se detiene el espumado y luego del cual la conductividad aumenta

debido al drenado de liquido desde la espuma hacia la solucion

Las mediciones de conductividad de la soluciéon a espumar en el tiempo (C;) y
con referencia a una conductividad inicial (Ci,) se utilizaran para calcular el volumen

de liquido en la espuma (V) de la Figura 2.11 [28]:
Vie = Vi [1 -C/Cy; (2.20)
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Figura 2.11: Forma tipica de las curvas de volumen de liquido en la espuma (Vg), calculada con la
ecuacion 2.8, en el tiempo. Las unidades de volumen y tiempo son arbitrarias. Vg antes de iniciarse
el espumado tiene un valor igual a cero. Al comenzar el espumado V; aumenta en forma lineal
hasta un maximo en cuyo tiempo se detiene el espumado y luego del cual Vg disminuye debido al

drenado de liquido desde la espuma hacia la solucion

DE se define como el cociente entre el liquido maximo incorporado en la
espuma (Viemax) V €l volumen de espuma llegado al final del periodo de burbujeo

(VEmax) :
DE=V,....”V,

Emax (2 2 1 )
Se ha observado que

v

pmax = Ve ™ (Vini = Vi) (2.22)

Tip, el tiempo de vida media de drenaje, es igual a:

T, =t,"t, (2.23)

Donde t;;; es el tiempo en que la mitad del volumen maximo de liquido en la
espuma volvid a la solucion (Vigmax/2) ¥ to es el tiempo al final del burbujeo. T/, esta
relacionado a la habilidad de la proteina a absorberse rapidamente en la interfase
aire/solucion y disminuir el drenado justo después de la formacion de la espuma.

Por otra parte, en cuanto a la variacion del volumen con el tiempo, una espuma
es mas estable cuando tarda mayor tiempo en colapsar (derrumbarse) [46]. Esto se

puede medir a través del tiempo cuarto de volumen de espuma (Ty/4), que se define

como.
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T, =t —t, (2.24)
Donde t;4 es el tiempo necesario para que Vemax decaiga en un 25 % y to es el
tiempo al final del burbujeo.
Las mediciones de conductividad de la espuma (Figura 2.12) en el tiempo (Cg)
se utilizaron para calcular el tiempo necesario para que la espuma tenga un valor de
conductividad menor a 10 mS m™! (Tc10), que se define como:

T (2.25)

cio = Lepo —t

0
Donde tcy es el tiempo necesario para que la conductividad de la espuma tenga

un valor menor a 10 mS m™ y ty es el tiempo al final del burbujeo.
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Figura 2.12: Forma tipica de las curvas de conductividad de la espuma en el tiempo. Las unidades
de conductividad y tiempo son arbitrarias. La conductividad de la espuma antes de iniciarse el
espumado tiene un valor igual a cero. Al comenzar el espumado la conductividad de 1a espuma

aumenta en forma lineal hasta un maximo en cuyo tiempo se detiene el espumado y luego del cual

disminuye debido al drenado de liquido desde la espuma hacia la solucion

Las espumas son comparadas mediante:
(1) Densidad de la espuma (DE) como medida de actividad espumante.
(i1) Tiempo de vida media de drenaje (T;.),

(111) tiempo cuarto de volumen de espuma (T4) y
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(vi) tiempo necesario para que la conductividad de la espuma sea < 10 mS m™

(Tc10), como medidas de estabilidad de la espuma [28, 47].

2.5.13. Diseiio de experimentos

Los ensayos con disefio de experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a un
disefio Factorial (3%) en el cual se estudi6 los efectos de dos factores en tres niveles. El
disefio fue corrido en un solo bloque y el orden de los experimentos fue completamente
aleatorizado [24, 48]. Luego se investigd la actividad y estabilidad espumante por el
método ya descripto. Los parametros seleccionados como respuestas fueron las
siguientes: DE para la actividad espumante y Tcio, Tin, y Tis para la estabilidad

espumante.

2.5.14. Analisis estadistico

El programa STATGRAPHICS Centurion (StatPoint, Inc) fue usado para
analizar el disefio de experimento y obtener la tabla ANOVA, el diagrama de Pareto y el
Coeficiente de regresion. El programa Wolfram Mathematica (Wolfram Research, Inc.)

fue usado para graficar la Superficie de Respuesta.
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3. Resultados y discusion
3.1. Tratamiento térmico

3.1.1. Conocimientos previos

Una de las maneras mas simples de alterar la funcionalidad de las proteinas es
por tratamientos térmicos suaves que modifiquen la estructura de la proteina causando
agregacion pero que a la vez no den lugar a precipitacion [3]. El uso del calentamiento
de soluciones de la B-LG para mejorar la estabilidad espumante es intensamente
estudiado bajo diversas condiciones del sistema [21, 28]. Con respecto a las propiedades
emulsionantes recientemente se demostré que el calentamiento de soluciones de B-LG
5,5 % P/V disminuye tanto la actividad como la estabilidad [49].

Tosi y col. [48] estudiaron las propiedades espumantes de soluciones de
concentrado del suero lacteo tratadas térmicamente entre 75 y 85 °C de temperatura
durante 5 a 20 min. Estos autores hallaron que en casi todo el rango de temperatura y
tiempo estudiado hay mejora tanto en la actividad como en la estabilidad espumante.
Trabajando con soluciones de aislado de proteina de suero lacteo, 10 % P/V de
concentracion, tratadas térmicamente Bals y col. [50] demostraron que la
desnaturalizacion de la B-LG mejora notablemente la estabilidad de la espuma. Estos
autores también demostraron que con un grado de desnaturalizacion mayor al 70 % es
posible reducir en gran medida el drenaje de liquido.

Con respecto a las modificaciones estructurales sobre la B-LG por calentamiento
y su alteracion de las estructuras alergénicas la capacidad de unién a la inmunoglobulina
E se reduce por calentamiento entre 80 a 100 °C durante 15 min. Igualmente permanece
una alergenicidad residual incluso después de un calentamiento severo [51]. Segin
Delorenzi y col. [6] la disminucidon de la alergenicidad se debe al incremento de la
digestibilidad y es consecuencia de la desnaturalizacién térmica la cual favorece la
ruptura de las estructuras de epitopos.

En base a estos conocimientos se propone modificar la p-LG 25 mg mL™ por
calentamiento a 85 °C durante 1 a 15 min y estudiar su efecto sobre las propiedades

funcionales superficiales.
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3.1.2. Electroforesis

Las muestras tratadas fueron analizadas por electroforesis SDS-PAGE en
condiciones no reductoras y las diferentes especies se cuantificaron por densitometria
gel. El medio no reductor usado en la electroforesis permite la dispersion de agregados
unidos a través de interacciones hidrofobicas, mientras que los agregados unidos por
puentes disulfuro permanecen intactos.

El andlisis de imagen del gel electroforético para B-LG 25 mg mL™, pH 6,8,

calentada a 85 °C desde 1 a 15 min se muestra en la Figura 3.1.

100

%o especies

tiempo calentamiento (min)

Figura 3.1: Analisis de imagen generado por software para B-LG tratada térmicamente.
Proporcion de especies en porcentaje: () monémero, (©) dimero, (¥) trimero y (4) oligdmero

versus tiempo de calentamiento de 0 a 15 min.

A tiempo 0 de calentamiento puede observarse la B-LG nativa. Con el
incremento del tiempo de calentamiento de la solucién de B-LG disminuye la cantidad
de mondémeros y se observa un aumento de dimeros y trimeros, obteniéndose un
maximo que se alcanza a los 3 min. A este tiempo la proporcion de especies es: 46 % de
monomeros, 36 % de dimeros y 21 % de trimeros. Con respecto a los oligdbmeros se
observa que comienzan a formarse cuando las concentraciones de dimeros y trimeros
sobrepasan los 3 min de calentamiento. Después de los 10 min de calentamiento las

especies oligoméricas representan aproximadamente el 60 % del total de especies.
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3.1.3. Dicroismo circular

Los efectos del calentamiento de soluciones de B-LG 25 mg mL" en los
espectros de DC UV cercano se muestran en la Figura 3.2. Los andlisis de los espectros
fueron utilizados para caracterizar la estructura terciaria de las proteinas, principalmente
a causa de las asimetrias en el medio ambiente de los aminoacidos aromaticos [52]. Los
dos picos negativos de elipticidad en 285 y 292 nm en el espectro de DC de B-LG nativa
se deben principalmente a la absorbancia del Trp19 [53]. Estos dos picos negativos
disminuyeron su intensidad con el tratamiento térmico en mayor proporcion hasta los 3
min de calentamiento, reflejando los cambios estructurales en el céaliz de la molécula de

B-LG donde se encuentra el Trp19 [54].

[BIMRW (grado.cmz.dmol'l)

260 280 300 320
longitud de onda (nm)

Figura 3.2: Espectros de DC en el UV cercano de la p-LG 25 mg mL™, pH 6,8, calentada a 85 °C
desde 0 a 15 min.

Los efectos del calentamiento de soluciones de B-LG 25 mg mL™' en los
espectros de DC UV lejano se muestran en la Figura 3.3. El pico negativo, longitud de
onda a la cual se presenta un minimo de elipticidad molar (Ay;,), se desplaza
rapidamente con el tiempo de calentamiento desde la region de los 215 nm para la B-LG
nativa hasta 210 nm para la B-LG calentada 3 min y luego gradualmente hacia 208 nm

para B-LG calentada 15 min (Tabla 3.1). Los desplazamientos de A, son pronunciados
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hasta los 3 min de calentamiento, disminuyendo las variaciones a tiempos de

calentamiento superiores.

\S]
1

(e
1

-2 A

10 min

[OIMRW X 103 (grado.cm?®.dmol™!)

'8 T T T T T
190 200 210 220 230 240 250

longitud de onda (nm)

Figura 3.3: Espectros de DC en el UV lejano de la p-LG 25 mg mL™, pH 6,8, calentada a 85 °C

desde 1 a 15 min

Tabla 3.1: Desplazamiento del pico de la region de los 210-220 nm hacia la de 200-210 nm de
la B-LG 25 mg mL™"', pH 6,8, calentada a 85 °C desde 1 a 15 min

Tiempo de calentamiento (min)  Apj, (nm)

0 215,0+0,2
1 214,2+0,2
3 210,1+04
5 209,5+0,2
7 209,5+0,3
10 209,5+04
15 208,2+ 0,4

Al estudiar el efecto del calentamiento de soluciones de B-LG en los espectros de
DC UV lejano Kim y col. [21] y Moro y col. [28] hallaron corrimientos similares que
fueron relacionados con la disminucion de hélice o y un aumento en el contenido de
ovillo estadistico. Kim y col. hallaron que el desplazamiento de An;, fue mas

pronunciado a los 5 min de calentamiento mientras que para Moro y col. fue a los 3
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min. Estas diferencias pueden deberse a las distintas condiciones del tratamiento: 1) 80
°C de temperatura y 1 mg mL" de concentracién para Kim y col. y ii) 85 °C de

temperatura y 55 mg mL™" de concentracion para Moro y col.

3.1.4. Extincion de la fluorescencia

El despliegue de la proteina provoca un desplazamiento hacia el rojo en la
longitud de onda de emision de fluorescencia (Amax) debido a la exposicion de residuos
Trp al disolvente acuoso. Este hecho también promueve un aumento en la extincion de
fluorescencia por acrilamida de la B-LG desnaturalizada [55-57]. Cuanto mas flexible es
la estructura de la proteina y mayor es la proporcion de especies desplegadas mas
pronunciada es la pendiente del grafico de Stern-Volmer y mayor la Kgy. Ademas,
durante el proceso de desplegado, la superficie de la proteina se vuelve mas hidrofébica
debido a la aparicién de aminoacidos no polares, los cuales estaban previamente dentro
del caliz de la proteina. De esta manera, los valores de Kgy también se utilizan como
una medida de la hidrofobicidad superficial [56].

En el rango de extintor usado los graficos de Stern-Volmer para la extincion de
la fluorescencia intrinseca de la B-LG por agregado de acrilamida son aproximadamente

lineales (Figura 3.4).
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Figura 3.4: Graficos de Stern-Volmer correspondientes a la extincion de la fluorescencia intrinseca
de la B-LG por adicion de acrilamida. B-LG sometida a calentamiento a 85 °C durante distintos

tiempos: 0 minutos (o), 3 minutos (©), 15 minutos (V).-LG en urea 8 M (A).

La pendiente, obtenida del ajuste por regresion lineal, corresponde al valor de
Ksv y puede ser usada como medida de la HS, observandose que el calentamiento
provoca un aumento de la misma. Por lo tanto el calentamiento de la B-LG provoca un
aumento de la HS.

Los valores de pendiente obtenidos de los ajustes lineales en los graficos de
stern-Volmer (Kgsy) se graficaron en funcion del tiempo de calentamiento (Figura 3.5).
Estos muestran concordancia con las medidas de DC al evidenciar la rapidez con que se
dan los cambios conformacionales por tratamiento térmico, ya que solamente 3 min de
calentamiento son suficientes para producir los cambios mas pronunciados en la

estructura de la proteina.
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Figura 3.5: Valores de Kgy obtenidos a partir de las pendientes de los graficos de Stern-Volmer

para B-LG sometida a calentamiento previo a 85 °C durante distintos tiempos.

3.1.5. Desnaturalizacion quimica por medidas de fluorescencia

En este estudio se determina el efecto de la concentracion de urea sobre el estado
conformacional de la B-LG. Las curvas, como las obtenidas en la Figura 3.6, muestran
como varia Fg (fraccion de proteina con cambio conformacional) calculada con la
ecuacion 2.4 utilizando An,x como propiedad observable en funcidn de la concentracion
de urea. Estas graficas permiten visualizar de manera rapida y sencilla que tratamientos
provocan mayor cambio conformacional. Aquellas curvas que estén mas desplazadas
hacia la izquierda corresponden a los tratamientos que provocan mayores cambios
conformacionales y se debe a que necesitan menor concentracion de urea para obtener

un mismo valor de F,;.
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Fes

[urea] (M)

Figura 3.6: Perfiles de desnaturalizacion de B-LG por accion de urea obtenidos por medidas de
Amax- B-LG sometida a calentamiento previo a 85 °C durante distintos tiempos: 0 minutos (e), 1

minutos (©), 3 minutos (V¥) y 15 minutos (A). Fy,= 0,5 (- ).

