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1.- INTRODUCCION

1.1.- Leche

La leche es un fluido biolégico que se forma en la glandula mamaria de
las hembras de los mamiferos constituyendo la unica fuente de nutricion de
los recién nacidos. Su funcion en la naturaleza es nutrir y facilitar proteccion
inmunolégica a los mamiferos jovenes, pero también ha sido una fuente de
alimentacion esencial para el hombre desde tiempos remotos, quien ha
desarrollado la especializacion productiva de varias especies (Hoffmeister,
1989). La leche esta constituida principalmente por agua 87,3% (rango de
85,5 % - 88,7%), grasa 3,9 % (rango de 2,4% - 5,5%), s6lidos no grasos 8.8 %
(rango de 7,9 % — 10,0 %) entre ellos proteina 3,25% (rango de 2,3 % — 4,4 %),
lactosa 4,6% (rango de 3,8-5,3), minerales (Ca, P, citrato, Mg, K, Na, Zn, Cl,
Fe, Cu, sulfato, bicarbonato ) 0.65% (rango de 0,53 % - 0,80 %), acidos
(citrato, acetato, lactato, oxalato) 0.18% (rango de 0,13 % — 0,22 %). Enzimas:
peroxidasa, catalasa, fosfatasa, lipasa y otras proteinas, Gases: oxigeno,
nitrogeno, dioxido de carbono, Vitaminas: A, C, D, tiamina, riboflavina, otras

(Walstra y Jenness, 1987).

La estructura fisica de dichos componentes, hace que la leche sea uno
de los liquidos mas complejos que se conocen pues combina propiedades de
emulsion, suspension y solucion acuosa. En el primer caso debido a la
dispersion de los globulos de grasa, en segundo lugar por la suspension
coloidal de las micelas de caseina, proteinas globulares (a-Lactoalbumina y -
Lactoglobulina) y particulas lipoproteicas y por ultimo, debido a la disolucion
en agua de la lactosa, proteinas solubles, minerales, vitaminas y otros
componentes. De aqui se deriva la importancia de las interacciones entre los
diferentes componentes de la leche (Walstra y Jenness, 1987).

La glandula mamaria durante la lactacion es uno de los tejidos mas
activos y diferenciados de los mamiferos, donde ocurren profundos cambios y
procesos metabodlicos involucrados en la sintesis y secrecion de los
componentes, pero que dependen en primera instancia de la digestion y
absorcion de los alimentos y del metabolismo en general, de donde provienen
la mayor parte de los metabolitos necesarios para la sintesis de la leche (Fox y

Flynn, 1992; Amiot, 1994; Hurley, 2000).
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1.2.- Proteinas lacteas

Aunque la composicion de la leche varia cuantitativamente vy
cualitativamente entre las diferentes especies, las proteinas de la leche de los
mamiferos pueden dividirse en dos grandes grupos, las caseinas y las
proteinas del suero.

Estos dos grandes grupos de proteinas, se separan en base a su
solubilidad a pH 4,6 a 20° C. Bajo esas condiciones, un grupo de proteinas
precipitan y son las denominadas caseinas. Este grupo de proteinas
constituye aproximadamente el 80 % de las proteinas de la leche. El segundo
grupo esta formado por proteinas que permanecen solubles en las condiciones
mencionadas y corresponde a las proteinas del lactosuero o de suero de leche

(Fox y Kelly, 2004).

1.2.1.- Caseinas

En la fraccion caseina bovina podemos encontrar cuatro proteinas
principales: 01, Os2, B y K-caseinas (0s-CN 0s-CN, B-CN y k-CN), en una
proporcion de 38, 10, 36 y 13 %, respectivamente (Tornberg y col., 1997; Fox y
Kelly, 2004). Las caseinas bovinas presentan polimorfismo genético: se han
caracterizado 7, 4, 9 y 8 variantes para la 0,-CN 0s:-CN, B-CN y k-CN

respectivamente. Sus principales propiedades se muestran en Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Propiedades principales de las caseinas (Walstra y Jenness, 1987).

Proteina Peso molecular Residuos Residuos Residuos Glicoproteina
(kDa) prolina por cisteina por fosfato por
molécula molécula molécula
Os;-caseinas 23,2 17 0] 8 No
Os2-caseinas 25,4 10 2 11 No
B-caseinas 24 33 0 5 No
K-caseinas 19 20 2 1 Si
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Todas las caseinas son proteinas fosforiladas. Los grupos fosfato estan
esterificados como monoésteres a residuos de serina (Ser-P) y en menor
medida, de treonina (Thr-P), lo cual les da una gran capacidad de union a
cationes divalentes, especialmente el Ca**, que es el principal cation divalente
en la leche (Yey y Singh, 2001). Esta propiedad es de suma importancia desde
el punto de vista nutricional. Los grupos fosfatos son adicionados a partir de
ATP en una reaccion catalizada por casein-quinasas. Los residuos de Ser-P no
estan ubicados al azar en la estructura primaria de las caseinas sino que
forman parte de “clusters” o grupos. Debido a que la kK-CN tiene un solo
residuo de (Ser-P-149), exhibe la menor capacidad de unir cationes divalentes
de todas las moléculas de caseina.

Por otro lado, la kK-CN es la tinica caseina glicosilada; contiene restos de
glucosa, galactosamina y acido N-acetilneuraminico (como tri o tetrasacaridos)
ligados a restos de treonina por enlaces O-glicosidicos en la region C terminal.

La 0s-CN y la k-CN tienen grupos de cisteina, que normalmente estan
formando parte de puentes disulfuro intermoleculares. La as,-CN existe
normalmente como dimero, mientras que la K-CN puede formar agregados de
hasta 10 moléculas (Fox y Kelly, 2004). Las 0s;-CN y B-CN no poseen restos

de cisteina en su estructura primaria (Tabla 1.1).

En todas las moléculas de caseina los residuos de prolina estan
distribuidos uniformemente a lo largo de la cadena, previniendo la formacién
de a-hélices, B-hoja plegada y giros (. Por tal motivo estas proteinas no tienen
elementos de estructura secundaria ni una estructura terciaria definida, lo
cual les da un alto grado de flexibilidad estructural y de hidrofobicidad
superficial. Los restos de aminoacidos no polares, polares y cargados no se
encuentran distribuidos uniformemente en la secuencia sino estan agrupados
dentro de la misma (“clusters”). En consecuencia, las estructuras tienen un
marcado caracter anfifilico, con regiones hidrofilicas e hidrofébicas
perfectamente definidas lo que les da una gran capacidad de asociarse en

solucion y de tener una elevada actividad interfacial.

Debido a esta capacidad de asociacion, las caseinas forman agregados
supramoleculares de naturaleza coloidal llamados micelas. Por estudios de
microscopia electronica se sabe que las micelas de caseina tienen forma
esférica y su diametro puede variar entre 50 y 500 nm (promedio, 120 nm),

con un peso molecular en el rango de 103 - 3.106 kDa. Estas particulas
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coloidales son altamente hidratadas (2,0 g de H>O por cada g de proteina). El
material seco contiene 94 % de proteinas y 6 % de sustancias no proteicas,
especialmente calcio y fosforo, formando fosfato de calcio coloidal. Las
propiedades de union de las caseinas al Ca®* y su organizaciéon micelar
permiten que este fosfato de calcio coloidal se mantenga “soluble” en la leche.
Mas alla de que se propusieron distintos modelos de estructura micelar, se
sabe que la K-CN es la proteina estabilizante de dicha estructura, debido a su
poca sensibilidad al Ca* y el extremo C-terminal hidrofilico, que contiene doce
residuos aminoacidicos cargados negativamente, y la unién del resto
oligosacarido. Segun el modelo propuesto por Walstra (1999), la micela de
caseina esta constituida por particulas coloidales de menor tamano
denominadas submicelas (aproximadamente 10-15 nm), que se forman en la
glandula mamaria y se ensamblan por efecto del fosfato de calcio coloidal. La
K-CN, que se ubica heterogéneamente en la superficie de las submicelas mas
externas, impide la agregacion de las micelas en la leche (medio rico en Ca*),
por repulsion electrostatica y estérica.

La caseina comercial se prepara por acidificacion de la leche
descremada a pH 4,5 y calentamiento a 45° C (Kinsella, 1984). Los cambios en
la estructura de la micela por efecto de la reduccion del pH estan mediados en
parte por los cambios en el contenido de fosfato coloidal de las micelas. El
efecto es su gradual desintegracion, como consecuencia de la reduccion de la
carga neta negativa de las caseinas, la reduccion en el grado de hidratacion
(en el rango de pH 4,6-5,4) y el incremento de la fuerza iénica del suero por la
disolucion del fosfato de calcio coloidal, lo cual favorece la agregacion de las
caseinas. En el punto isoeléctrico, se forma una red proteica de moléculas de
caseina que se disociaron durante el proceso de acidificacion, las cuales
conservan de manera residual la estructura micelar. Esto ha sido confirmado

por estudios de microscopia electréonica (Fox y Kelly, 2004).

1.2.2.- Proteinas del lactosuero

Las proteinas del lactosuero, que representan alrededor del 20% de las
proteinas de la leche de vaca, se definen como aquellas que se mantienen en
solucion tras precipitar las caseinas a pH 4,6, a una temperatura de 20°C.
Esta separacion entre caseina y proteinas del lactosuero fue llevada a cabo por

primera vez por Hammarsten en 1883, y todavia se utiliza el término "caseina
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de Hammarsten" para designar a la precipitada de esta forma. Este cientifico
consider6 que las proteinas del lactosuero eran "globulinas", es decir, el tipo
de proteina soluble en soluciones salinas pero insoluble en agua destilada.
Trabajos posteriores, especialmente de Sebelien, en 1885, demostraron que
estas proteinas eran mas bien del tipo de las albiminas, solubles en agua
destilada. La polémica lactoalbiimina - lactoglobulina ha dejado los nombres
para las dos principales proteinas del lactosuero, aunque ambas pertenecen a
la fraccion "albuminas".

La composicion proteica del lactosuero presenta diferencias notables
dependiendo de la especie considerada. Las proteinas del lactosuero pueden
ser de sintesis mamaria, como la a-lactalbimina y la B-lactoglobulina, que
representan conjuntamente el 70% de las proteinas del lactosuero de vaca, y
la lactoferrina, o bien de transferencia sanguinea, como la albumina sérica
bovina (BSA) y las inmunoglobulinas (Ig-G, Ig-A, Ig-M). Como también
proteasa-peptonas que se producen por la hidroélisis de la caseina 3, por la
accion de proteasas naturales de la leche.

Las propiedades funcionales del lactosuero vienen dadas por las
propiedades de a-lactalbumina y B-lactoglobulina. Entre ellas se destacan su
solubilidad, incluso a pH 4,5, sus propiedades emulsionantes y espumantes, y
su capacidad de gelificacion.

Estas proteinas se recuperan por ultrafiltracion o intercambio i6nico,
con secado a temperaturas lo mas bajas posible para evitar su

desnaturalizacion.

1.2.2.1.- a-Lactoalbumina

La a-lactoalbumina es una proteina sérica globular de bajo peso
molecular (14,2 KDa) que pertenece a la familia de las metaloproteinas
(Hiroaka y col., 1980). Esta formada por una sola cadena polipeptidica de 123
aminoacidos. Su estructura terciaria, muy compacta, globular, esta mantenida
por cuatro puentes disulfuro, con una zona de hélice a y otra de hojas
plegadas B. Es una proteina acida con un punto isoeléctrico de alrededor de
4,8. En la vaca existen dos variantes genéticas, con distribucion desigual
segun las razas. En las razas europeas solamente existe la variante B, con
arginina en la posicion 10. En las razas indias existe también la variante A,

con glutamina en esa misma posicion.
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Desde el punto de vista nutricional, la a-lactalbumina es importante
dada la abundancia de triptéfano, 4 residuos por molécula, lo que representa
un 6% en peso. Es una de las proteinas de la leche que pueden causar alergia
en el consumidor. La zona mas alergénica de la molécula es la situada entre la
valina en posicion 42 y el acido glutamico de la posicion 49

La principal funcion de la a-lactoalbumina es la de intervenir en la
biosintesis de la lactosa al formar parte, junto con la enzima
galactosiltransferasa, de la enzima lactosa sintetasa. La a-lactoalbumina se
sintetiza como respuesta a los procesos hormonales que inducen la lactacion.
Una vez sintetizada, es transportada al aparato de Golgi, donde se une a la
galactosil transferasa Su accién se produce al aumentar la afinidad de la
galactosiltransferasa por la glucosa. La a-lactalbumina se secreta en la leche,
junto con la lactosa, en las vesiculas secretoras producidas a partir de las
membranas del aparato de Golgi (Brew y Grobler, 1992). La lactosa es un
componente importante de la leche de numerosas especies al mantener su
equilibrio osmoético, generando una parte importante de su fase acuosa, por lo
que, la sintesis de la a-lactoalbumina es necesaria para una correcta secrecion
lactea (Stacey y col., 1995).

La a-lactalbumina tiene un i6n calcio unido, que es imprescindible en el
mantenimiento de su estructura y de su actividad como reguladora de la
enzima galactosiltransferasa. La eliminacion del calcio produce una estructura
"molten globule", un estado intermedio de desnaturalizacién que ha sido muy
utilizado como modelo en la desnaturalizacion de proteinas. Este estado, con
la proteina en forma "apo", es mucho menos resistente que la forma saturada
con calcio a agentes desnaturalizantes, como el calentamiento.

La a-lactalbumina es la segunda proteina en concentraciéon en el
lactosuero de vaca (entre 1 y 1,5 mg /mlL), y la mas abundante en el

lactosuero humano (Fox y Kelly, 2004).

1.2.2.2.- Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son proteinas que forman parte del sistema de
defensa contra microorganismos. La estructura basica, con forma de Y, esta
constituida por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas. Cada cadena

ligera esta unida a una cadena pesada por un puente disulfuro, mientras que
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las dos cadenas pesadas se unen entre si mediante dos puentes disulfuro. Las
cadenas pesadas estan glicosiladas.

La actividad de defensa de las inmunoglobulinas del calostro y la leche
se puede ejercer de dos formas:
- En las especies en las que la placenta no permite el paso de
inmunoglobulinas, como en los rumiantes, las inmunoglobulinas del calostro
(del tipo Inmunoglobulinas G) transmiten la inmunidad pasiva desde la madre.
- En todos los casos, las inmunoglobulinas, especialmente Ilas
Inmunoglobulinas A, actian como sistema de defensa en el tubo digestivo del
lactante

En la leche de vaca, aproximadamente el 80% de la inmunoglobulinas
presentes en la leche son de tipo Inmunoglobulinas G. La concentracion de
estas proteinas en la leche es de 0,4 a 1 mg/mL, aunque es muchisimo mas

elevada en el calostro (Fox y Kelly, 2004).