En la Figura 3.6 solo se muestran las curvas correspondientes a B-LG calentada a
85 °C durante 0, 1, 3 y 15 min. Se observd una mayor fraccion de f-LG desnaturalizada
a bajas concentraciones de urea para el tratamiento térmico que para la nativa.

En la Tabla 3.2 se presentan los valores de [urea];, para todos los tiempos de
calentamiento estudiados. [urea];, es la concentracion molar de urea necesaria para
lograr un F de 0,5 y cuanto mads estructura conserve la proteina mas alto sera el valor

de [urea] .
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Tabla 3.2: Estudios de fluorescencia de B-LG tratada en presencia de urea. [urea], esta
determinado por el perfil de desnaturalizacion quimica de especias de -LG en presencia de

urea (0-8 M), suponiendo un modelo de dos estados.

Tiempo de calentamiento (min) [urea];; (M)

0 48+0,1
1 4,6+02
3 42+0,1
5 4,1+0,1
7 4,0+0,1
10 3,9+0,2
15 3,8+ 0,1

Para los tiempos ensayados se obtuvo una rdpida disminucion de la
concentracion de urea para llegar a un Fg, de 0,5 ([urea];,) hasta los 3 min de
calentamiento para luego disminuir mas lentamente, indicando que el proceso de
desplegado por parte del calentamiento es rapido. Estos resultados son coherentes con

los obtenidos por medidas de DC y extincion de la fluorescencia.

3.1.6. Desnaturalizacion térmica por diferencia de absorbancia a 293 nm.

La Figura 3.7 muestra los cambios en la diferencia de absorbancia UV a 293 nm
para las diferentes muestras de proteinas en funcion de la temperatura. El despliegue del
mondmero de B-LG nativo produce perfiles de desnaturalizaciéon en forma de S a
temperaturas entre 60 y 90 °C, con una temperatura aparente para la desnaturalizacion
del 50 % de la proteina cercano a los 75 °C [33]. Las medidas de AADbsz93nm s€
incrementan abruptamente cuando la solucion se calienta por encima de 90 °C lo que
evidencia la formacion de agregados de diferentes especies de la proteina [55]. La B-LG
no se despliega a ovillo estadistico antes de la agregacion en la etapa final de la
desnaturalizacion térmica [58]. Ademas, los valores de AAbsyo3nm Obtenidos para la
muestra calentada 1 min (aproximadamente 0,04) y para la muestra calentada 3 min
(aproximadamente 0,005) indican una rapida pérdida de estructura al ser sometida al
tratamiento térmico (AAbsyosnm para P-LG nativa aproximadamente 0,08). Para los
tratamientos térmicos de 5 a 15 min los valores de AAbs,93nm Obtenidos son similares a

la muestra calentada 3 min.
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Figura 3.7: Graficos de desnaturalizacion térmica de la B-LG seguida por diferencia de

absorbancia a 293 nm. B-LG sometida a calentamiento a 85 °C durante: 0 min (Vv), 1 min () y 3

min (m).

3.1.7. Cambios conformacionales

Las medidas de DC evidencian que los cambios conformacionales por el
tratamiento térmico son rapidos, ya que solamente son necesarios 3 min para producir
las modificaciones mas pronunciadas en la estructura secundaria y terciaria. Estudios de
extincion de la fluorescencia intrinseca, desnaturalizacion quimica y térmica conducen a
resultados similares. Los ensayos electroforéticos indican que a los 3 min de
calentamiento se producen la mayor proporcién de dimeros y trimeros. Este hecho sera
relevante al momento de discutir las propiedades funcionales. Moro y col. [28]
encontraron similares comportamientos al trabajar con B-LG de concentracion 55 mg

mL™.

3.1.8. Espumas

La actividad espumante hace referencia a la habilidad de la proteina de atrapar
mayor cantidad de aire en las burbujas, o sea formar més espuma en menor tiempo. La
estabilidad refiere a la capacidad de la proteina de hacer perdurar la espuma durante mas
tiempo [3, 27-28]. Los procesos de desestabilizacion de la espuma son: drenaje de

liquido, acercamiento de las superficies adyacentes de la burbuja que lleva a la ruptura
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de la pelicula (coalescencia) y difusion del gas en la fase continua (maduracion de
Ostwald o desproporcion) que resulta en engrosamiento de la burbuja. Todos estos
mecanismos se producen al mismo tiempo después de que se detiene el burbujeo de
aire. Mientras que al principio prevalecen el drenaje y la coalescencia, cuando las
burbujas son principalmente esféricas, la desproporcidén es mas importante en etapas
avanzadas, cuando las burbujas son poliédricas. Finalmente la espuma se derrumba. [28]

Los efectos del tratamiento térmico sobre las propiedades espumantes de
soluciones de B-LG en las condiciones ensayadas se muestran en la Figura 3.8. Tanto la
actividad como la estabilidad espumante fueron modificadas por el calentamiento.

La actividad espumante, medida por la densidad de la espuma (DE), fue
mejorada con un incremento maximo cercano al 45 % hasta 10 min de calentamiento.
La adsorcion de una proteina en cantidad suficiente es una condicion necesaria para la
eficiente formaciéon de la espuma y esta relacionado con la velocidad a la que se
disminuye la tension superficial. Por lo tanto, uno de los factores mas importantes para
la formacion de espuma es la velocidad de adsorcion de proteinas, que depende de la
concentracion, el peso molecular, la estructura de la proteina y las condiciones de la
solucion (pH, etc.). Cuanto mas pequenas, desordenadas y flexibles sean las proteinas
son mejores tensoactivos que las proteinas grandes, ordenadas y rigidas.

La actividad espumante mejora con el incremento de la hidrofobicidad
superficial de la proteina [44, 56, 59-60]. Cuanto mayor sea el grado de
desnaturalizacion que sufre una proteina mayor hidrofobicidad superficial van a
presentar, lo cual conduce a una mayor afinidad de la proteina por la interfase. Este
hecho promueve una répida disminucion de la tension superficial y un aumento de la
actividad espumante de la proteina.

Como se ha mencionado, después de 3 min de tratamiento térmico se produjeron
monomeros de B-LG no nativos y otras especies desnaturalizadas de mayor peso
molecular (Figura 3.1). El tratamiento térmico produce simultaneamente dos
consecuencias: (i) produccion de agregados de B-LG de pesos moleculares mas altos y
(i1) desnaturalizacion térmica con la exposicion de residuos hidrofobicos. Aunque la
presencia de agregados produce una reduccion en el coeficiente de difusion, un factor
desfavorable para la formacion de espuma, la exposicion de los residuos hidrofobicos es
un factor favorable para la actividad espumante. En vista de los resultados observados,
el incremento en la hidrofobicidad superficial se convirtio en el factor mas importante

en la formacion de la espuma.
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Figura 3.8: Propiedades espumantes de B-LG tratada térmicamente. Los parametros son

informados como proporciones relativas a los de p-L.G nativa.

La estabilidad espumante, estimada por el tiempo de colapso de la espuma (T/4)
y el tiempo de vida media de drenado (T,,), se increment6 en diferentes proporciones
en comparacion con la muestra no calentada hasta los 10 min de tratamiento (Figura
3.8). A los 15 min la estabilidad decrece y para tiempos superiores la espuma colapsa
rapidamente.

El T, verifica un incremento del 70 % al 90 % en el intervalo de 1 a 10 min de
calentamiento. El aumento observado de T;, con el calentamiento esta directamente
asociado con un aumento de la viscosidad de la solucion de proteina, debido a la
presencia de agregados desnaturalizados de B-LG mas asimétricos, lo que disminuye la
velocidad de drenaje [60].

Por otro lado, Ty, tiempo requerido para una caida del 25 % del volumen de la
espuma, aumento ain mas que T;, en el mismo intervalo de tiempo. De esta manera, se
encontrd un pico a los 3 min donde el incremento fue aproximadamente del 600 %, lo
cual es consistente con los cambios conformacionales mas significativos de la B-LG.
Kim y col. [21] llegaron a resultados similares, pero s6lo después de calentar la B-LG
para un tiempo mas largo (30 min). En ese tiempo de calentamiento estos autores

encontraron similar proporcion de mondmero, dimero y trimero como el reportado
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durante 3 min de calentamiento en esta Tesis. Este hecho demuestra que,
independientemente del tiempo de calentamiento, la estabilidad de la espuma esta
estrechamente relacionada con los cambios estructurales de la proteina.

A los 15 min de tratamiento se observo una fuerte caida en las propiedades
espumantes. La solucion de B-LG calentada 3 min a 85 °C posee la mayor actividad y
estabilidad espumante. Esto puede deberse a que en los primeros tiempos de tratamiento
las especies de B-LG estan parcialmente desnaturalizados, lo cual aumenta su HS y les
confiere una mayor afinidad por la interfase. A tiempos altos de calentamiento la
formacion de agregados de alto peso molecular produce reduccion en la capacidad de
difundir y desenrollarse en la interfase desfavoreciendo las propiedades espumantes de

la B-LG.

3.1.9. Emulsiones

En la Figura 3.9 se grafican los valores de D[4,3]/D[4,3]° para las muestras
calentadas a 0, 3, 7 y 15 min como representativas de todos los tiempos de
calentamiento estudiados. D[4,3]° corresponde al valor de D[4,3] para la proteina sin
tratar. D[4,3], obtenido a partir de las distribuciones de tamafios de gotas en volumen,
aument6 con el tiempo de tratamiento térmico de 19 = 1 nm a 26 + 1 nm, para las
muestras sin calentar y calentada 15 min. Si bien D[4,3] es un pardmetro de la actividad
emulsionante, tanto la actividad como la estabilidad estan estrechamente vinculadas a
los tamafios de gotas: un pobre emulsionante conduce a gotas grandes y, por lo tanto, a
una emulsiéon mas inestable. Debido a esto la tendencia observada de D[4,3] puede
considerarse como una estimacion de la estabilidad de la emulsion.

Otro parametro muy utilizado para estudiar la actividad y estabilidad
emulsionante es el indice de actividad emulsionante (IAE) el cual esta relacionado con
la superficie creada durante el emulsionado. La Figura 3.9 muestra el modo en el cual el
indice de actividad emulsionante relativo (IAE/IAE®) decae con el tiempo de
calentamiento de B-LG. IAE® corresponde al valor de IAE para la proteina sin tratar.
IAE esta directamente relacionado con el area interfacial generada durante el proceso de
emulsificacion. Asi un valor més bajo de IAE implica tamanos de gotas mas grandes lo

cual serd un factor decisivo en la desestabilizacion de la emulsion.
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Figura 3.9: D[4,3]/D[4,3]° en volumen e IAE/IAE® versus tiempo de calentamiento de B-LG 0,3,7 y
15 min . Los parametros son informados como proporciones relativas a los de §-LG nativa. D[4,3]°

B-LG nativa: 19 £ 1 nm. IAE® B-LG nativa: 12,7+ 0,3 m’ g’

Kato y col. [61] encontraron una correlacion directa entre hidrofobicidad
superficial y actividad emulsionante en una amplia gama de proteinas tanto en el estado
nativo como desnaturalizado. Como ya se demostr6 la hidrofobicidad superficial de -
LG creci6 con el tiempo de calentamiento (Figura 3.5) y, por lo tanto, seria de esperar
un incremento de la actividad emulsionante con el tratamiento térmico. Por el contrario
la actividad emulsionante disminuy6 (Figura 3.9). Como consecuencia, en este caso, la
hidrofobicidad superficial parece ser un factor menos importante y otros factores
podrian haber adquirido mayor relevancia. Uno de estos factores puede ser el gran
tamafio de los agregados formados, los cuales son mayoria luego de 10 min de
calentamiento cuando representan mas del 60 % de las especies presentes (Figura 3.1).
Aunque la homogeneizacion genera turbulencias que permiten que estos agregados
lleguen a la interfase a través de transporte de masas por conveccion, su baja
flexibilidad y/o su gran tamafio pueden ser los factores responsables de evitar la
adherencia adecuada a la interfase de las gotas, obteniéndose valores progresivamente
menores de IAE.

Se ha observado también que otro factor importante es el tiempo en el que se

forma la pelicula interfacial. La pelicula es mas eficiente en la proteccion contra las

62



Resultados y discusion

colisiones de las gotas siempre y cuando se forma rapidamente. Esto implica que la
proteina debe contener suficiente cantidad de grupos hidrofobos y tienen que ser
relativamente accesible en una escala de tiempo corto para permitir la penetracion y la
difusion de las moléculas adsorbidas en la interfase. Los agregados de mayor peso
molecular podrian no ser capaces de desarrollar todo este proceso lo suficientemente
rapido como lo pueden hacer las otras especies mas pequenas (mondmeros no nativos,
dimeros, trimeros y oligdmeros de bajo peso molecular).

La separacion de fases se muestra en la Figura 3.10. Las imagenes corresponden
a emulsiones formadas con B-LG tratada térmicamente en condicion de reposo durante
15 dias. Estas imagenes son un control visual de la separacion de fases que han sufrido
las emulsiones. En los tubos correspondientes a las emulsiones formadas con
tratamiento térmico hasta 3 min la fase aceite esta separada. En cuanto al sistema
formado con tratamiento térmico de 5 y 7 min la fase aceite es menor y para mayores
tiempos de calentamiento las emulsiones no mostraron fase aceite separada. Teniendo
en cuenta que la cantidad de agregados mas grandes aumentaron con el tiempo de
calentamiento y que pudieron ser arrastrados a la parte superior durante el proceso de
formacion de crema, se puede suponer que estos agregados juegan un papel estérico
protector contra la separacion de fases, colocandose entre las gotas de aceite y asi

evitando el contacto y la posterior coalescencia.

I = ;;'-‘ i = ].. e :.‘j..! | ‘ ‘
Figura 3.10: Fotografia de 15 dias de estacionamiento de las emulsiones formadas con B-LG tratada

térmicamente durante diferentes tiempos. De izquierda a derecha: 0, 1,3, 5,7, 10 y 15 min.

La coalescencia, como proceso de desestabilizacion, es el primer paso para la
separacion de fases. Dependiendo de la regién de la emulsion se observa que: 1) la
" . - . .. .
coalescencia en el seno de la solucion" se ve favorecida por el movimiento browniano
y i1) la “coalescencia en la fase crema" es causada por la cercania permanente entre si de
las gotas. Por lo tanto, la disposicion de los agregados mas grandes debe ser un factor
importante para la coalescencia de gotas de aceite y la separacion de fases. Los
agregados, una vez arrastrados a la parte superior por las gotas de aceite, se pueden

organizar entre ellos como bloques en arreglos de multiples capas o incluso pueden

63



Resultados y discusion

estar vinculados entre si a través de interacciones hidrofobicas por sectores de la
proteina que fueron expuestos por la desnaturalizacion térmica. En cualquier caso, la
presencia de los agregados puede hacer mas dificil los contactos de las gotas evitando la

coalescencia y mejoran aiin mas su papel protector contra la separacion de fases.

3.1.10. Comparacion entre las propiedades espumantes y emulsionantes de

la B-LG tratada térmicamente

Comparando las propiedades espumantes y emulsionantes se observaron efectos
opuestos en funcion del tiempo de calentamiento. Mientras que hasta 10 min de
tratamiento térmico a 85 °C mejoro tanto la capacidad como la estabilidad espumante
las propiedades emulsionantes disminuyeron. Tanto la formaciéon de espuma y las
propiedades emulsionantes disminuyen para mayores tiempos de calentamiento. Estos
hechos pueden ser debido a las diferentes escalas de tiempo que requieren la formacion
de espumas y emulsiones: mientras que las espumas necesitan tiempos mas largos para
ser formadas las emulsiones implican procesos mas rapidos. En las espumas, la mayor
escala de tiempo permite una mejor disposicion del agente espumante en la interfase de
la burbuja y mas interacciones hidréfobas que mejoran la estabilidad de la espuma a
través de la rapida formacion de una pelicula viscoelastica mas rigida, lo que finalmente
conduce a una mejora de las propiedades espumantes. Por otro lado, cuando se forma
una emulsion, los procesos mas rapidos obstaculizan una adecuada adsorcion de los
agregados del agente emulsionante a la interfase de las gotas, lo que conduce a peores
propiedades emulsionantes con el tiempo de calentamiento.

En el caso de las emulsiones la presencia de agregados de bajo peso molecular
es suficiente para causar la disminucioén de las propiedades emulsionantes. Durante la
homogenizacién la mayor parte del proceso se produce en escalas de tiempo de
milisegundos o menos: 1) adsorcion y difusion del emulsionante y ii) deformacién y
colision de gotas. La distribucién final de tamafio de gota es el resultado de la
combinacion del tiempo necesario para que la interfase sea cubierta con emulsionante y
el tiempo medio entre colisiones de gotas. Con el fin de hacer mas eficiente el proceso
de emulsificacion la distribucidon del emulsionante en la interfase deberia ser un proceso
mas rapido que la colision entre las gotas. Cuando el emulsionante se adsorbe
lentamente y/o estd presente en una concentracion demasiado baja, la mayoria de las
gotas individuales, formadas durante la emulsificacion, no se conservan en la emulsion

final. Para retener las pequefias gotas durante la emulsificacion, el tiempo entre
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colisiones de gotas debe ser mas largo que el necesario para que el emulsionante se
adsorba en la nueva interfase aceite-agua y para crear una capa estabilizadora.

La hidrofobicidad superficial tiene un impacto diferente en la capacidad
espumante y emulsionante. Aunque en el estudio sobre las espumas la hidrofobicidad
superficial de la B-LG fue reconocida como el principal factor influyente para mejorar la
capacidad espumante, en el estudio de las emulsiones, la actividad emulsionante no se
vio afectada en la misma medida y la hidrofobicidad superficial no era lo
suficientemente importante como para compensar la presencia de agregados de mayor

peso molecular, que pueden ser los responsables por la menor actividad emulsionante.
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3.2. Polimerizacion enzimatica con transglutaminasa. Comparacion con el

tratamiento térmico.

3.2.1. Conocimientos previos

En el apartado anterior se demostré6 que el tiempo de calentamiento de
soluciones de B-LG es una variable crucial para las propiedades funcionales
superficiales. Esto se debe a los cambios conformacionales y las diferentes proporciones
de especies en solucion formadas durante el calentamiento. En el estudio del
calentamiento de soluciones de B-LG 25 mg mL™" a 85 °C se demostré que a los 3 min
de tratamiento ocurren los cambios conformacionales y procesos de agregacion mas
significativos, formandose monoémeros no nativos y la mayor cantidad de dimeros y
trimeros. El tratamiento térmico afecta tanto la actividad como la estabilidad espumante.
Ambas propiedades espumantes estan relacionadas con los cambios estructurales de la
proteina. Se considera que el incremento en la hidrofobicidad superficial es el factor
decisivo en la mejora de la capacidad espumante a pesar de la presencia de agregados de
mayor peso molecular.

La enzima transglutaminasa cataliza la reaccion de transferencia acilica entre el
grupo y-carboxiamida de residuos de glutamina y una variedad de aminas primarias,
incluyendo el grupo e-amino de residuos de lisina. Cuando la enzima actua sobre una
proteina se forman enlaces intra e inter moleculares e-(y-glutamil)lisina.

La B-LG no es un buen sustrato para la TG. Sin embargo, la reaccion se puede
facilitar después de la desnaturalizacién por tratamiento térmico (> 70 °C) o por la
adicion de agentes reductores tales como ditiotreitol (DTT), f-mercaptoetanol o cisteina
que rompen enlaces disulfuro. La cisteina fue elegida como el agente reductor ya que su
uso esta permitido para aplicaciones alimentarias, hecho que no ocurre con el DTT o el
B-mercaptoetanol [37]. Villas-Boas y col. [37] concluyen que la B-LG polimerizada en
presencia de cisteina muestra una menor actividad antigénica que la de la muestra
polimerizada después de la desnaturalizacion térmica. Recientemente también se ha
demostrado que la adicién de Cys, asociada o no con la polimerizacion, aumenta la
digestibilidad de la B-LG en mds de un 20 % en comparacion con la no tratada [62].

Al trabajar con aislados del suero lacteo Eissa y col. [63] encontraron drasticas
diferencias en la viscosidad de la solucion luego de incubar con TG a 50 °C, previa

desnaturalizacion de las proteinas con DTT. Recientemente Zhong y col. [64]
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polimerizaron el mismo sustrato con TG con el fin de aumentar su estabilidad térmica
para un posible uso como ingrediente de bebidas con alto contenido de proteinas de
suero lacteo. Por su parte Sharma y col. [65] trataron un concentrado industrial de a-
lactoalbumina con TG obteniendo el maximo de entrecruzamiento incubando 5 h a 50
°C.

En base a los conocimientos previos sobre la polimerizacion de la B-LG por
calentamiento y su efecto sobre las propiedades funcionales superficiales se propone un

método alternativo de agregacion como es la reaccion enzimatica con TG.

3.2.2. Electroforesis

Soluciones de B-LG tratadas con TG a 30, 60, 120 y 180 min se analizaron por
SDS-PAGE (condiciones reductoras) y las diferentes especies de B-LG se cuantificaron
por densitometria del gel electroforético. Con el aumento de tiempo de incubacion con
TG la cantidad de monomeros de B-LG disminuyd y se formaron agregados de varios

tamafios: dimeros, trimeros, oligdbmeros y polimeros (Figura 3.11).
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Figure 3.11: Concentracion de proteina (%) de las diferentes especies formadas por incubacion de
soluciones de B-LG (25 mg mL™) con TG en presencia de Cys 0,07 M, a 40 °C, y por diferentes
periodos de tiempo: monémeros (), dimeros (m), trimeros (A) y agregados que no entraron al gel
de corrida (oligdmeros y polimeros) (¢). (0) Kgy (M) obtenida del grafico de Stern-Volmer a

diferentes tiempos de incubacion con TG.
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A mayores tiempos de incubacion disminuyeron las cantidades de dimeros y
trimeros mientras que la cantidad de oligdmeros y polimeros aumentan bruscamente. A
los 60 min de tiempo de incubacion con TG, se encuentra la mayor cantidad de dimeros
y trimeros, junto a la aparicion de oligobmeros y polimeros, que representan
aproximadamente el 50 % de las especies en solucion a 180 min.

De ahora en adelante en esta Tesis, la muestra tratada enzimaticamente con TG
durante 60 min se denomina TG-B-LG mientras que la tratada térmicamente a 85 °C
durante 3 min se denomina HT-B-LG.

Comparando el tratamiento térmico y la transglutaminacion se ha observado que
el cambio conformacional mas significativo se verificd a los 3 min para el tratamiento
térmico y a los 60 min para la transglutaminacion. A estos tiempos se encuentran la
mayor cantidad de dimeros y trimeros. Por otra parte, se encuentran presente similares
proporciones entre las especies tanto en HT-B-LG (mondémero 43 %, dimero 36 % y
trimero 21 %) como en TG-B-LG (mondémero 53 %, dimero 26 %, trimero 18 % y

agregados mas grandes 3 %) (Figura 3.12).

3.2.3. Extincion de la fluorescencia

La Figura 3.11 también muestra los valores de las pendientes del ajuste lineal del
grafico de Stern-Volmer (Kgy) para la B-LG tratada con TG en presencia de Cys para
los diferentes tiempos ensayados. El valor inicial de Kgy en este grafico es mayor que el
obtenido para B-LG sin tratamiento y en ausencia de Cys (Tabla 3.3), ya que la
presencia del agente reductor rompe los enlaces disulfuro, haciendo mas facil la
apertura de la estructura de la proteina. La eficacia del proceso de extinciéon de la
fluorescencia, medido a través de los valores Kgy, aumentd con la duraciéon del
tratamiento enzimatico, verificando un valor minimo para el tiempo inicial, y un
maximo después de 60 min de tiempo de incubacién con TG. El incremento de Kgy
durante el tratamiento con TG puede atribuirse a: 1) presencia de mondémeros no nativos
y ii) porcentaje creciente de agregados de bajo peso molecular y estructuras con mayor
grado de despliegue.

La ligera disminucion en el valor de Kgy para 180 min de tiempo de incubacion
con TG es coherente con la presencia de agregados de pesos moleculares altos cuya
estructura podria reducir la accesibilidad al Trp. En consecuencia con los cambios
conformacionales mas importantes, TG-B-LG y HT-B-LG presentan los maximos

valores de Kgy.
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Tabla 3.3. Estudios de fluorescencia de B-LG tratada en presencia de urea

Tratamiento Ksv (0 M urea) (M'l) Ksv (8 M urea) (M'l) [urea];, (M)

B-LG* 2,0+0,2 8,1+0,2 48+0,1
B-LG-Cys " 2,5+0,2 12,0+0,1 4,7+0,1
HT-B-LG ¢ 3,7+0,1 10,8 + 0,2 42+0,1
TG-B-LG ¢ 3,4+0,1 9,6 +0,1 4,5+0,1

* B-LG nativa, ° B-LG en presencia de Cys 0,07 M, © B-LG calentada a 85 °C por 3 min y ° polimerizada
con TG (incubacion a 40 °C por 60 min y en presencia de Cys 0,07 M). [urea];, esta determinado por el
perfil de desnaturalizacién quimica de especias de B-LG en presencia de urea (0-8 M), suponiendo un

modelo de dos estados.

La Tabla 3.3 muestra diferencias entre los valores de Kgy para los diferentes
tratamientos de la B-LG, los cuales estan directamente relacionados con el grado de
despliegue. El minimo valor de Kgy se verifica para la B-LG nativa y el maximo para la
desnaturalizada quimicamente con urea 8 M. A esta concentracion de urea la proteina
alcanza su mayor grado de desnaturalizacion. Entre estos extremos, se puede observar
que Kgy disminuye en el siguiente orden: HT-B-LG > TG-B-LG > B-LG-Cys. Estos
resultados indican la presencia de una estructura residual que impide la plena

accesibilidad de la acrilamida al Trp en estas especies.

3.2.4. Desnaturalizacion quimica por medidas de fluorescencia

La urea, como agente caotropico, forma puente de hidrogeno y debido a su gran
solubilidad y bajo peso molecular puede penetrar en las proteinas. La urea compite por
los puentes de hidrégeno con el agua ligada rompiendo las estructuras terciaria y
secundaria de la proteina. Este agente desnaturalizante produce la formacion de ovillos
estadisticos que se estabilizan con puentes de hidrégeno formados con la urea. Los
puentes disulfuro no se ven afectados por la urea [1, 16].

La Figura 3.12 muestra F,, para las diferentes muestras de B-LG en el intervalo
de concentraciones de urea ensayado. Los valores obtenidos de [urea];,; se incrementan
en el siguiente orden: HT-B-LG < TG-B-LG < B-LG-Cys < B-LG, como se observa en la
Tabla 3.3. En el caso de B-LG-Cys los cambios conformacionales observados
demostraron que la ruptura de los enlaces disulfuro por la Cys como agente reductor no

implicaba un extenso despliegue de las moléculas de B-LG.
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Fdes

[urea] (M)

Figura 3.12: Perfil de desnaturalizaciéon proteica de diferentes muestras de p-LG, determinados a

través de valores de A,. (®) B-LG nativa, (m) B-LG-Cys, (0) HT-p-LG y (0) TG-B-LG. F4,= 0,5 (-).

3.2.5. Dicroismo circular

El analisis de los espectros de DC en el UV cercano se utilizaron para
caracterizar la estructura terciaria de las proteinas, principalmente a causa de las
limitaciones de las asimetrias en el medio ambiente de los aminoacidos aromaticos [52].
Los espectros de DC UV cercano para la B-LG tratada con calor o transglutaminasa se

encuentran en la Figura 3.13.
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Figura 3.13: Espectros de DC en el UV cercano de la f-LG 25 mg mL™", pH 6,8, tratada con calor o

transglutaminasa. La linea vertical marca la elipticidad molar a una longitud de onda de 292 nm.