1.2.2.3.- Albumina Sérica Bovina

La albumina de la leche es la misma que se encuentra en la sangre, y
procede de ella. Es una proteina relativamente grande, con una cadena
formada por 528 aminoacidos. En el lactosuero se encuentra en una

concentracion de alrededor de 0,4 mg/mL (Fox y Kelly, 2004).

1.2.2.4.- Lactoferrina

La lactoferrina es wuna proteina fijadora de hierro, emparentada
estructuralmente con la transferrina de la sangre y con la ovotransferrina del
huevo. Tiene caracter basico, con un punto isoeléctrico proximo a 9. Es una
glicoproteina que esta formada por dos l6bulos, unidos por una hélice de tres
vueltas. Los dos 16bulos tienen un 37% de homologia de secuencia, por lo que
es probable que procedan de una proteina antecesora de la mitad de tamarfo.
Como estructura secundaria, domina la estructura a-hélice.

La afinidad de la lactoferrina por el hierro es muy grande, siendo la
constante de afinidad por el i6n férrico del orden de 10?° M. Los puntos de
union del hierro estan localizados en posiciones equivalentes en ambos
l6bulos. La union del hierro es reversible, y tiene lugar en presencia de un ion

carbonato o bicarbonato por cada ion férrico. El hierro se une directamente a
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los grupos laterales de dos tirosinas, una histidina y un acido aspartico,
mientras que el ion carbonato (o bicarbonato) también unido al hierro
interacciona con la cadena lateral de una arginina.

La lactoferrina es abundante en la leche humana, encontrandose
también en concentraciones significativas en la leche de los rumiantes y en la
de yegua. En todos los casos, la concentracion es mayor en el calostro, pero en
la leche humana se mantiene también una concentracion significativamente
elevada a lo largo de toda la lactacion.

La lactoferrina de la leche estda muy poco saturada con hierro, ya que
una de sus misiones es la proteccion del recién nacido mediante el secuestro
del hierro, haciendo éste no disponible para las bacterias y para la formacion

de radicales libres en las reacciones de oxidacion (Fox y Kelly, 2004.)

1.2.2.5.- B-Lactolgobulina

La B -lactoglobulina es la proteina mas abundante en el lactosuero
bovino, en el que alcanza concentraciones de 2 a 4 mg/mL, representando
alrededor de la mitad de las proteinas del lactosuero. Esta presente también
en la leche de otras especies, como la equina y porcina, pero no se encuentra
en la leche humana. Esta formada por una sola cadena de 162 aminoacidos,
con un peso molecular de unos 18.350 Da. Existen varias variantes genéticas,
siendo las mas comunes las llamadas A y B, que difieren en dos aminoacidos.
La variante A tiene una valina en la posicion 118, y un acido aspartico en la
posicion 64, mientras que la variante B tiene alanina y glicina en dichas
posiciones (Tabla 1.1). La funcion de la B-Lactoglobulina no se ha establecido
todavia con seguridad, aunque probablemente, al menos en el caso de los
rumiantes, se trata de una proteina transportadora de acidos grasos, que
ejerce su funcion en el tubo digestivo del lactante (Green y col., 1979; Dong y
col., 1996; Manderson y col., 1999).

Al pH de la leche, la B-lactoglobulina de los rumiantes se presenta en
forma de dimero, con los monomeros unidos de forma no covalente, en cambio
en el resto de las especies se encuentra en forma de monémero (Hambling y
col.,, 1992). Estos dimeros se forman entre pH 7,5 y pH 5,2, el punto
isoeléctrico de la B -lactoglobulina. Por encima de pH 7,5 y por debajo de pH
3,5, la B-lactoglobulina esta en forma de monoémeros, mientras que entre pH

5,2 y pH 3,5 se encuentra en forma de octamero. Es estable a pH acidos pero
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se desnaturaliza con relativa facilidad por el calor, especialmente en ausencia

de ligandos asociados. La [-lactoglobulina es la mas hidrofébica de las

proteinas del lactosuero y es capaz de interaccionar con distintas moléculas

hidrofébicas, especialmente el retinol y los acidos grasos.

Tabla 1.2 Fatrnictiira nrimaria de R-T.acrtaolahiilina A
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1.2.2.5.1- Estructura monomérica de B-Lactolgobulina
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Figura 1.1. Diagrama del monémero de B-Lactoglobulina utilizando MOLSCRIPT
(Kraulis, 1991).
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En 1986 Papiz y col. determinaron mediante técnicas cristalograficas la
estructura terciaria de la p-Lactoglobulina bovina (Figura 1.1), la cual
mostraba una gran similitud con otra proteina conocida como RBP (proteina
transportadora de retinol en sangre), por lo que se la incluyo dentro de la
familia de las lipocalinas.

Las lipocalinas, junto a las avidinas y las proteinas transportadoras de
acidos grasos (FABPs), pertenecen a una superfamilia de proteinas conocidas
como las calicinas. Estas proteinas se caracterizan por poseer una estructura
tridimensional conservada que les confiere propiedades de union a moléculas
hidrofébicas (Flower, 1996). Actualmente, existen otras proteinas que forman
parte de esta superfamilia, como la triabina o el grupo de inhibidores de las
metaloproteinasas (MPIs) pero que difieren en su funcion al no transportar
moléculas de caracter hidrofobico (Flower y col., 2000).

La familia de las lipocalinas comprende un grupo de pequenas
proteinas extracelulares, con estructuras y funciones diferentes, originadas a
partir de una proteina ancestral comun que se ha diversificado (Gutierrez y
col., 2000). Entre los miembros de esta familia podemos encontrar como se
indico previamente a la RBP (Retinol Binding Protein) y también a MUP (Major
Urinary Protein), OBP (Odorant-Binding Protein), OP (Olfactory-specific
Protein) y la PP14 (Human Placental Protein).Muchas de las lipocalinas
actuales muestran una gran divergencia en su secuencia aminoacidica y
presentan un elevado nivel de duplicacion génica (Gutierrez y col., 2000). A
pesar de la baja similitud aminoacidica, la familia de las lipocalinas se
caracteriza por poseer pequenos motivos bien conservados en su secuencia.

La p-Lactogloblina se agrupa dentro de la familia de las “Kernel”
lipocalinas, las cuales se caracterizan por poseer tres motivos en su secuencia
correspondientes a las tres principales regiones de estructura conservada de
estas proteinas (Flower, 1996). La estructura comun de las lipocalinas
consiste en un barril aplanado formado por ocho [-hojas plegadas
antiparalelas (A-H), seguidas por una a-hélice de tres vueltas y por otra -hoja
plegada (I) proxima al extremo C terminal (Figura 1.1).

La estructura terciaria de los monomeros de la [-lactoglobulina esta
mantenida por dos puentes disulfuro. También existe un grupo tiol libre, el
correspondiente a la cisteina que ocupa el lugar 121 en la secuencia. Este tiol
es muy importante en la asociacién con otras moléculas, especialmente con la

K -caseina. Esta asociacion tiene una gran influencia en la coagulacion de la
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leche inducida por la quimosina. Los puentes disulfuro son también bastante
reactivos, y dan lugar a reacciones de intercambio de sulfidrilos.