Los picos negativos de elipticidad a 285 y 292 nm en los espectros de DC de la
B-LG nativa se deben principalmente a la absorbancia del Trp19 [53]. El pico negativo a
292 nm, mostrado en la Figura 3.13 por una linea vertical, disminuye su intensidad con
el tratamiento térmico mas que para los otros tratamientos, lo que refleja cambios
estructurales mas importantes dentro del caliz de la molécula de B-LG, donde se
encuentra la cadena de indol del Trp19 [54]. En este trabajo, la sefial de DC a 292 nm
fue seguida para medir los cambios en la estructura terciaria de proteinas. Aunque la
diferencia de intensidad del pico negativo a 292 nm de B-LG-Cys y TG-B-LG fue
estadisticamente significativo, esta diferencia fue leve. Probablemenente se deba a que
la cisteina reduce los puentes disulfuro promoviendo los principales cambios en la
estructura terciaria de la proteina.

Los espectros de DC UV lejano reflejan en gran medida la estructura secundaria
de las proteinas. Tanto las estructuras secundarias hoja  y hélice o muestran picos de
DC por debajo de 200 nm y minimos en la regién de 200 a 235 nm, mientras que las
estructuras ovillo estadistico a su vez presentan profundas depresiones cerca de los 200
nm [35]. Los espectros de DC UV lejano para la B-LG tratada con calor o
transglutaminasa se encuentran en la Figura 3.14 y las longitudes de onda

correspondientes al minimo de la region de 200 a 235 nm se hallan en la Tabla 3.4.
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Figura 3.14: Espectros de DC en el UV lejano de la -LG 25 mg mL™, pH 6,8, tratada con calor o

transglutaminasa.

Como se ha visto en la seccion de tratamiento térmico el despliegue de la B-LG
nativa promovido por el calentamiento produjo un desplazamiento del Ay, hacia
longitudes de onda mas cortas en el DC UV lejano. En el caso puntual del tratamiento
térmico a 85 °C durante 3 min (HT-B-LG) se produce un desplazamiento desde los
215,0 nm para la B-LG nativa hacia los 209,8 nm (Tabla 3.4). Este cambio se relaciona
con la pérdida de las estructuras hoja § y hélice o con un aumento correspondiente en
ovillo estadistico [21, 28]. Por su parte en la transglutaminacién (TG-B-LG) se produce
un desplazamiento del minimo hacia 208,9 nm, indicando cambios en la estructura
secundaria con aumento en la proporcion de ovillo estadistico. El minimo de la proteina
reducida con cisteina (B-LG-Cys) no presenta cambios significativos con respecto a la
proteina nativa, mostrando que no promueve cambios significativos en la estructura
secundaria debido a que afecta principalmente a la estructura terciaria por la ruptura de

puentes disulfuros.
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Tabla 3.4: Desplazamiento del pico de la region de los 210-220 nm hacia la de 200-210 nm de
la B-LG 25 mg mL™, pH 6,8, tratada con calor o transglutaminasa.

Tratamiento Ay, (Nm)
B-LG 2150+ 0,2
B-LG-Cys  2144+03
TG-B-LG 208,9 £0,2
HT-p-LG  209,8+0,2

3.2.6. Viscosidad intrinseca

La viscosidad intrinseca es una medida del volumen hidrodinamico que ocupa
una proteina. La B-LG nativa presenté un valor de viscosidad intrinseca de 3,7 mL g
(Tabla 3.5) y un volumen especifico parcial anhidro de 0,74 mL g, valores que
corresponden a una proteina globular y compacta. B-LG-Cys presentd un valor 19 %
mayor que la B-LG nativa. Este incremento puede ser debido a un aumento del volumen
hidrodinamico de la proteina como consecuencia de la pérdida de estructura causada por
la ruptura de enlaces disulfuro [66]. Ademas, este moderado incremento es coherente
con los pequefios cambios de conformacion que se encuentran en los estudios de

fluorescencia.

Tabla 3.5: Viscosidad intrinseca de diferentes muestras de B-LG tratada con calor o

transglutaminasa

Tratamiento [n] (mL g_l)

B-LG 3,7+02
B-LG-Cys 44+13
TG-B-LG 6,0 0,9
HT-B-LG 9,2+1,0

El valor mas alto de viscosidad intrinseca se obtuvo para HT-B-LG, seguido por
un valor inferior para TG-B-LG. Estos resultados son consistentes con los efectos
producidos por el calentamiento: i) formacion de especies mas grandes con mayor
fraccion de volumen efectivo que las moléculas nativas y ii) formacion de agregados

mads asimétricos con mayor viscosidad. Por otro lado, TG-B-LG genera una estructura
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mas compacta y agregados mas simétricos que conducen a un menor valor de

viscosidad intrinseca.

3.2.7. Comparacion entre el calentamiento y el tratamiento enzimatico

Se han revisado diferentes mecanismos para la desnaturalizacion térmica y la
agregacion de la B-LG [67]. Independientemente del mecanismo propuesto algunos
eventos deben ser considerados durante el proceso de calentamiento y se discuten a
continuacion. En primer lugar, un cambio conformacional critico en el monémero de f3-
LG que expone el grupo sulfhidrilo libre (Cys121). Este grupo reactivo en la molécula
modificada puede inducir reacciones de intercambio tiol/disulfuro que conduce a la
formaciéon de agregados enlazados por puentes disulfuro. El enlace disulfuro
involucrado en la reaccidon de intercambio intermolecular seria muy probablemente el
Cys66-Cys160 que se encuentra en uno de los bucles externos de B-LG. El otro
disulfuro estd escondido en partes internas de la proteina y estd menos disponible para
la reaccion [68]. Ademas de esta agregacion por enlaces covalentes disulfuros
intermoleculares también pueden estar implicados interacciones no covalentes (i6nicos,
de van der Waals e hidrofobicas). La contribucion de interacciones no covalentes va a
ser de importancia creciente con valores de pH cercanos al punto isoeléctrico y/o con
concentraciones de sal superiores pero éstas no fueron las condiciones del medio
ensayadas en el presente trabajo. Por lo tanto, en la primera etapa de
desnaturalizacion/agregacion de la B-LG inducida por calentamiento, en ausencia de sal
anadida y pH casi neutro, los mondmeros desnaturalizados fueron enlazados para
formar oligébmeros intermedios (di-, tri- y tetrameros) a través de reacciones
intermoleculares disulfuro [69].

La estructura secundaria de la B-LG nativa consta de nueve hojas [
(aproximadamente 50 %), hélices a (aproximadamente 15 %), giros (aproximadamente
20 %) y ovillo estadistico (aproximadamente 15 %) [70]. Durante el tratamiento térmico
se rompen los puentes de hidrégeno que estabilizan la estructura nativa de B-LG,
causando una pérdida de estructuras hélice a y hojas , aumentando la exposicion de
residuos hidrofobicos al disolvente [21, 28].

El tratamiento con TG promueve la formacioén de enlaces €-(y-glutamil)lisil y la
agregacion de la proteina, dando lugar a especies de alto peso molecular. En el caso de

aplicar ambos tratamientos, calentamiento y luego polimerizacion enzimatica con TG,
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Eissa y col. [63] sugieren que se han creado un bajo niumero de enlaces, a pesar del
potencial niimero de estos que podria estar formando de acuerdo con los residuos de
glutamina y lisina presentes en la B-LG (los residuos de glutamina y lisina por B-LG son
9 y 15, respectivamente).

Basandose en los resultados se puede concluir que, cuando se comparan ambos
tratamientos, HT-B-LG produce un mayor grado de despliegue de la proteina con una
mayor exposicion de los residuos hidrofobicos al disolvente que conduce a un mayor
indice de hidrofobicidad superficial, una estructura menos compacta y una forma mas
asimétrica de los oligobmeros formados. Las diferentes estructuras posibles se

esquematizan en la Figura 3.15.

Tratamiento térmico
P>
)

HT-B-LG

@
@
@z

B-LG nativa Tratamiento TG @

>

° Residuos hidrofobicos
TG-B-LG

Figura 3.15: Posibles estructuras de diferentes especies de p-LG producidas por calentamiento y

tratamiento con TG.

3.2.8. Espumas

Hay dos fases distintas en la existencia de una espuma: 1) la eficacia de la
encapsulacion de gas (actividad espumante) y (ii) el tiempo de vida de la espuma
(estabilidad espumante) [46, 60].

El incremento de la capacidad espumante producido por un aumento en la HS de
la proteina ha sido ampliamente estudiado [56, 60]. Proteinas desordenadas, mas
pequefias y flexibles son agentes superficiales mas eficaces para la formacion de

espuma que las ordenadas, grandes y rigidas. Cuanto mayor sea el grado de
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desnaturalizacion que sufre una proteina, mayor es la HS. Esto conduce a una mayor
afinidad de la proteina por la interfase permitiendo superar la barrera de energia contra
la adsorcion, desplegdndose en la interfase mientras que las proteinas estan muy
proximas [46]. También se promueve una rapida disminuciéon de la tension superficial
dando lugar a un aumento de la actividad espumante de la proteina.

La Figura 3.16 muestra los efectos del tratamiento con TG en la actividad
espumante estimada por la densidad de la espuma (DE) relativa a la proteina sin tratar
(DE/DE®). Se puede observar que se ha mejorado la actividad espumante un 30 % para
todos los tiempos de incubacion con TG ensayados. Tanto la electroforesis como la
fluorescencia han demostrado que el tratamiento con TG produce agregados de alto
peso molecular con una mayor exposicion de los residuos hidrofobicos de la B-LG
nativa. Estas dos caracteristicas tienen efectos opuestos sobre la actividad espumante.
Mientras que los agregados tienen un coeficiente de difusion menor, lo que dificulta la
formacion de espuma, los sitios hidrofobicos expuestos la favorecen. Considerando los
resultados, aunque el tratamiento TG mejora la actividad espumante, fue independiente
del tiempo de incubacidn con la enzima, ya que la mejora se logrod independientemente
del tiempo de tratamiento con TG. Es probable que los efectos descriptos anteriormente,

opuestos entre si, se compensen y la capacidad espumante permanezca constante.
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Figura 3.16: Variacion relativa a la proteina sin tratar de la densidad de la espuma (DE/DE°),
tiempo medio de drenaje (T;,/T1,°) y tiempo cuarto de colapso (T,,,/T;,4°) para HT-$-LG (1) y TG-
B-LG (2).
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Durante la formacién de espuma las burbujas de gas estan rodeadas por una
pelicula interfacial de proteinas que aseguran la proteccion de la espuma contra la
desestabilizacion. Los procesos implicados en la desestabilizacion de espuma son:
drenaje de liquido, adelgazamiento de las superficies adyacentes de burbujas y posterior
rotura de la pelicula (coalescencia) ademas de la difusion del gas en la fase continua
(maduracién de Ostwald o desproporcion) resultando en engrosamiento de la burbuja.
Todos estos mecanismos ocurren simultineamente después de que se detiene el
burbujeo de aire. Mientras que el drenaje y la coalescencia prevaleceran al principio,
cuando las burbujas son principalmente esféricas, la desproporcion es mas importante
en etapas avanzadas, cuando las burbujas son poliédricas. Finalmente la espuma
colapsa.

La estabilidad espumante, estimada a través de los valores de T, y Ty, se
incrementa en diferentes grados en comparacion con la B-LG nativa para todos los
tiempos de incubacion con TG estudiados (Figura 3.17). El tiempo de vida media de
drenado, T;, verifica un incremento del 35 % sobre todo el rango de tiempos de
incubacion. Este incremento en la estabilidad puede ser explicado por la presencia de
agregados desnaturalizados de B-LG con alto volumen hidrodinamico, los cuales
producen una mayor viscosidad de la solucion proteica disminuyendo la velocidad de
drenado [60]. Considerando los resultados observados, aunque el tratamiento
enzimatico mejora la estabilidad, cuando esta propiedad espumante es medida a través

de T, el tiempo de incubacion con TG no la afectd
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DE/DE°

T12/T12° Y T1/4/T1/4°

0 30 60 120 180
Tiempo de incubacion con TG (min)

Figura 3.17: Variacion de la densidad de espuma (DE/DE°) (A), tiempo de vida media de drenaje
(Tl/2 /Tl/zo) (.) y tiempo cuarto de COlapSO (T1/4/T1/4°) (.) para TG-[;'LG.

Por otro lado, T4, el tiempo requerido para un decaimiento de 25 % de volumen
maximo de espuma, aumentd ain mas que T;, en el mismo intervalo de tiempo de
incubacion con TG. Por lo tanto, con el tratamiento enzimatico de hasta 180 min,
aparecié un pico a los 60 min y se mantuvo constante durante todo el rango de tiempo
siguiente. A los 60 min el incremento fue de aproximadamente 275 % y coincidié con
los cambios de conformacion mas significativos de la B-LG. Este hecho refleja la
estrecha relacion entre la estabilidad espumante con los cambios estructurales de la
proteina. Los agregados formados por tratamiento TG entre 60 y 180 min llevaron a
espumas mas estables, disminuyendo la desproporcion debido a la formacion de

peliculas mas rigidas que resisten la compresion y reducen la difusion de gas.

3.2.9. Comparacion entre tratamiento térmico y enzimatico con TG

La Figura 3.16 muestra la comparacion entre los parametros espumantes
relativos para los dos tratamientos estudiados en esta seccidon. Ya se ha discutido que
hay algunos tiempos particulares a los cuales los tratamientos condujeron a una similar
proporcion de especies moleculares: 3 min en el tratamiento térmico (HT-B-LG) y 60

min en el tratamiento enzimatico (TG-B-LG). Mientras la DE y el T,, alcanzaron
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valores similares sin importar el tratamiento, T4 para HT-B-LG es aproximadamente
250 % superior a Ty/4 para TG-B-LG.

Como se ha mencionado anteriormente, la viscosidad intrinseca de la proteina
tiene una influencia directa en la viscosidad de la solucidon, que es el factor mas
importante en el mecanismo de desestabilizacion por drenaje, calculada a través de Ty ),.
Por lo tanto, un incremento en la viscosidad hace que disminuya el drenaje y aumente la
estabilidad de la espuma. Esta es la razén de por que la mayor estabilidad de la espuma
se observo en las muestras calentadas, que presentan una mayor viscosidad intrinseca en
comparacion con las muestras tratadas enzimaticamente (Tabla 3.5). Ademads, los
agregados formados por calentamiento producen una pelicula rigida que conducen a
espumas mas estables. En este ultimo caso estabilizan la espuma a través de disminuir la
desproporcion, lo cual afecta a Ty4. Ambos efectos dan lugar a la misma consecuencia:
espumas mas estables.

Como se explico, el parametro [urea],, para TG-B-LG fue superior a la [urea];,
para HT-B-LG. Asi, HT-B-LG parece tener la estructura quimica mas abierta y, por lo
tanto, exhibe una mayor flexibilidad y una mayor capacidad de reordenamiento en la
interfase. Croguennec y col [58] sugirieron que las fuerzas que intervienen en la
formacion de la capa de proteinas adsorbidas podrian ser puentes de hidrégeno,
asociaciones hidrofobas e interacciones electrostaticas en lugar de los enlaces disulfuros
formados por reacciones de intercambio de disulfuro/sulfhidrilo. Los estudios de
fluorescencia de la presente Tesis mostraron un mayor grado de hidrofobicidad
superficial (Tabla 3.3) para HT-B-LG que para TG-B-LG. En vista de estos resultados,
la mayor estabilidad de la espuma alcanzada por el tratamiento térmico puede ser
debido a las interacciones entre los nuevos sitios hidrofobos que conducen a la
formacion de una pelicula viscoeldstica mas rigida. Por lo tanto, la exposicion de sitios
hidréfobos permite interacciones hidrofobicas que se convirtieron en los mas
importantes.

Se ha observado que la HS se mantuvo constante después del tiempo critico de
calentamiento (3 min) y la estabilidad de la espuma, medida a través de Ty, cae
abruptamente después de este tiempo. En estos momentos, los oligdbmeros y polimeros
de alto peso molecular alcanzan una proporcion del 65 % de las especies que producen
un impedimento estérico que condujo a la formaciéon de una pelicula interfacial mas
débil, responsable del decaimiento de la estabilidad espumante. Cuando la muestra se

tratd enzimaticamente con TG la HS se mantuvo aproximadamente constante después
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del tiempo critico (60 min) y T}, también fue constante para los diferentes tiempos de
tratamiento. En este caso, la proporcion de oligobmeros y polimeros de alto peso
molecular solo alcanzé el 48 % entre las especies presentes, y no pudieron haber
afectado a la pelicula interfacial tanto como lo hicieron en el tratamiento térmico. Por lo
tanto, al no decaer la estabilidad espumante, prevalece la HS como uno de los factores

mas importantes que determinan la estabilidad espumante.
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3.3. Polimerizacion de la B-LG con transglutaminasa y posterior hidrélisis con

tripsina

3.3.1. Conocimientos previos

En el capitulo previo se estudié la polimerizacion enzimatica con TG de la -
LG. La accién enzimatica de la TG sobre la B-LG puede ser optimizada previa
reduccion de los puentes disulfuro usando cisteina. El tratamiento con TG promueve la
formacion de enlaces €-(y-glutamil)lisil y la agregacion de la proteina, dando lugar a
especies de mayor peso molecular, mas desplegadas y mayor exposicion de los residuos
hidrofobicos. Esto conduce a un mayor indice de hidrofobicidad superficial, una
estructura menos compacta y una forma mas asimétrica que la proteina nativa
posibilitando una mejora en las propiedades espumantes. Mientras que la actividad
espumante mejor6 aproximadamente un 30 % su estabilidad lo hizo en un 250 %.

Segun Ballerini [11] la hidrolisis enzimatica con tripsina a pH 8,0 en fase
homogénea de soluciones de B-LG, inactivando la enzima con 5 min a 85 °C, genera
espumas mas estables a tiempos cercanos a la hora de tratamiento. Por su parte Davis y
col. [71] demostraron que los hidrolizados con tripsina de B-LG, inactivando la enzima
con 30 min a 75 °C o 15 min a 90 °C, son adsorbidos en la interfase aire/agua mas
rapidamente que la B-LG no hidrolizada. Esto evidencia su capacidad para disminuir la
tension interfacial y, por lo tanto, explica porqué mejora su capacidad como espumante.
Con respecto a las modificaciones en la alergenicidad de las proteinas hidrolizadas
enzimaticamente se sabe que generalmente se reduce [51].

En este apartado se estudia la combinacion de tratamientos enzimaticos
(transglutaminacion e hidrolisis) que consiste en los siguientes tratamientos de la B-LG:

1) reduccion con Cys, ii) polimerizacion con TG e iii) hidrélisis con tripsina a pH 8.

3.3.2. Determinacion del grado de hidrolisis

Se determino el grado de hidrolisis (GH) de cada una de las muestras tratadas
enzimaticamente segin protocolo (Seccion 2.5.1. de Materiales y Métodos). La curva
estandar de L-Leu se muestra en la Figura 3.18 y los datos se ajustaron por regresion

lineal
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Figura 3.18: Curva estandar de L-Leu utilizada para la determinacion del grado de hidrélisis

La ecuacidn lineal ajustada es:
Abszag = 26,09 mg | ey + 0,084
Cuyo coeficiente de regresion (R?) es 0,9974.
Se determin6 que el 100 % de hidrolisis corresponde a 0,046 mg de L-Leu,

equivalentes a una masa de 0,05 mg de B-LG.

Se aplicod el método del TNBS a cada una de las muestras hidrolizadas. En la
Tabla 3.6 se detallan los resultados para los distintos tiempos de hidrolisis ensayados ya

que el GH result6 ser funcion unicamente del tiempo de hidrolisis.

Tabla 3.6: Porcentaje de grado de hidrélisis de B-LG 25 mg mL™", pH 6,8, para p-LG tratada

enzimaticamente con transglutaminasa y tripsina. GH es independiente del tiempo de

transglutaminacion.
Tiempo de hidrélisis GH (%)
30 min 4,4+0,2
60 min 5,7£0,2
90 min 6,4+0,3

La tripsina ataca preferentemente a partir del extremo carboxilo terminal de los

residuos de Lys y Arg, excepto cuando a estos aminoacidos se une una Pro. La
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estructura primaria de B-LG (Figura 1.10) esta integrada por quince residuos de Lys y
tres Arg. Como el residuo Lysy; estd seguido por Progg, la B-LG cuenta con 17 sitios
posibles de ruptura que corresponden a un maximo esperado de 10,56 % de GH [11]. En
la Tabla 3.6 se observa que la velocidad de hidrolisis durante los primeros 30 min es
mayor que a los tiempos superiores. Esta disminucion en la velocidad del GH (%) puede
deberse a la reduccion de los posibles sitios de ataques por parte de la tripsina. Debido a
esto se supone que es necesario poco tiempo de hidrdlisis con tripsina para producir los

mayores cambios con respecto a la estructura primaria de la proteina.

3.3.3. Dicroismo circular

El andlisis de los espectros de DC en el UV cercano se utilizaron para
caracterizar la estructura terciaria de las proteinas, principalmente a causa de las
limitaciones de las asimetrias en el medio ambiente de los aminoacidos aromaticos [52].
Los efectos de la transglutaminacion e hidrélisis de soluciones de B-LG 25 mg mL™" en
los espectros de DC UV cercano se muestran en la Figura 3.19. TG-H-B-LG simboliza a
la polimerizacién con transglutaminasa durante 60 min y posterior hidrdlisis con

tripsina durante 60 min.
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Figura 3.19: Espectros de DC en el UV cercano de la f-LG 25 mg mL™", pH 6,8, tratada

enzimaticamente con transglutaminasa y tripsina.

83



Resultados y discusion

Los picos negativos de la elipticidad a 285 y 292 nm en los espectros de DC de
nativa se deben principalmente a la absorbancia del Trp19 [53]. En este trabajo, la sefial
de DC a 292 nm fue seguida para medir los cambios en la estructura terciaria de
proteinas.

El pico negativo a 292 nm, mostrado en la Figura 3.19 por una linea vertical,
disminuye su intensidad con la posterior hidrolisis con tripsina (TG-H-B-LG) mas que
para la polimerizacion con transglutaminasa (TG-B-LG), lo que refleja cambios
estructurales mas importantes dentro del caliz de la molécula de B-LG, donde se
encuentra la cadena de indol del Trpl9 [54]. Independientemente del tiempo de
polimerizacion con transglutaminasa o hidrdlisis con tripsina ensayados las graficas
fueron muy similares a las obtenidas para TG-H-B-LG. Esto se puede deber a la rapidez
con que la tripsina hidroliza promoviendo cambios en la estructura terciaria de la
proteina.

Los espectros de DC UV lejano reflejan en gran medida la estructura secundaria
de las proteinas. Tanto las estructuras secundarias hoja  y hélice o muestran picos de
DC por debajo de 200 nm y minimos en la regién de 200 a 235 nm, mientras que las
estructuras ovillo estadistico a su vez presentan profundas depresiones cerca de los 200
nm [35]. Los efectos de la transglutaminacion e hidrélisis de soluciones de f-LG 25 mg
mL™" en los espectros de DC UV lejano se muestran en la Figura 3.20 y las longitudes
de onda correspondientes al minimo de la region de 200 a 235 nm se hallan en la Tabla

3.7.

84



Resultados y discusion

-1

(grado.cmz.dmol )
o

o
‘=
- _2 -
ol
z
g 3
_2 TG-B-LG
D
4 B-LG
TG-H-B-LG
'5 T T T T T
190 200 210 220 230 240 250

longitud de onda (nm)

Figura 3.20: Espectros de DC en el UV lejano de la B-LG 25 mg mL™”, pH 6,8, tratada

enzimaticamente con transglutaminasa y tripsina.

Como se ha visto en la seccion del tratamiento con TG la apertura de la
estructura de la B-LG nativa promovida por la polimerizacion/desplegado produjo un
desplazamiento del Ay, hacia longitudes de onda mas cortas en el DC UV lejano. El
pico negativo (Amin) se desplaza de la region de los 215 nm para la B-LG nativa hacia
209 nm para TG-B-LG y 205 nm para TG-H-B-LG (Tabla 3.7). Este cambio se relaciona
con la perdida de las estructuras hoja B y hélice a con un aumento correspondiente en

ovillo estadistico [21, 28].

Tabla 3.7: Desplazamiento del pico de la region de los 210-220 nm hacia la de 200-210 nm de
la B-LG 25 mg mL"', pH 6,8, para p-LG tratada enziméticamente con transglutaminasa y

tripsina.

Tratamiento  Apj, (nm)

B-LG 215
TG-B-LG 209
TG-H-B-LG 205
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3.3.4. Electroforesis

En la Figura 3.21 se encuentra el gel electroforético de la B-LG tratada
enzimaticamente con TG y tripsina. Las calles 1, 2 y 3 corresponden a B-LG nativa, TG-
B-LG y TG-H-B-LG respectivamente. Mientras que en la calle 1 se observa un claro
predominio de mondmero por sobre otras especies, en la 2 aparecen especies de mayor
peso molecular. Por tltimo, en la calle 3 se observa disminucién en la proporcion de
monomeros y la desaparicion de los dimeros formados en polimerizacion con TG.
Recordando que los agregados formados por tratamiento TG se consideraron
responsables del aumento de la estabilidad espumante, se supone que la hidrélisis de
estas especies sea la responsable de la pérdida de la estabilidad con la posterior

hidrolisis.

Figura 3.21. Electroforesis de polimerizaciéon con transglutaminasa y posterior hidroélisis de la p-

LG. Las calles 1, 2 y 3 corresponden a -LG nativa, TG-B-LG y TG-H-B-LG respectivamente

3.3.5. Propiedades espumantes

Hay dos fases distintas en la existencia de una espuma: i) la eficacia de la
encapsulacion de gas (actividad espumante) y (ii) el tiempo de vida de la espuma
(estabilidad espumante) [46, 60].

Los factores ensayados fueron: i) tiempo de polimerizaciéon con TG (tTG) a tres

niveles (20, 60 y 100 min) y i1) tiempo de hidrolisis con tripsina (tH) a tres niveles (30,
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60 y 90 min). La Tabla 3.8 muestra los resultados del analisis de la variancia (ANOVA)
de las espumas de B-LG tratada enzimaticamente con transglutaminasa y tripsina para

los parametros DE, T}/, Tcio y Ti/s. En rojo se muestran los valores p < 0,05.

Tabla 3.8: Significancia estadistica (valor p) correspondiente a cada térmico del modelo

ajustado para las espumas de B-LG tratada enzimaticamente con transglutaminasa y tripsina.

Término DE T, Tcio Tia

tTG 0,5778 0,5907 0,1102 0,2641
tH 0,3036 0,1327 0,0001 0,0006
tTG x tTG 0,1338 0,6021 0,5458 0,9372
tTGxtH 0,6533 0,9335 0,0491 0,2389
tH x tH 0,3502 0,5358 0,0451 0,1697
R’ 45,70 39,45 96,47 93,18

Los valores de R® de la tabla ANOVA indican que el modelo ajusta
aceptablemente para los pardmetros Tcio y Ti4. En la misma tabla se muestra que el
término tH tiene un efecto significativo sobre la estabilidad con un valor p < 0,05.

Para determinar si el efecto del término tH es favorable o desfavorable para la
estabilidad de la espuma, medido a través de Tcjo y Ty, se realizaron los graficos de
Pareto y Superficie de respuesta.

El diagrama de Pareto es una grafica para organizar los términos en orden
descendente segin su contribucion a un determinado efecto. Aquellos términos que
sobrepasan la linea vertical son los significativos y pueden tener un efecto positivo o
negativo sobre el parametro estudiado. Por otra parte la superficie de respuesta se
visualiza en un espacio tridimensional dado que hay dos factores estudiados. En el
mismo se establecen los factores que optimizan o minimizan el valor de la variable
respuesta.