En base a los resultados obtenidos por dicroismo circular (CD), se ha
calculado que la estructura secundaria de -Lactoglobulina posee entre 10 a
15% a-hélice, 50% p-hoja plegada, y 15 a 20% giros . La estructura
tridimensional exhibe la formacion de nueve B-hojas plegadas con las que
conforman una estructura similar a una canasta (barril B), numeradas desde
A a I. En la B-hoja plegada D se encuentra la Cis 66 que forma puente
disulfuro con la Cis 160 la cual se encuentra en el exterior de la molécula, en
la B-hoja plegada E. La B-hoja plegada-G que contiene a la Cis 106 que forma
con la Cis 119 de la B-hoja plegada-H un puente disulfuro. Fuera de las hojas
plegadas del B-barril, existen 3 a-hélices amino-terminales (AB), una a-hélice
carboxiterminal (GH) y una tercer a-hélice final que une la B-hoja plegada-H
con la PB-hoja plegada-I. Después de la PB-hoja plegada-I existe un extremo
flexible hasta el extremo C terminal en el que se incluye la Cis 160. La 3-hoja
plegada-I es una hoja antiparalela que junto con el bucle AB participa de la
interfase que forma el dimero. Esta estructura tridimensional genera un
bolsillo interior de unién a un ligando lipéfilico. Las nueve cadenas proteicas
con estructura de -hoja plegada estan unidas entre si por bucles proteicos,
los cuales varian en dimension y en configuracion espacial. Estos bucles estan
encargados de la interaccion con macromoléculas. Entre los aminoacidos que
estan disponibles para reaccionar se encuentran las Tyr 42 y 102 ubicadas en
el extremo de la B-hoja plegada-B, el Trp 19 y la Tyr 20 en la base del bolsillo
hidrofébico, la Tyr 99 en bucle FG y el Trp 61 al final de B-hoja plegada-C.
Este ultimo esta relativamente expuesto dada la cercania del puente disulfuro
Cis 66-Cis 160 en el bucle CD. Asi como afectan la reactividad con el medio,
los Trp afectan la fluorescencia intrinseca de la [(-Lactoglobulina. Algunos
autores sugieren que la Cis 121 y la Cis 119 son igualmente susceptibles de
participar en la formacion del puente disulfuro con Cis 106. Igualmente la Cis
121 se encuentra muy protegida dentro de la 3-hoja plegada-H y por una de
las 3 hélices.

Tanto la region C-terminal (residuos 158-160) como los bucles CD
(residuos 60-64) estan expuestos y moviles. Todos los residuos Asp y Glu
estan en la superficie excepto el Glu 89 que se une por puente hidrégeno con
la Ser 116 y el Asp 33 que esta dentro de la interfase entre los dos monémeros

para formar el dimero.
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La B-Lactoglobulina posee 15 grupos Lys. Entre estas, las Lys 47 y Lys
135, no son reactivas dado que se encuentran protegidas por la interaccion
entre Tyr 102 y Glu 55. Las Lys 60 y Lys 91 poseen una baja superficie de
accesibilidad, en cambio hay cuatro lisinas muy reactivas 8, 77, 100, y 141,
con una superficie altamente expuesta (Flower y col., 2000; Fogliano y col.,

1998).

1.2.2.5.2- Estructura dimérica de p-Lactolgobulina

La interfase del dimero esta formada por la [-hoja plegada-I de
monomeros adyacentes (Arg 148, Ser 150, His 146) y el bucle AB de
monomeros adyacentes (Ala 34, Asp 33, Arg 40) los que interaccionan por
doce puentes de hidrogeno (Figura 1.2). Cuatro puentes de hidrogeno se
establecen entre las B-hoja plegada-I adyacentes interviniendo los residuos
Argl48, Ser150, His146 (Figura 1.2d). El resto de los puentes de hidrogeno se
establecen entre los bucles AB interviniendo los residuos Ala34, Asp33, Arg40
(Figura 1.2 ¢). La interaccion entre el nitrogeno de la Ala 34 y el oxigeno del
Asp 33 introducen una cierta tension a la estructura.

Al pH fisiologico la B-Lactoglobulina de todas las especies rumiantes se
encuentra, como se indicoé previamente, formando un dimero y en todos se
mantienen los mismos puentes de hidréogeno de la interfase del bucle AB, pero
hay cierta variabilidad dentro de los residuos que participan en las B-hojas

plegadas-I.

Figura 1.2.- La interfase de la f-lactoglobulina por rayos X. La interfase esta
coloreada de rojo y los puentes de hidrogeno estan representados por lineas
punteadas (a) La interfase vista a lo largo de la hoja B-I y (b) rotacién del plano en a
90° (c) puente de hidrogeno entre bucles AB adyacentes (d) puente de hidrégeno entre
hojas 8 adyacentes
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Figura 1.3.- Densidad electrénica de determinadas regiones de (-Lactoglobulina (a)
Residuos 18-26 de 3-Hoja plegada-A (b) Diagrama de la densidad electrénica del giro
que abarca entre Tyr 99 y Arg 124.

1.2.2.5.3- Funcién de B-Lactoglobulina

Aunque no se le ha atribuido ninguna funcién biologica definitiva, la
composicion aminoacidica y la cantidad de PB-Lactoglobulina presente en la
leche de los rumiantes respaldan un posible papel nutricional de esta
proteina. Sin embargo, su similitud en secuencia y estructura terciaria con
otros miembros de las lipocalinas, sugiere una funcion de esta proteina en el
transporte de moléculas hidrofobicas.

En 1986, Papiz y col. propusieron que la funcion de la B-Lactoglobulina
era el transporte de vitamina A (retinol) desde la glandula mamaria materna
hasta el intestino del lactante. Esta hipotesis se veia reforzada por la gran
similitud de la B-Lactoglobulina con la RBP, la existencia de receptores
especificos para el complejo [-Lactoglobulina-retinol en el intestino de
terneros recién nacidos y la elevada estabilidad de la (-Lactoglobulina en
medio acido resistiendo a la protedlisis gastrica. No obstante, estudios
realizados in vitro muestran una asociacién del retinol con otras proteinas
lacteas como la seroalbumina o la a-lactoalbumina (Puyol y col., 1991),
indicando una posible interaccion inespecifica de esta molécula. El retinol esta
asociado a los globulos grasos de la leche, siendo muy probable la
transferencia madre-cria a través de esta ruta. Por otra parte, la pB-

Lactoglobulina ha sido aislada de la leche de los rumiantes unida a diferentes
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acidos grasos y triglicéridos, pudiendo tener un papel importante en el
transporte de lipidos de la leche. La composicién de acidos grasos que une la
B-Lactoglobulina es muy similar a la que se encuentra en la fraccion sérica de
la leche indicando que no hay una seleccion de determinados acidos grasos en
la unién con la P-Lactoglobulina (Perez y col., 1989). Estudios in vitro
muestran como el acido palmitico se une en la cavidad central de la B-
Lactoglobulina, de forma similar a la unién del retinol con la RBP (Wu y col.,
1999).

Gracias a esta capacidad de union a acidos grasos se ha descrito un
posible papel modulador de la B-Lactoglobulina al facilitar la actividad de la
lipasa pregastrica en terneros recién nacidos (Perez y col., 1992). El papel de
la B-Lactoglobulina seria secuestrar los acidos grasos libres que inhiben la
actividad de las lipasas, permitiendo asi la digestion de los lipidos de la leche
en el estomago. Esta lipasa es muy estable a pH bajo y a la degradaciéon de la
pepsina y es muy importante en los animales recién nacidos al tener bajas
concentraciones de sales biliares y de lipasa pancreatica.