Al analizar el pardmetro T;,4 mediando su diagrama de Pareto (Figura 3.22) se
observa el término tH es el unico significativo, ya que sobrepasa la linea vertical, y
presenta un efecto negativo sobre T;4. Este hecho nos muestra que un aumento del
tiempo de hidrdlisis con tripsina a pH 8 empeora la estabilidad espumante estimada por

el Ty
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Figura 3.22: Diagrama de Pareto para T, para las espumas de B-LG tratada enzimaticamente con

transglutaminasa y tripsina.

Continuando el andlisis sobre el pardmetro T4 en la Figura 3.23 se presenta la
superficie de respuesta en la que se observa el comportamiento de T4 con los factores
tH y tTG. Se aprecia como al aumentar el tiempo de hidrélisis disminuye el pardmetro
Tis. Esto indica que un aumento del tiempo de la hidrolisis posterior a la
transglutaminacion conlleva pérdida de la estabilidad de la espuma. Con respecto al
tiempo de transglutaminacion no hay cambios significativos en Tj;,. La grafica de
superficie de respuesta muestra que se logra mayor estabilidad, medido a través de Ty,

a bajos tiempos de tratamientos enzimaticos. El analisis de la superficie de respuesta

coincide con lo visto en el diagrama de Pareto.
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Figura 3.23: Superficie de respuesta para Ty, para las espumas de B-LG tratada enzimaticamente
con transglutaminasa y tripsina. T, es informado como proporcion relativa a la §-LG nativa

(T114°).
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Al analizar el parametro T¢jo mediando su diagrama de Pareto (Figura 3.24) se
observa que el término tH es significativo y presenta un efecto negativo sobre Tc¢jo. Si
bien los términos (tTG x tH) y (tH x tH) tienen un valor p levemente menor 0,05 al ser
tan cercano a 0,05 no se los considera como significativos. Analizando la superficie de
respuesta de la Figura 3.25 se confirman los resultados y discusiones realizados a través

de T1/4.
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Efecto estandarizado
Figura 3.24: Diagrama de Pareto para T, para las espumas de B-LG tratada enzimaticamente con

transglutaminasa y tripsina.
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Figura 3.25: Superficie de respuesta para T, para las espumas de B-LG tratada enzimaticamente

con transglutaminasa y tripsina. T¢;( es informado como proporcion relativa a la -LG nativa

(Tc1e°)-
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3.4. Glicosilacion y tratamiento térmico. Efecto en las propiedades espumantes.

3.4.1. Conocimientos previos

La desnaturalizacion parcial de las proteinas a menudo mejora su capacidad
emulsionante y espumante debido a un aumento de su hidrofobicidad superficial y
flexibilidad molecular [21]. A pesar de esto, se ha demostrado que el tratamiento
térmico de B-LG en solucion estabiliza las espumas pero desestabiliza las emulsiones.
Aunque en el estudio sobre las espumas la hidrofobicidad superficial de B-LG fue
reconocida como el principal factor influyente para mejorar la capacidad espumante no
lo fue en el estudio de las emulsiones. La actividad emulsionante no se vio afectada en
la misma medida y la hidrofobicidad superficial no era lo suficientemente importante
como para compensar la presencia de agregados de mayor peso molecular que pueden
ser los responsables de la menor actividad emulsionante.

Chevalier y col. [32] realizaron un completo estudio de la glicosilacion sobre la
B-LG de distintos aztcares logrando mejorar las propiedades espumantes con glucosa y
galactosa como azucares reductores. En el mencionado trabajo la reaccion fue realizada
en solucion. Por su parte Jiménez-Castafo y col. [23] glicosilaron proteinas de suero
lacteo (a-LA, B-LG y ASB) con dextrano de 10 y 20 kDa de peso molecular, cuya union
logré mejorar la solubilidad de las tres proteinas y la estabilidad al calor de B-LG y
ASB.

Las modificaciones de la B-LG producto de la reaccion de Maillard demostraron
que reduce el potencial alergénico de la proteina, posiblemente debido a que la
glicosilaciéon enmascara los epitopos. Sin embargo, estas modificaciones también
parecen proteger a la B-LG durante la digestion gastrica simulada lo cual podria
promover su alergenicidad [72].

En este apartado de Tesis se investigaron las conformaciones secundarias y
terciarias de B-LG modificada por tratamiento térmico y/o glicosilacion con glucosa,

ademas del efecto sobre las propiedades espumantes.

3.4.2. Electroforesis

Las muestras tratadas y los respectivos controles fueron analizados por

electroforesis SDS-PAGE (condiciones no reductoras) y las diferentes especies se
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cuantificaron por densitometria gel y se detallan en la Tabla 3.9. Puede observarse que
B-LGeontrol contiene una proporcion ligeramente mayor de dimeros y la presencia de
pequeias cantidades de trimeros en comparacion con B-LG no tratada. La formacion de
estos agregados puede ser atribuido a reacciones de intercambio tiol/disulfuro
producidos por el tratamiento térmico (96 h a 50 °C). La glicosilacion de la proteina
(GLI-B-LG) produjo pequefias cantidades de oligdmeros, indicando que este proceso
promovid la agregacion de la proteina. Una tendencia similar se observo cuando se
analizo el comportamiento electroforético de las muestras HT-B-LG, HT-B-LGcontrol ¥
HT-GLI-B-LG. Sin embargo, en este ultimo caso, la abundancia relativa de los

oligomeros fue superior a los obtenidos para B-LG, B-LGeontrol Y GLI-B-LG.

Tabla 3.9. Contenido de mondémeros, dimeros, trimeros y oligomeros de las diferentes muestras

de B-LG, determinada por electroforesis SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras

Muestra monomeros (%)  dimeros (%)  trimeros (%)  oligémeros (%)
B-LG 88 12 - -
B-LGeontrol 80 18 2 i
GLI-B-LG 76 19 3 2
HT-B-LG 49 34 17 -
HT-B-LGeontrol 42 30 17 11
HT-GLI-B-LG 38 27 19 16

Los resultados obtenidos para la B-LG glicosilada no concuerdan con lo sefialado
por Medrano y col. [25] quienes utilizaron igual temperatura y tiempo de reaccion (96 h
a 50 °C). En este ultimo trabajo, la union de glucosa produjo una importante cantidad de
agregados (aproximadamente 30 % de tetrdmeros y octdmeros). Esta diferencia puede
ser atribuida a la presencia de aproximadamente un 56 % de especies agregadas en el
aislado de la proteina no tratada utilizado en todo los experimentos realizados por los
citados autores (44 % de mondmero, 50 % de dimero, 3 % de tetrdmero y 3 % de
octamero).

Ademas, en la presente Tesis, los azticares libres se eliminaron por ultrafiltracion
con solucidon reguladora fosfato 20 mM, pH 6,8, mientras que Medrano y col. [25]
utilizaron carbonato de amonio 20 mM para la dialisis. Se ha observado que el pH del

carbonato de amonio 20 mM es cercano a 9,5. Por encima de pH 9,0 la B-LG sufre un
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desplegado irreversible [73]. Es posible que este cambio contribuya a la presencia en
calidad y cantidad de las especies formadas en ambos trabajos.

Por otro lado, la menor movilidad electroforética observada de proteinas
glicosiladas (Figura 3.26) se explica por el mayor peso molecular de las distintas

especies que contenian glucosa unido a la respectiva estructura.

/ Mondmero glicosilado
.*\
Monodmero no glicosilado

Figura 3.26: Gel electroforético de B-LG glicosilada. 1: p-LG. 2: GLI-$-LG.

3.4.3. Extension de la glicosilacion

El grado de glicosilacion de la B-LG se evaluo indirectamente mediante un
ensayo colorimétrico basado en la reaccion entre el OPA (O-ftaldialdehido) y la amina
primaria libre de la proteina. Las primeras etapas de la reaccion de Maillard consisten
de una condensacion entre el grupo carbonilo de un hidrato de carbono con la reduccion
de un grupo amino, principalmente el grupo e-amino de los residuos de lisina, para
formar una base de Schiff. La secuencia de B-LG contiene 16 posibles grupos amino
reactivos, incluyendo 1 a-amino y 15 e-aminos de los residuos lisina [32]. So6lo estan
disponibles 12,6 grupos amino por mondémero de B-LG (Tabla 3.10). Este valor coincide

con lo reportado por Chevalier y col. [32] y Wooster y col. [45].
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Tabla 3.10: Grupos aminos disponibles de B-LG glicosilada y/o tratada térmicamente.

Grupos aminos detectados Numero promedio de
Muestra por molécula de B-LG moléculas de glucosa

unidas por molécula de f3-

LG
B-LG 12,6+ 0,4 0
GLI-B-LG 3,1+0,3 9,5
HT-B-LG 10,6+ 0,5 0
HT-GLI-B-LG 1,940, 8,7

Para la modificacion con glucosa de la proteina nativa (GLI-B-LG), el numero
de grupos amino disponibles se redujo a 3,1 (Tabla 3.10). Suponiendo que la
glicosilacion no produce cambios conformacionales en la estructura nativa de B-LG que
cambian la exposicion de grupos amino, el nimero promedio de residuos de aztcar
unidos por mondmero de proteina fue de 9,5. Sin embargo, segin los estudios
estructurales de esta Tesis, se refuerza la idea de la presencia de modificaciones
introducidas por la glicosilacion en la conformacion de la proteina [25, 74]. A pesar de
este hecho, este valor es ligeramente mayor que el reportado por Medrano y col. Estos
autores determinaron el grado de glicosilacién por espectrometria de masas MALDI-
TOF. HT-B-LG presento 10,6 grupos aminos disponibles por monomero de B-LG. Este
valor es inferior al hallado para la B-LG nativa y posiblemente es debido a un
enmascaramiento de los grupos aminos inducido por la desnaturalizacion y la
agregacion de la proteina. La muestra glicosilada y previamente tratada térmicamente (3
min a 85 °C) de la B-LG (HT-GLI-B-LG) expone sdlo 1,9 grupos amino. En este caso, la
diferencia entre los valores obtenidos para estas dos especies (HT-B-LG y HT-GLI-p-
LG) puede atribuirse a la presencia de 8,7 residuos de aziicar unidos por mondémero de
la proteina glicosilada.

Por otra parte, la cantidad de grupos amino disponibles de las muestras
calentadas utilizadas como control (B-LGcontrol Y HT-B-LGeontrol) €ra aproximadamente el

mismo (datos no mostrados).

3.4.4. Dicroismo circular

Los espectros de DC UV lejano reflejan en gran medida la estructura secundaria

de las proteinas. Las estructuras secundarias hoja B y hélice a muestran picos de DC por
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debajo de 200 nm y minimos en la region de 200 a 235 nm, mientras que por su parte la
estructura ovillo estadistico presentan profundas depresiones cerca de los 200 nm [35].
El despliegue de la B-LG nativa promovido por el tratamiento térmico produjo un
desplazamiento a longitudes de onda mas cortas en el DC UV lejano. Este cambio se
relaciona con la pérdida de las estructuras hoja f y hélice a con un aumento
correspondiente en ovillo estadistico [21, 28]. Teniendo en cuenta estos resultados la
sefial a 205 nm fue elegida para monitorear los cambios en la estructura secundaria de
las muestras de proteinas glicosiladas. Como se puede ver en la Figura 3.27, los efectos
de la glicosilacion en los espectros de DC UV lejano fueron practicamente
despreciables, lo que implica que la reaccion no produjo cambios apreciables en la

estructura secundaria de las muestras de -LG nativa y HT-B-LG, respectivamente.
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Figura 3.27: Sefial de DC a 205 nm de diferentes muestras proteicas. Las barras de error fueron
calculadas por la desviacion estandar de tres replicados. 1 B-LG, 2 B-LGoniro, 3 GLI-B-LG, 4 HT-$-
LG, 5 HT-$-LGoniro, 6 HT-GLI-B-LG.

El analisis de los espectros de DC en el UV cercano se utilizaron para
caracterizar la estructura terciaria de las proteinas, principalmente a causa de las
limitaciones de las asimetrias en el medio ambiente de los aminoacidos aromaticos [52].
Los dos picos negativos de elipticidad a 285 y 292 nm en los espectros de DC de nativa
se deben principalmente a la absorbancia del Trp19 [53]. Estos dos picos negativos

disminuyeron su intensidad con el tratamiento térmico de la proteina nativa, lo que
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refleja cambios estructurales dentro del caliz de la molécula de B-LG, donde se
encuentra la cadena de indol del Trp19 [54]. En esta Tesis, la sefial de DC a 292 nm fue
seguida para medir los cambios en la estructura terciaria de proteinas promovida por la
glicosilacion (Figura 3.28). Aunque la diferencia entre la intensidad de la sefial de DC
292 nm de B-LG, B-LGeonrot ¥ GLI-B-LG fue estadisticamente significativa, esta
diferencia fue leve. Los resultados obtenidos sugieren que la proteina nativa fue
levemente desnaturalizada por la glicosilacién en las condiciones ensayadas en esta
Tesis. También se puede ver en la Figura 3.28 que la estructura terciaria de la B-LG fue
sustancialmente mas perturbada por calentamiento que mediante la adicion de azucar.
Por otra parte, las diferencias entre HT-B-LG, HT-B-LG¢ontro y HT-GLI-B-LG no fueron

estadisticamente significativas.
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Figura 3.28: Sefial de CD a 292 nm de diferentes muestras proteicas. Las barras de error fueron
calculadas por la desviacion estandar de tres replicados. 1 B-LG, 2 B-LGconiro, 3 GLI-B-LG, 4 HT-$-
LG, 5 HT-B-LG¢ontra, 6 HT-GLI-B-LG.

3.4.5. Desnaturalizacion por extincion de la fluorescencia

La extincion de la fluorescencia de las proteinas por acrilamida es un método
aceptado para la determinacion de la hidrofobicidad superficial [56, 75]. El despliegue
de la proteina provoca un desplazamiento hacia el rojo en el espectro de emision de

fluorescencia debido a la importante exposicion de residuos Trp hacia el disolvente
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acuoso, lo cual promueve un aumento de la extincién de la fluorescencia de las
proteinas desnaturalizadas por acrilamida [55-57]. Cuanto mads flexible es la estructura
de la proteina y/o mayor sea la concentracion de las especies desplegadas, mas
pronunciada es la pendiente en el grafico de Stern-Volmer y mayor es la Kgy (Ecuacion
3.1). Ademas, durante el proceso de apertura, la superficie de la proteina se hace mas
hidrofébica debido a la aparicién de aminodcidos apolares que previamente estaban
dentro de la estructura de la proteina.

Los resultados fueron analizados a partir de la Figura 3.29. La hidrofobicidad
superficial, estimada a través de los valores de Kgy, se incrementa con el siguiente
orden: B-LG < B-LGeonrot ~ GLI-B-LG, mientras que no se observaron diferencias
significativas entre HT-B-LG, HT-B-LGeontrol y HT-GLI-B-LG. Afirmando los resultados
obtenidos por mediciones de DC, se puede ver en la Figura 3.29 que la modificacion en
la conformaciéon de la B-LG nativa fue sustancialmente mdés perturbada por

calentamiento que por glicosilacion.
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Figura 3.29: Constante de Stern-Volmer (Kgy) de B-LG glicosiladas y tratadas térmicamente. 1 p-
LG, 2 B-LGontro1s 3 GLI-B-LG, 4 HT-B-LG, 5 HT-B-LG¢ontrory 6 HT-GLI-B-LG. Las barras de error

se calcularon a partir de la desviacion estandar de tres repeticiones

La mayor exposicion de residuos Trp debido al desplegado parcial de la proteina
posteriormente a la glicosilacion también fue confirmado por el cambio del maximo de

longitud de onda de emision a valores mas altos. Estos cambios se observan en los
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trabajos de Corzo-Martinez y col [74] y Medrano y col. [25]. En los mencionados
estudios la hidrofobicidad superficial se evalu6 mediante el uso de ANS (4cido 8-
anilino-1-naftalensulfonico) como sonda fluorescente. Estos autores informaron que la
glicosilacion produjo una reduccidon significativa de la hidrofobicidad superficial.
Medrano y col. [25] atribuy6 este hecho a la agregacion de proteinas. Sin embargo,
Corzo-Martinez y col [74] indicaron que la disminucién en la hidrofobicidad superficial
de los conjugados de Maillard puede atribuirse no sélo a la formacién de agregados,
sino también al bloqueo de residuos de Lys por parte de la glicosilacion y a que el ANS
se puede unir fuertemente a grupos catiénicos de proteinas.

Por otra parte, se esperaba que la incorporacién de residuos de azucar en la
cadena peptidica pudiera aumentar la hidrofilicidad superficial. En ese sentido, Corzo-
Martinez y col [74], utilizando RP-HPLC llevado a cabo con una columna hidrofébica
(C4), hallaron que la B-LG glicosilada muestra un pico menos retenido que la proteina
nativa.

En conclusion, los resultados presentados anteriormente son contradictorios. Por
el momento no existe consenso sobre un método uniforme y absoluto para las
mediciones de la hidrofobicidad. Ademas, la distribucion y la frecuencia de aparicion de
sitios hidréfobos o la ubicacion y distancia entre los sitios hidréfobos e hidrofilos
pueden ser parametros importantes que no estan representados por el valor aritmético

global de hidrofobicidad superficial.

3.4.6. Desnaturalizacion por espectroscopia UV

La Figura 3.30 muestra los cambios en la diferencia de absorbancia UV a 293
nm para las diferentes muestras de proteinas en funcion de la temperatura. El despliegue
del monomero de B-LG nativo produce perfiles de desnaturalizacion en forma de S a
temperaturas entre 60 y 90 °C, con una temperatura aparente para la desnaturalizacion
del 50 % de la proteina cercano a los 75 °C [33]. Las medidas de AAbsSo3nm se
incrementan abruptamente cuando la solucion se calienta por encima de 90 °C, lo que
evidencia la formacién de agregados de diferentes especies de la proteina [55]. La B-LG
no se despliega a ovillo estadistico antes de la agregacion en la etapa final de la
desnaturalizacion térmica [58]. A pesar de esto, el grupo oculto SH de la Cys121 se
expone con el despliegue parcial de B-LG, iniciando reacciones de intercambio
sulthidrilo/disulfuro (SH/SS) que conducen a una agregacion irreversible [28, 76]. Sin

embargo, existen pruebas de que en esta reaccion de agregacion también deben
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participar interacciones no covalentes [77]. Sin embargo todavia no esta claro el alcance

de su contribucion relativa al proceso global de agregacion.
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Figura 3.30: Graficos de desnaturalizacion térmica seguida por diferencia de absorbancia a 293 nm
de B-LG glicosilada y/o tratada térmicamente. B-LG (o), GLI-B-LG (m), HT-GLI-B-LG (o) y HT-B-
LG (0)

En las mediciones de DC y extincion de la fluorescencia presentada
anteriormente se evidencid pequefios cambios en la conformacion nativa de B-LG
producido por glicosilacion. A pesar de estos resultados, la muestra GLI-B-LG presento
un comportamiento muy diferente en comparacion con la B-LG nativa. También se
puede ver en la Figura 3.30 que GLI-B-LG no present6 una curva con perfil en forma de
S pero si un gran incremento en AAbszo3nm cerca de los 80 °C. Este hecho se puede
atribuir a la agregacion proteica entre las moléculas de GLI-B-LG a través de
interacciones no covalentes antes que ocurra el despliegue. Esta agregacion enmascara
el proceso de desnaturalizacion que se produce antes de las reacciones de intercambio
sulfhidrilo/disulfuro que conducen a una agregacion irreversible. Ademas, la Figura
3.30 muestra que la glicosilacion de HT-B-LG también acelera la agregacion de

proteinas.
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3.4.7. Energia libre para el proceso de desnaturalizacion en dos estados

En la Tabla 3.11 se muestran los valores de energia libre para el proceso de
desnaturalizacion en dos estados en ausencia de urea calculando F., por medidas de
extincion de la fluorescencia. Los mismos son obtenidos de la ordenada al origen del
ajuste lineal de la grafica de AGp en funcion de la concentracion de urea. Para las
muestras con tratamiento térmico (3 min a 85 °C) se hall6 un descenso de AG®p lo cual
indica que, en ausencia de urea, el equilibrio se encuentra més desplazado hacia la
forma desnaturalizada comparada con las muestras sin tratamiento térmico (GLI-B-LG,

B‘LG y B'LGcontrol)-

Tabla 3.11: Valor de energia libre para el proceso de desnaturalizacion en dos estados en
ausencia de urea. AG®p, tiene unidades de kJ mol™
Muestra  B-LG B-LGeonrs GLI-B-LG HT-GLI-B-LG HT-B-LGenes HT-B-LG
AG’, 255+0,5 23,0+£09 23,1+0,5 11,6 £0,6 12,0+£0,3 12,7+0,3

3.4.8. Espumas

Hay dos etapas distintas en la formacion de espuma por parte de una solucion de
proteina: (i) la eficacia en la encapsulacion de gas (capacidad espumante) y (ii) el
tiempo de vida de la espuma (estabilidad espumante) [46, 60].

Se sabe que la adsorcidon de una proteina en cantidad suficiente, dentro de la
escala de tiempo de produccion de espuma, es una condicion para la eficaz formacion
de espuma (capacidad espumante) y estd fuertemente correlacionada con la velocidad a
la que puede reducirse la tension superficial. Por lo tanto, uno de los factores mas
importantes para la formacion de espuma es la velocidad de adsorcion de las proteinas.
La misma depende de la concentracion, el peso molecular y la estructura de la proteina
asi como de las condiciones de la solucion [79]. Por lo tanto, las proteinas
desordenadas, pequenas y flexibles son mejores agentes superficiales que las ordenadas,
grandes y rigidas. La capacidad espumante también se mejora por un incremento en la
hidrofobicidad superficial de la proteina [56, 60-61]. Cuanto mayor es el grado de
desnaturalizacion que sufre una proteina mayor sera su hidrofobicidad superficial. Esto
conduce a una mayor afinidad de la proteina para la interfase aire/liquido, lo que
permite superar la barrera contra la adsorcion, lo cual se desarrolla en la interfase

mientras que las proteinas estdn estrechamente empaquetadas [46]. Este hecho
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promueve una rapida disminucién de la tension superficial y, por consiguiente, un
aumento de la capacidad espumante de la proteina.

La Figura 3.31 muestra la capacidad espumante de las diferentes muestras de
proteinas estudiadas medidas como la densidad de la espuma relativa (DE/DE°). Se
puede observar que la capacidad espumante de la B-LG nativa fue mejorada por la
glicosilacion (GLI-B-LG). Aunque por medidas electroforéticas se observo que GLI-f3-
LG presenta un peso molecular mayor que B-LG, por medidas de DC y fluorescencia se
observo un leve despliegue proteico que puede ser considerado como un factor
determinante de la capacidad espumante por parte de GLI-B-LG. Sin embargo, -
LGcontrol presentd un valor mas alto de densidad de espuma relativa que GLI-B-LG, lo
que evidencia que el tratamiento térmico durante la glicosilacion era realmente

responsable de este comportamiento.
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Figura 3.31: Parametros de actividad y estabilidad espumante de la B-LG glicosilada y calentada. 1
B-LGeontro 2 GLI-B-LG, 3 HT-B-LG, 4 HT-B-LGontror» S HT-GLI-B-LG. DE®, Ty,,° y T1,4° son los
parametros correspondientes a la B-LG nativa. La barra de error fue calculada de la desviacion

estandar de tres replicados.

La muestra HT-B-LG presenta s6lo mondmeros de B-LG no nativos y otras
especies desnaturalizadas de mayor peso molecular [28]. En este caso, el tratamiento
térmico de soluciones de B-LG produce simultineamente dos consecuencias: (i)

produccion de agregados de B-LG de pesos moleculares superiores y (ii) el desplegado
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por temperatura con exposicion de residuos hidrofobicos. Mientras que la presencia de
agregados produce una reduccion en el coeficiente de difusion, un factor desfavorable
para la capacidad espumante, la exposicion de residuos hidrofobicos es un factor
favorable para la capacidad espumante. En vista de los resultados obtenidos, el
incremento de la hidrofobicidad superficial de HT-B-LG se convirtié en el factor mas
importante para la capacidad espumante [28]. La Figura 3.31 muestra que la
glicosilacion no introdujo ninguna modificacion en la capacidad espumante de la
muestra tratada térmicamente (HT-GLI-B-LG).

Por otra parte, durante la formacién de espuma, las burbujas de gas estan
rodeadas por una pelicula interfacial de proteinas que aseguran la proteccion de la
espuma contra la desestabilizacion. Los procesos implicados en la desestabilizacion de
la espuma son: el drenaje de liquido, la aproximacion de burbuja adyacentes que
conduce a la ruptura de la pelicula (coalescencia) y de difusion de gas en la fase
continua (maduracion de Ostwald o desproporcion) resultante en engrosamiento de las
burbujas. Todos estos mecanismos se producen simultdneamente después de que se
detiene el burbujeo de aire. Mientras que el drenaje y la coalescencia prevalecer al
principio cuando las burbujas son principalmente esférica, de desproporcion es mas
importante en instancias avanzadas cuando las burbujas son poliédrica. Al final, la
espuma colapsa.

La estabilidad espumante para las diferentes muestras, estimada ya sea a través
de T1/T12° 0 Tya/T14°, también se muestra la Figura 3.31. El aumento observado de
T, en las muestras tratadas se asocia directamente con un aumento de la viscosidad de
la solucién de proteina debido a la presencia de agregados de B-LG desnaturalizados
con altos volimenes hidrodinamicos, lo que disminuye la velocidad de drenaje [60]. Las
medidas electroforéticas realizadas en este trabajo confirman la tendencia observada.

Ty para todas las muestras tratadas aumentd aun mas de T, (Figura 3.31). Se
puede observar en esta Figura que la estabilidad de la espuma de B-LG mejord
principalmente por el tratamiento térmico (96 h a 50 °C) mas que por la glicosilacion.
Los mayores cambios se observaron para HT-B-LG cuya estabilidad aumento
aproximadamente un 600 % respecto al valor de la proteina nativa. Este hecho es
coherente con los cambios conformacionales significativos que se producen en la B-LG
después de que las soluciones se calientan durante 3 min a 85 °C.

Si bien el fendmeno de drenaje estaba casi terminado, el volumen de la espuma

era todavia considerable y, de acuerdo con la etapa, correspondia a una espuma
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poliédrica [28]. Ademas, la espuma colapsé facilmente en el caso de la B-LG nativa,
mientras que una mayor estabilidad de la espuma se observd para la muestra tratada
térmicamente. Estos resultados concuerdan con los alcanzados por Martin y col. [79] en
la forma en que reologia interfacial desempefia un importante papel contra la
desproporcion. Por lo tanto, los agregados formados por calentamiento de B-LG en las
condiciones citadas llevaron a espumas mas estabilizadas, disminuyendo la
desproporcion debido a la formacion de peliculas mas rigidas que resisten la
compresion y pueden reducir el transporte de gas.

Croguennec y col. [58] han sugerido que la reologia inicial (a corto plazo) de la
pelicula interfacial es mas importante en el mecanismo general de estabilizacion de la
espuma que la viscoelasticidad de la pelicula interfacial que puede llegar con el
envejecimiento (a largo plazo). A raiz de las conclusiones de estos autores se asumid
para esta discusion que la mayor flexibilidad de las especies de B-LG (mondmeros no
nativos, dimeros, trimeros y oligdmeros de bajo peso molecular que se presentan en
soluciones de la muestra HT-B-LG) podria facilitar su reorganizacion en la interfase,
dando lugar a rapidas asociaciones con las moléculas vecinas y asi al rapido desarrollo
(a corto plazo) de una pelicula viscoelastica. Las principales fuerzas que participan en la
formacion de esta capa de proteinas adsorbidas estrechamente empaquetadas podrian ser
puentes de hidrogeno, asociaciones hidrofobicas e interacciones electrostaticas en lugar
de enlaces disulfuro formados por reacciones de intercambio sulfhidrilo-disulfuro.