Un estudio realizado con terneros pre-rumiantes (Kushibiki y col., 2001)
determina la participacion de la B-Lactoglobulina en el metabolismo lipidico,
incrementando la actividad de la lipasa pregastrica y la absorcion intestinal de
acidos grasos de cadena larga y triglicéridos. Asimismo este estudio sugiere la
participacion de la B-Lactoglobulina en el transporte de retinol incrementando
su absorcion intestinal. Este trabajo reforzaria los estudios in vitro realizados
anteriormente por otros autores. A pesar de esto, la B-Lactoglobulina de las
especies monogastricas carece de las propiedades de union a los acidos grasos
sugiriendo que, en estas especies, la B-Lactoglobulina desempena una funciéon
diferente (Perez y col., 1992). Esta hipotesis se veria reforzada por la falta de
esta proteina en la leche de algunos mamiferos y la existencia de distintos

tipos activos de -Lactoglobulina en una misma especie.

1.2.2.5.4- Efecto del tratamiento térmico

A medida que la temperatura se incrementa la p-Lactoglobulina sufre
modificaciones estructurales, lo que afecta la funcionalidad (Browdy y Harris,
1997).

La estructura nativa de p-Lactoglobulina contiene wun interior

hidrofébico, interior del B-barril y un exterior hidrofébico, ubicado entre el -
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barril y la a-hélice (Lopez y Olano, 1999). Por lo general, el nucleo hidrofébico
de PB-Lactoglobulina esta protegido del disolvente por la estructura terciaria
rigida, lo que supone una baja afinidad por sondas vinculantes a regiones
hidrofébicas como ANS. Pero al perturbar la estructura terciaria por un
tratamiento térmico, la afinidad de la B-Lactoglobulina a ANS aumenta,
provocando también un corrimiento del maximo de emision de fluorescencia
hacia el rojo. Existen dos grupos triptéfanos que tienen un papel importante
en la variacién de la hidrofobicidad, el Trpl9 y Trp61 (Marcia y col., 2004;
[ametti y col., 1996). Ademas de la variaciéon en la hidrofobicidad superficial
por tratamiento térmico, la reactividad del grupo sulfidrilo libre (Cis-121)
también se ve modificada. En el estado nativo el sulfidrilo libre se encuentra
en el centro hidrofébico, pero al desplegarse la molécula queda expuesto
provocando una agregacion entre moléculas (Apenten, 1998; Funtenberger y
col., 1997; Jameson y col., 2002)

Segun varios autores Aymard y col. (1996), Roefs y de Kruif (1994),
Surroca y col. (2002), Verheul y col. (1998) la desnaturalizacién térmica, a pH
neutro, es un proceso en dos etapas. En primer lugar se desnaturaliza la
proteina, por la ruptura de puentes de hidrogeno, y esto es seguido por
agregacion de proteinas, iniciada por la formacion de enlaces hidrofobicos y
puentes disulfuro.

Segun Qi y col. (1997) recién a partir de 65°C la B-Lactoglobulina forma
monoémeros de estructura abierta “molten globule” en la cual se pueden dar

reacciones de agregacion.

1.2.2.5.5- Efecto de la variacion del pH

La B-lactoglobulina de los rumiantes puede adoptar diferentes formas
estructurales dependiendo del pH en que se encuentre, como se menciono
anteriormente, al pH de la leche se encuentra como dimero, estructura que se
mantiene entre pH 7,5 y pH 5,2.

Hay una serie de cambios conformacionales que le ocurren a la f-
Lactoglobulina inducidos por cambios del pH los que son facilmente
observados por dispersion o6ptica. Uno de ellos, denominado transicion
Tanford, se produce cerca de pH fisiologico entre pH 6,5 y pH 8,0. Se
caracteriza por la titulacion de un grupo carboxilo (Glu 89) anémalo con un

pKa 7,3 y un cambio en el medio ambiente de un residuo Tyr acompanado por
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un aumento de la reactividad del grupo sulfhidrilo libre (Sakurai y Goto,
2006). Segun estos autores al comparar dos estructuras cristalograficas a pH
6,2 y 7,1 encontraron que la transicion de Tanford provoca una cambio
conformacional en el bucle EF, situado en el extremo abierto de la cavidad
hidrofobica, cuando el pH es de 6,2 el bucle EF se orienta tapando la entrada

a la cavidad mientras que abre la entrada a pH de 7,1 (Figura 1.4).

Figura 1.4 Superposicion de estructuras cristalograficas a pH 6,2 (magenta) y pH 7,1
(azul). Las dos estructuras son superponibles a excepcion del bucle EF (indicado por
un circulo verde) y los residuos Ala34, Trpl9 y Trp61 (Koradi y col., 1996).

1.3 Glicosilacion no enzimatica de proteinas

La reaccién de Maillard es una de las reacciones mas importantes que
tienen lugar en el proceso térmico de los alimentos. Fue descubierta por el
quimico francés Luis Camille Maillard (1912) estudiando el calentamiento de
una solucion de glucosa con lisina, y consiste en un conjunto de reacciones
relacionadas que todavia no han sido elucidadas en su totalidad. Hodge (1953)
recopild toda la informacion disponible en un esquema simplificado Figura 1.5
que sigue siendo considerado en la actualidad como la descripcion mas
apropiada del proceso de pardeamiento no enzimatico.

La reaccion de Maillard modifica las propiedades organolépticas de los
alimentos al formarse una gran variedad de compuestos que son los
responsables de los sabores, aromas y color caracteristicos. También da lugar
a una perdida del valor nutritivo, debido a la disminuciéon de la

biodisponibilidad de los aminoacidos implicados en el proceso.
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Figura 1.5 Esquema de la reaccion de Maillard segiin Hodge 1953

Como se puede apreciar en la Figura 1.5, la reaccion de Maillard
transcurre en distintas etapas hasta la formacion final de pigmentos pardos de
alto peso molecular llamados melanoidinas.

Podemos hacer una clasificacion de las distintas reacciones en tres etapas

fundamentales.

1.3.1 Etapas iniciales

Las primeras etapas de la reaccion de Maillard conducen a la formacion
de una serie de compuestos conocidos como compuestos de Amadori. En el
caso de la B-Lactoglobulina, relativamente rica en lisina con un grupo e-amino
libre muy reactivo, es este aminoacido el que reacciona con la lactosa para
formar lactulosil-lisina (e-N-(1-desoxi-D-lactulosil)-L-lisina) como compuesto
mayoritario. El esquema de formacion de estos compuestos se detalla en la

Figura 1.6.
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Figura 1.6 Esquema de las etapas iniciales de la reaccion de Maillard. Formacién de

los compuestos de Amadori

El primer paso es una condensacion entre el grupo e-amino de la lisina
y el grupo carbonilo de la lactosa o glucosa dando lugar al compuesto de
adicion (A). Esta reaccion esta catalizada por las bases que eliminan un protén
del grupo amino que se comporta como nucleofilico. A continuacion, el
compuesto formado pierde una molécula de agua originando la base de Schiff
(B), la cual se cicla y se transforma en una glicosilamina N-sustituida (C).
Estos compuestos son poco estables, a excepcién de los procedentes de
aminoacidos aromaticos, y sufren un reordenamiento posterior, pasando por
el cation de la base de Schiff, para formar la 1l-amino-1-desoxi-2-cetosa
correspondiente que es el primer compuesto irreversible de la reaccion
(lactulosil-lisina). Esta ultima reaccion se conoce como reordenamiento de
Amadori y es la que se produce normalmente en los alimentos. Existe sin
embargo otro tipo de reordenamiento conocido como el de Heyns que tiene
lugar cuando el azucar reaccionante es una cetosa formandose la 2-amino-2-

desoxi-aldosa correspondiente.
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1.3.2.- Etapas intermedias

Las siguientes etapas de la reaccion parten de la degradacién de los
compuestos de Amadori, y tienen lugar a través de dos vias fundamentales

dependiendo del pH (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Esquema de las etapas intermedias de la reaccion de Maillard.
Degradacion de los compuestos de Amadori.

A pH acido esta favorecida la 1,2-enolizacion, que por pérdida del grupo
hidroxilo en el C3, conduce a la formacion de la 3-desoxiglicosulosa. La
pérdida de un segundo hidroxilo en el C4 y posterior ciclaciéon da lugar a
derivados del hidroxi-metil-furfural como compuestos estables.

A pH basicos la reaccion favorecida es la 2,3-enolizacion. La eliminacion
del grupo amino del C1 da lugar a la formacion de la 1-desoxiglicosulosa,
compuesto muy inestable. La enolizacion de este compuesto forma por
hidroélisis, las reductonas y los compuestos dicarbonilos, asi como una
variedad de o-heterociclos (furanos y piranos) por ciclacion.

Los distintos compuestos formados en las dos vias de degradacion
sufren la reaccion conocida como degradacion de Strecker al reaccionar con
los grupos amino libres, dando lugar a una gran variedad de compuestos
volatiles, responsables de los distintos aromas y sabores tipicos de los
alimentos que han sufrido la reaccion de Maillard. Dentro de estos

compuestos se incluyen los pirroles, pirazinas, oxazoles y tiazoles.
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1.3.3- Etapas finales

Las etapas finales de la reaccion de Maillard son muy complejas y, aun
hoy, poco conocidas. En ellas se incluyen reacciones de condensacion aldolica
y polimerizacion entre grupos aldehido y amino para formar, a partir de los
precursores de bajo peso molecular antes mencionados, los polimeros

nitrogenados de color marron conocidos como melanoidinas.

1.3.4.- Factores que influyen en la reaccion de Maillard

Los numerosos estudios realizados sobre la reaccion de Maillard ponen
de relieve la presencia de factores que actuan favoreciendo o inhibiendo la

reaccion. Entre estos factores se encuentran.

1.3.4.1.- Naturaleza y concentracion de los reactantes

Los compuestos implicados en la reaccion de Maillard son los aztcares
reductores y los aminoacidos con grupos amino libres presentes en las
proteinas.

En los primeros estudios de la reaccion empleando sistemas modelo se
observo que los monosacaridos son mas reactivos que los disacaridos y estos,
a su vez mas que los oligosacaridos. Dentro de los monosacaridos las pentosas
son mas reactivas que las hexosas, y las aldosas mas que las cetosas. En
trabajos mas recientes Kato y col. (1986) comprobaron que durante el
calentamiento de ovalbumina con varias aldohexosas y lactosa, el
pardeamiento es mayor para la galactosa seguida de glucosa, y mucho menor
con la utilizacion de lactosa. En el caso de las leches, se ha comprobado este
hecho al comparar los resultados obtenidos durante el tratamiento térmico y
la conservacion de leches con lactosa hidrolizada (Burvall y col., 1978; Rawson
y Mahoney, 1983). El pardeamiento es mucho mayor cuando la lactosa se
encuentra hidrolizada, debido a la mayor reactividad de los monosacaridos
resultantes.

La naturaleza de los aminoacidos también tiene una marcada
influencia sobre la velocidad de la reaccion, de todos ellos L-lisina es el mas

reactivo debido a la presencia de un grupo €-amino libre. La B-Lactoglobulina,
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debido a su composicion aminoacidica posee 19 sitios susceptibles a la
glicosilacion (15 Lys, 3 Arg, y el NH2-terminal) (Tabla 1.1). Ashoor y Zent
(1984) hacen una clasificacion de los aminoacidos segiin su reactividad en tres
grupos:
- Pardeamiento alto (lisina, glicina, triptéfano y tirosina )
- Pardeamiento intermedio (prolina, leucina, isoleucina, alanina,
hidroxiprolina, fenilalanina, metionina, valina, glutamina y asparragina)
- Pardeamiento bajo (histidina, treonina, arginina, -cisteina, acido

aspartico, y acido glutamico).

1.3.4.2.- Actividad de agua (aw)

En la conservacion de alimentos desecados el efecto de la actividad de
agua es de gran importancia en el desarrollo de la reaccion de Maillard. En
general se puede decir que un aumento de la actividad de agua supone un
incremento en la velocidad de la reaccion hasta alcanzar un maximo.
Saltmarch y Labuza (1981) en un estudio sobre almacenamiento de
seroproteinas en polvo, observan que el pardeamiento y la pérdida de lisina
disponible son maximos a una a, de 0,44, mientras que en el almacenamiento
de leches en polvo el mayor grado de reaccion de Maillard ocurre a una a, de
0,6-0,7.

El rango de ay en el cual la reaccion de Maillard se ve favorecida ha sido
descrito por los distintos autores entre 0,3-0,7 (Ben-Gara y Zimmerman,
1972; Burvall y col.,, 1978; Saltmarh y Labuza, 1981; Kato y col., 1986;
Desrosiers y col., 1989). Actividades de agua muy elevadas conducen, sin
embargo, a una inhibicion del pardeamiento debido a un efecto de dilucion de
los reactantes. Actividades de agua en el rango de 0,2-0,3 se consideran
adecuadas para la conservaciéon, ya que las transformaciones son minimas
debido a que esta agua se encuentra fuertemente ligada y no esta disponible
para favorecer las interacciones entre los distintos componentes. Sin embargo,
Narayan y Cross (1992) hacen un estudio de la interaccion entre glucosa y a-
acetil-lisina en un rango de actividad de agua de 0,19-0,21 y a 40, 50 y 60°C
de temperatura, observando que el grado de reaccion de Maillard es superior

al que podria esperarse para estos contenidos de humedad
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1.3.4.3.- pH

El pH y la capacidad tampoén del sistema condicionan tanto la velocidad
como los mecanismos de degradacion de los compuestos de Amadori (Nursten,
1980). La influencia del pH en la velocidad del pardeamiento ha sido estudiada
por un gran numero de autores mediante el empleo de sistemas modelos,
observandose que a pH basico, en el rango de 6-9, la reaccion esta favorecida.
La disminucion o el aumento del pH respecto a dicho rango suponen una
disminucion del pardeamiento al inhibirse determinadas reacciones, sobre
todo a pH extremos. A pH acido hay una disminucion, y a pH basico la falta de
protones necesarios para los reordenamientos de Heyns y Amadori dan lugar a

una inhibiciéon considerable.

1.3.4.4.- Otros factores

Metales como el cobre y el hierro parecen tener una accion favorecedora
sobre la reaccion de Maillard (Patton, 1955; Kato y col., 1986). Sin embargo,
segun Powel y Spark (1971) este efecto podria ser debido a variaciones del pH
producidas por las sales.

Otro de los factores catalizadores de la reaccion de pardeamiento son
los iones fosfatos. Potman y Van WijK (1989) realizaron un detallado estudio
sobre sistemas modelo comprobando el efecto catalizador de dichas sales en el
rango de pH de 5 a 7, efecto indicado ya por Patton en 1955.

Entre los compuestos que inhiben la reacciéon de Maillard, Patton (1955)
incluye a formaldehido, bisulfito sodico, agua oxigenada y anhidrido sulfuroso.
Igualmente se ha comprobado que el aumento de concentracion de
determinados aminoacidos como acido glutamico, acido aspartico y L-cisteina
produce una inhibicion del pardeamiento (Pokorny y col. 1988; Pham y

Cheftel, 1990).