Sin embargo, la presencia de oligdbmeros y polimeros de alto peso molecular
producen un impedimento estérico que no conduce a la formacion de una capa de
proteinas estrechamente empaquetadas lo que lleva a una disminucion de la estabilidad
espumante. La presencia de estas especies, evidenciadas por las mediciones
electroforéticos, puede ser la causa de la disminucidon observada en la estabilidad de la
espuma en HT-B-LGcontrot Y GLI-B-LG.

En resumen, en las condiciones ensayadas la glicosilacion mostré un efecto
negativo en la estabilidad de la espuma en las muestras tratadas.

Los resultados presentados estdn de acuerdo con los resultados obtenidos por
Chevalier y col. [32]. Sin embargo, contrariamente a las conclusiones presentadas en
esta Tesis, Medrano y col. [25] observaron que la B-LG glicosilada forman espumas que
mejoran la estabilidad. Ademas, estos autores suponen que la estabilidad de la espuma
se incrementa principalmente mediante una reduccion del drenaje gravitacional en lugar

de una disminucioén de la difusion de gas o desproporcion. Ademas de las variaciones en
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los materiales y la metodologia empleada la diferencia de pH usada en los ensayos
puede contribuir a este diferencia de comportamiento. Medrano y col. [25] trabajaron a
pH 7,5. A este pH se produce en la molécula de B-LG la transiciéon de Tanford. Como
consecuencia de esta transicion, el interior de la proteina se abre y el grupo carboxilo de

Glu&9 se hace accesible al disolvente.
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4. Conclusiones

4.1. Tratamiento térmico de la B-LG. Cambios estructurales y propiedades

espumantes

La determinacion electroforética de la B-LG nativa y tratada térmicamente mostro
que la mayor cantidad de dimeros y trimeros aparecen en el minuto 3 de calentamiento
y que a los 10 minutos de calentamiento los oligdbmeros y polimeros representaban mas
del 60 % de las especies en solucion. Todas las técnicas ensayadas prueban que 3
minutos de calentamiento a 85 °C es un momento critico en términos de cambios
conformacionales y procesos de agregacion. A este tiempo la produccion de monodmeros
no nativos es del 43 % y la de dimeros y trimeros del 36 % y 21 %, respectivamente.

Cuando se forman las espumas y son estabilizadas por la presencia de B-LG el
tiempo de calentamiento previo de la proteina es una variable crucial en términos de las
diferentes especies formadas. Tanto la actividad como la estabilidad espumante fueron
modificadas por el tratamiento térmico.

La actividad espumante, estimada a través de la densidad de la espuma (DE), mejord
con un incremento maximo de aproximadamente un 40 % hasta los 10 minutos de
calentamiento. La actividad espumante se ve reforzada por el incremento en la
hidrofobicidad superficial.

La estabilidad espumante, medida a través de T, y T4, y en comparacion con la
estabilidad de la espuma de la muestra sin calentamiento, se incrementd en grados
diferentes hasta los 10 minutos de calentamiento y disminuy¢ alrededor de los 15 min.
La mayor estabilidad podria deberse a un aumento de la viscosidad de la solucién de
proteinas debido a la presencia de agregados, lo que reduce la velocidad de drenado, y
sobre todo debido a factores reoldgicos, tales como la rigidez de la pelicula interfacial
que hace a las burbujas mas resistentes a la desproporcion y al colapso. La mayor
estabilizacion de la espuma se logra a los 3 minutos de tratamiento térmico,
coincidiendo con los cambios conformacionales mas importantes. Por otra parte, con el
tratamiento térmico durante 10 minutos, la presencia de grandes agregados conduce a
un efecto contrario (pérdida de la estabilidad) incluso en presencia de mondmeros no
nativos remanentes.

La actividad y estabilidad espumante estdn estrechamente vinculadas con los

cambios estructurales de la proteina. El aumento de la hidrofobicidad superficial se
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considera un factor decisivo en la mejora de la actividad espumante a pesar de la
presencia de agregados de alto peso molecular. Ademas las interacciones hidrofobicas
mejoran la estabilidad de la espuma a través de la rapida formacién de una pelicula

viscoelastica.

4.2. Tratamiento térmico de la B-LG y sus propiedades emulsionantes.

Comparacion entre las propiedades espumantes y emulsionantes

Tanto las propiedades espumantes como las emulsionantes estan estrechamente
relacionadas con los cambios estructurales sufridos por las proteinas. Los factores que
afectan la estabilidad de las espumas y las emulsiones son similares.

Con respecto a la actividad y estabilidad emulsionante ambas estan muy vinculadas,
ya que una proteina de bajo poder emulsionante conduce a gotas mdas grandes en la
emulsion y, por tanto, a una emulsién mas inestable. En las condiciones ensayadas el
cremado es el proceso de desestabilizacidon mas importante.

La actividad emulsionante decayd con el tiempo de calentamiento de B-LG debido a
que cantidades crecientes de agregados evitan la correcta penetracion de la proteina a la
interfase. La estabilidad de la emulsioén decayo con el tiempo de calentamiento de B-LG
debido al mayor tamafio de gota generado.

Los agregados mas grandes, producidos por los tiempos de calentamiento mas
prolongados, son arrastrados hasta la parte superior de la emulsion junto a las gotas de
aceite durante el proceso de formacion de crema y desempenan un papel protector frente
a la separacion de fases. Estos agregados pueden ubicarse como bloques entre las gotas
de aceite y construir un arreglo de multiples capas o interactuar entre si mismos a través
de interacciones hidrofobicas entre los residuos hidrofobicos expuestos durante la
desnaturalizacion térmica. Como resultado se evitan el contacto de las gotas, la
coalescencia y la posterior separacion de fases.

Mientras que la hidrofobicidad superficial de la B-LG fue reconocida como el
principal factor que influye para mejorar la capacidad espumante, no parece ser un
factor tan importante cuando se estudian emulsiones.

Las diferentes escalas de tiempo de formacion, més grandes para las espumas que
para emulsiones, son un factor critico al momento de analizar el comportamiento de las

propiedades funcionales en funcion del tratamiento térmico.

105



Conclusiones

4.3. Polimerizacion enzimatica con transglutaminasa de la B-LG. Cambios

estructurales y comparacion con la polimerizacion térmica

En esta seccidon se hizo una comparacion de las propiedades espumantes del
tratamiento con TG y térmico de la B-LG. También se realizo un estudio comparativo de
las modificaciones estructurales en la f-LG por ambos tratamientos. Mientras que 3 min
se senaldo como el momento critico en el tratamiento térmico, 60 min ha sido
identificado como el tiempo critico para el tratamiento con TG. En estos tiempos se
verificaron los cambios conformacionales mas importantes, la mayor cantidad de
dimeros y trimeros, y aproximadamente la misma proporcidn entre las especies
formadas.

Las capacidades espumantes son similares, independientemente del tratamiento,
pero la estabilidad de la espuma de la B-LG calentada, medida a través del cambio en el
volumen de la espuma con el tiempo, es aproximadamente 250 % superior a la misma
propiedad para las proteinas tratada enzimaticamente con TG. El calentamiento produce
un mayor grado de despliegue y de HS; ademads de estructuras menos compactas y mas
asimétricas, con mayor flexibilidad, lo que implica una mayor capacidad de
reordenamiento en la interfase, produciendo una pelicula viscoelastica mas rigida. Esta
mejora en la pelicula puede ser la responsable de la mayor estabilidad en el volumen de

la espuma.

4.4. Polimerizacion con transglutaminasa y posterior hidrolisis con tripsina de

la B-LG. Cambios estructurales y propiedades espumantes

La polimerizacion enzimatica con transglutaminasa y la posterior hidrolisis
enzimatica con tripsina a pH 8,0 produce grandes cambios en la estructura de la B-LG.
Con respecto a las propiedades espumantes, el tiempo de transglutaminacion no tuvo un
efecto significativo sobre la actividad ni la estabilidad de la espuma formada, mientras
que el posterior aumento del tiempo de hidrdlisis con tripsina a pH 8,0 desfavorece
significativamente la estabilidad de la espuma. Este hecho se relaciona con la hidrolisis

de los agregados formados por la polimerizacion con TG que estabilizaban la espuma.
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4.5. Glicosilacion de la B-LG con glucosa y combinacion con tratamiento

térmico. Modificaciones estructurales y propiedades espumantes

La capacidad espumante de la B-LG nativa fue mejorada por la glicosilacion
(GLI-B-LG). Aunque GLI-B-LG presenta un peso molecular mayor que B-LG tiene un
leve despliegue que puede ser un factor determinante de la capacidad espumante.
Debido a que B-LGeonroi presentd mayor capacidad espumante que GLI-B-LG se
concluye que el tratamiento térmico (96 h a 50 °C) durante la glicosilacion es el
responsable de este comportamiento.

El incremento de la hidrofobicidad superficial de HT-B-LG se considera el factor
mas importante para la capacidad espumante mientras que la glicosilacion de la muestra
tratada 3 min a 85°C, denominada HT-GLI-B-LG, no introdujo ninguna modificacion en
la capacidad espumante.

El aumento de T;; en las muestras tratadas se asocia al aumento de la viscosidad
de la solucion de proteina debido a la presencia de agregados de B-LG desnaturalizados
con altos volimenes hidrodindmicos, lo que disminuye la velocidad de drenado.

La estabilidad de la espuma, medida a través de T4, mejord por el tratamiento
térmico mas que por la glicosilacion. La muestra tratada térmicamente (HT-B-LG) tuvo
un aumento del 600 % respecto al valor de la proteina nativa y se debe a los cambios
conformacionales que se producen en la B-LG después de que las soluciones se
calientan durante 3 min a 85 °C.

La mayor flexibilidad de las especies de B-LG producidas durante el tratamiento
térmico (monomeros no nativos, dimeros, trimeros y oligobmeros de bajo peso
molecular) podria facilitar su reorganizacion en la interfase permitiendo asociaciones
con moléculas vecinas y la rapida formacion de una pelicula viscoelastica. Las fuerzas
que participan podrian ser puentes de hidrogeno, asociaciones hidrofobicas e
interacciones electrostaticas en lugar de enlaces covalentes disulfuros.

La presencia de oligdbmeros y polimeros de alto peso molecular, evidenciadas
por las mediciones electroforéticos, pueden ser la causa de la disminucion observada en
la estabilidad de la espuma en HT-B-LGcontrol y GLI-B-LG.

En las condiciones ensayadas se demostrd que el calentamiento de la B-LG en el
tratamiento de glicosilaciéon es el verdadero responsable de las mejoras en las
propiedades espumantes, mientras que la glicosilacion en si misma, tiene un efecto

negativo respecto a las ventajas producidas por dicho calentamiento.
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5. Resumen

La relacion entre alimentacion y salud se ve reflejada en la demanda de sustituir
aditivos alimenticios de origen sintético por otros naturales. En este sentido, las
proteinas poseen elevado potencial debido a sus propiedades nutricionales y
funcionales. Estas cumplen un rol importante como surfactantes en espumas y
emulsiones alimentarias. Su funcion estd determinada por su estructura y
comportamiento en la interfase. Espumas y emulsiones presentan comportamientos
comunes: dos fases, requieren energia para su formacidén y son termodinamicamente
inestables.

Los cambios estructurales de las proteinas por tratamientos fisicos, quimicos o
bioldgicos pueden mejorar las propiedades funcionales que sean de utilidad tecnologica.
Conocer la relacion entre tratamiento, estructura y propiedad funcional es primordial
para promover el uso de proteinas en nuevas formulaciones de alimentos.

La beta-lactoglobulina (B-LG) es la proteina mayoritaria del suero lacteo y es
utilizada como modelo de estudio en sistemas complejos como son los concentrados o
aislados de suero lacteo, ambos productos son de alto interés comercial en la region.

En este trabajo se analizaron las propiedades espumantes, emulsionantes y los
cambios estructurales de la beta-lactoglobulina modificada por desnaturalizacion y
polimerizacion térmica, hidrolisis y polimerizacion enzimadtica y glicosilacion (reaccion
de Maillard).

En el tratamiento térmico de la B-LG se consideraron como factores decisivos en la
mejora de la actividad y estabilidad espumante: i) al aumento de la hidrofobicidad
superficial debido a la apertura proteica durante la desnaturalizacion y ii) a las
interacciones hidrofébicas a través de la rapida formacion de una pelicula viscoelastica,
respectivamente. Con relaciéon a las emulsiones el tratamiento térmico condujo a
emulsiones menos estables. Si bien el aumento de la hidrofobicidad superficial mejord
la capacidad espumante esta no es un factor tan importante en las emulsiones.

La polimerizacion enzimatica con transglutaminasa, comparada con el tratamiento
térmico, produjo especies con menor grado de apertura, menor exposicion de residuos
hidrofobicos al solvente y, como consecuencia, menor hidrofobicidad superficial.
Ademas, promovid una estructura mas compacta y simétrica que las tratadas

térmicamente obteniéndose espumas menos estables.
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También se estudio el efecto del tratamiento con transglutaminasa y posterior
hidrélisis con tripsina de la B-LG. El tiempo de transglutaminacion no tuvo un efecto
significativo sobre la estabilidad espumante mientras que el tiempo de hidrolisis
desfavorecio significativamente la estabilidad espumante. Este hecho se relaciona a la
hidroélisis de mondmeros no nativos de B-LG, dimeros y trimeros formados por la
polimerizacion con transglutaminasa que estabilizaban la espuma.

En las condiciones ensayadas se demostr6 que el calentamiento de la B-LG en el
tratamiento de glicosilacion es el verdadero responsable de las mejoras en las
propiedades espumantes, mientras que la glicosilacion en si misma, tiene un efecto

negativo respecto a las ventajas producidas por dicho calentamiento.
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