1.3.5.- Aspectos funcionales, nutricionales y toxicolégicos de la

glicosilacion
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La primera etapa de la reaccion de Maillard modifica diferentes
propiedades fisicas y quimicas de péptidos y proteinas tales como el tamano,
la forma, la composicion, la carga neta y la distribucion de cargas, la relacion
hidrofobicidad /hidrofilicidad, las estructuras secundarias, terciarias y
cuaternarias, la flexibilidad o rigidez molecular y la capacidad de interactuar
con otros componentes del alimento afectando las propiedades funcionales y la
actividad biologica.

En la literatura cientifica reciente se encuentra un numero creciente de
trabajos relativos a la importancia que presenta la glicosilacién de proteinas y
su potencial uso como productos funcionales. Entre las proteinas glicosiladas
se encuentran las proteinas de plasma (Matsudomi y col., 1995), proteinas de
huevo como la ovoalbumina (Kato y col., 1995; Handa y Kuroda, 1999;
Matsudomi y col., 2002), la lisozima (Shu y col., 1998; Yeboah y col., 2000) y
las proteinas miofibrilares de peces (Sato y col., 2003).

En el caso de las proteinas lacteas se observaron diferencias entre los
carbohidratos utilizados para la glicosilacion. Los derivados de las hexosas o
la lactosa exhiben una mayor solubilidad y un aumento de las propiedades
emulsificantes comparadas con los derivados de la ribosa y el gliceraldehido
(Shida y col., 1994; Chevalier y col., 2001c). En sistemas modelo con f-
Lactoglobulina, los derivados glicosilados de acido glucénico presentaron una
mayor solubilidad y estabilidad térmica con el tiempo de reaccion, frente a
derivados del acido melibionico-B-lactoglobulina (Kitabatake y col., 1985).
Cuando se utilizo glucosa-6-fosfato (Aoki y col., 1997) o polisacaridos como
acido alginico (Hattori y col., 1997) la glicosilaciéon provocoé un aumento de la
solubilidad y la estabilidad térmica respecto a las proteinas no glicosiladas.
También se observaron aumentos en la estabilidad térmica y las propiedades
emulsificantes por la conjugacién con carboximetildextrano (Nagasawa y col.,
1996; Hattori y col., 2000).

Para el caso de sistemas con [-lactoglobulina y lactosa a aw bajas se
detecto un aumento en la extension de la glicosilacion, observandose la
existencia de diferentes estructuras de B-Lactoglobulina glicosilada (Morgan y
col., 1999a y 1999b; Jones y col. 1998; Maubois y col. 1995). Otros autores
compararon la glicosilacién a una aw de 0,65 y en solucién observandose, en el
primer caso, un mayor numero de lactosas enlazadas y aumento en la
solubilidad debido a la formacién de dimeros de 3-Lactoglobulina estabilizados

mediante enlaces disulfuro. Por el contrario, cuando la reaccion se llevo a cabo
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en solucion se obtuvo un nivel bajo de lactosas enlazadas, baja solubilidad y
alteracion en las etapas del proceso de desnaturalizacion - agregacion térmica
(Morgan y col., 1997, 1999a, 1999b; Bouhallab y col., 1999).

Durante la modificacion de -lactoglobulina con distintos polisacaridos
se produjo una disminucion de los efectos inmunogénicos de la misma, siendo
esta proteina la causa principal de alergias en productos lacteos (Spies, 1976;
Kobayashi y col., 2003 y 2001).

En el caso de las caseinas la modificacion con glucosa y galactosa
produce aumento en la solubilidad, en la viscosidad y mejora en las
propiedades espumantes (Courthaudon y col., 1989; Closs y col., 1990).
Cuando se modifico el caseinomacropéptido con lactosa no se detectaron
diferencias en la solubilidad y la estabilidad térmica de los compuestos
glicosilados comparados con la proteina sin glicosilar, pero si un aumento de
la actividad emulsificante (Moreno y col., 2002).

También se estudidé la glicosilacion de albumina sérica bovina la cual
present6 diferencias con la aw y los monosacaridos utilizados (Yeboah y col.,
1999).

La glicosilacion de proteinas induce otras propiedades benéficas para el
consumidor tales como actividad antioxidante de proteinas de suero en polvo
calentadas (Browdy y Harris, 1997), actividad antimicrobiana y citotéxica
(Chevalier y col.,, 2001b). Aunque durante este proceso los antioxidantes
naturales son destruidos hay otros que son formados (Nicoli y col., 1997). Las
propiedades antioxidantes de los productos de la reaccion de Maillard fueron
estudiados en sistemas modelo (Alais y col., 1997; Yoshimura y col., 1997).

Asi también esta reaccion puede reducir seriamente el valor nutritivo de
los alimentos. Esto es debido a la destruccion de aminoacidos esenciales y a la
formacion de compuestos toxicos y antinutritivos. El estudio de la toxicidad de
los compuestos procedentes de la reaccion de Maillard presenta grandes
dificultades debido a la complejidad de las reacciones que tienen lugar. Pero es

un tema de suma importancia en el que actualmente se esta trabajando.

1.3.6.- Indicadores de la reaccion de glicosilacion

La formacion de compuestos coloreados ha sido utilizada para
determinar la extension de la reaccion de glicosilacion en alimentos. Este

método tiene poca aplicacion en la actualidad debido a que tratamientos
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térmicos moderados no producen un pardeamiento visible. Por todo esto son
los compuestos originados en las primeras etapas los mas estudiados. De los
compuestos derivados de la reaccion de Maillard, la lactulosil-lisina y sus
productos de hidroélisis han sido los mas analizados (Resmini y col., 1990;

Delgado y col., 1992; Villamiel y col., 2000; Lopez y Olano, 1999) (Figura 1.8).

(Galactosa)-Glucosa + Lisina-Proteina
1. Compuesto de adicion LISINA
2. Glicosilamina N-sustituida +
|
v Lisina
3a. Base de Schiff |
i /\ 77 C - CHz
3b. Form:n enol '\.\'\ .l;x.r' o
| I
| - N
- Hidrolisis
4. {Galactosa)-Fructosil-lisina-Proteina —_— FUROSINA
acida
+
Nor-leucina
I
,/N\ ~CH,4
_—
Pardeamiento OH ~ ™
I
o
PIRIDOSINA

Figura 1.8. Esquema de las primeras etapas de la reaccion de Maillard y de la
formacién de furosina y piridosina.

La furosina ha sido considerada, hasta el momento, como el indicador
mas valioso de la pérdida de valor nutritivo de la proteina ligada a los aztcares
reductores como consecuencia de la reaccion de Maillard en alimentos. Su
medida es un indice de la cantidad de lisina ligada como lactulosil-lisina o
fructosil-lisina y por tanto no disponible biolégicamente (Evangelisti y col.,
1994; Pizzoferrato y Manzi, 1998).

La furosina fue detectada por primera vez por Erbersdobler y Zucker
(1966) en hidrolizados de leche en polvo sobreprocesada, como un pico
desconocido que eluye detras de arginina en los cromatogramas obtenidos en
el analisis de aminoacidos. Bruggeman y Erbersdobler (1968) detectaron este
mismo compuesto en hidrolizados de los productos de reaccion resultantes del
calentamiento de glucosa con lisina y en la hidrélisis de fructosil-lisina (e-N-(1-
desoxi-D-fructosil)-L-lisina). Finot y col. (1968) corroboraron los resultados de
Erbersdobler y Zucker (1966) en muestras de leche y obtuvieron el mismo
compuesto, el que identificaron como furosina (e-N-(2-furoilmetil)-L-lisina)

mediante su aislamiento, purificacion por cromatografia en columna de

Pagina 28



intercambio i6nico y analisis de la estructura por espectrometria infrarroja, de
masas, resonancia magnética nuclear y espectroscopia UV-visible.

Nakai y col. (1975) aislaron y purificaron la furosina a partir del
calentamiento de caseina con glucosa. Los resultados obtenidos concuerdan
con los de Finot y col. (1968) quienes encuentran un segundo pico procedente
de la hidrolisis de fructosil-lisina, identificandolo como piridosina (e-1,4-
dihidro-6-metil-3-hidroxi-4-oxo-1-piridil)-L-norleucina). Su cuantificacion, sin
embargo, resulta complicada ya que eluye en una zona de gran solapamiento

de compuestos.

1.4 Propiedades funcionales de proteinas

Cheftel y col. (1989) definen las propiedades funcionales de un
componente como aquellas propiedades fisicoquimicas que determinan las
caracteristicas de los alimentos en los cuales se encuentran o son agregados.
Las propiedades funcionales de un componente en particular no estan
relacionadas con sus propiedades nutricionales ni con la funcion biologica que
pueda cumplir en la fuente de origen de donde es extraido, pero son
propiedades que tienen una gran importancia desde el punto de vista
tecnologico. Cheftel y col. (1993), clasifican las propiedades funcionales para
las proteinas en tres grupos: propiedades de interaccion proteina-agua o
hidratacion (solubilidad, absorciéon y retenciéon de agua, viscosidad), las
propiedades de interacciéon proteina-proteina (gelificacion, texturizacion,
formacion de peliculas, entre otras) y propiedades de superficie, las cuales
dependen de la interaccion de la proteina con dos fases inmiscibles como
aire/agua o aceite/agua. Dentro de estas ultimas propiedades funcionales se
encuentran el espumado y la emulsificacion. Estos grupos estan
interrelacionados entre si, ya que algunas propiedades funcionales pueden
implicar mas de un tipo de interaccién, como por ejemplo la gelificacion que
depende tanto de la interaccion proteina-proteina como de la interaccion
proteina-agua. La clasificacion de las propiedades funcionales segun el tipo de
interaccion no significa que dicha interaccion sea la que exclusivamente se
establezca, sino la que predomina. Incluso, en algunos casos, por ejemplo la
viscosidad, tanto las interacciones macromolécula-solvente, como las que se

establecen entre las macromoléculas son del mismo nivel de importancia para
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la propiedad funcional y lo mismo sucede con el fenémeno de gelificacion
(Cheftel y col., 1993).

Cabe destacar que el concepto de propiedad funcional puede aplicarse a
otros componentes normalmente presentes en los alimentos, como los hidratos

de carbono y los lipidos.

Tabla 1.3. Propiedades funcionales de proteinas. (Phillips y col., 1994)

Propiedad General Criterio funcional
Organoléptica Color, aroma, sabor
Kinestésica Textura, suavidad, arenosidad, turbidez,
palatabilidad
Hidratacion Solubilidad, adsorcion de agua, viscosidad,

retencion de agua, humectabilidad,
gelificacion, sinéresis

Superficial Emulsificacion, espumado, formacion de
peliculas
Fijacion Fijacion de lipidos, fijacion de aromas

Reoldgica/estructural Elasticidad, cohesividad, dureza,
masticabilidad,
adhesividad, formacion de redes, agregacion,
formacion de masa, texturizabilidad,
extrudabilidad

Las propiedades funcionales de una proteina estan determinadas
fundamentalmente por sus propiedades fisicas, quimicas y estructurales.
Estas propiedades incluyen tamano, forma, composicion y secuencia
aminoacidica, cociente hidrofilicidad/hidrofobicidad, carga neta y su
distribucién, contenido y distribuciéon de estructura secundaria (a-hélice, B-
hoja, etc.) arreglos de estructura terciaria y cuaternaria de segmentos
polipeptidicos, entrecruzamiento inter e intracatenarios por uniones disulfuro,
grado de flexibilidad-rigidez de la proteina en respuesta a cambios externos y
la capacidad de interaccionar con, o repeler, otros componentes (Damodaran,
1989, 1996).

El método de obtencion, las condiciones de procesamiento (acidez,
fuerza idnica y particularmente tiempo y temperatura), naturaleza del medio
(acuoso u oleoso), la composicion y las caracteristicas del medio al cual se
aplican (pH, temperatura, fuerza idnica, etc.) y la interaccion con otros
componentes modifican las propiedades funcionales de las proteinas
(Damodaran, 1989; Tolstoguzov, 1993). Estas modificaciones son simplemente

una consecuencia de los cambios estructurales y conformacionales acaecidos
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en la proteina debido a variaciones en factores ambientales (Damodaran,
1989).

Mientras algunas proteinas son capaces de desarrollar una unica
propiedad funcional por ejemplo la gelificacion del colageno, otras son capaces
de exhibir una amplia gama de propiedades funcionales (Tabla 1.3). Los
atributos sensoriales de los alimentos se deben a complejas interacciones
entre varios ingredientes funcionales. Por tanto, para que una proteina sea
util, como ingrediente, en la elaboracion de diversos alimentos debe poseer
multiple funcionalidad (Damodaran, 1996). Las proteinas de origen animal,
como las de la leche, el huevo y la carne, son muy usadas en la elaboracion de
alimentos. Estas proteinas son mezclas de especies moleculares distintas, con
propiedades fisicoquimicas muy diferentes y capaces de desempenar
numerosas funciones. Las proteinas de origen vegetal (por ejemplo las de soja
y otras leguminosas y las de semillas oleaginosas) se usan en un grado
limitado en los alimentos convencionales. Aunque estas proteinas son también
mezcla de diversas especies moleculares, no se comportan tan bien como las
proteinas animales en la mayor parte de los productos alimenticios
(Damodaran, 1996).

El mejor conocimiento de la funcionalidad de una proteina puede
obtenerse cuando el constituyente proteico del sistema modelo a ensayar es
una proteina Unica, purificada y de estructura nativa conocida (Cheftel y col.,
1989). Se han establecido unas cuantas correlaciones empiricas entre
propiedades moleculares y ciertas propiedades funcionales en sistemas
modelo. Sin embargo la mayor parte de los ingredientes proteicos disponibles
para uso industrial son mezclas de proteinas que contienen apreciables
cantidades de gluacidos, lipidos, sales minerales, polifenoles, etc. y ademas
esos mismos compuestos son componentes de los alimentos reales, con los
cuales las proteinas interaccionan. Aunque los aislados proteicos contienen
menos constituyentes no proteicos, como fueron expuestos a ciertos
tratamientos, a menudo drasticos, su estructura inicial y funcionalidad
pueden resultar afectadas (Cheftel y col., 1989; Damodaran, 1996). Por otra
parte durante la fabricacion de los alimentos es factible que ocurra
desnaturalizacion de proteinas (Damodaran, 1996). Todos esos fenémenos
modifican el comportamiento funcional de las proteinas, por consiguiente la
funcionalidad asociada con las caracteristicas estructurales de cierta proteina

no necesariamente evidenciara las propiedades del sistema alimentario. Por
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otra parte ha sido observado experimentalmente que existen desviaciones
significativas entre las propiedades de mezclas y las calculadas asumiendo la
adicion lineal de las propiedades individuales de los ingredientes (Arteaga y
col., 1993; Arteaga y Nakai, 1993). Por tanto para el desarrollo de un nuevo
producto donde se implementara el uso de proteinas con determinada
funcionalidad, no es suficiente el estudio de las proteinas aisladamente. Se
necesita ademas una evaluacion experimental mediante pruebas que incluyen
desde medidas concretas de propiedades fisicoquimicas bien definidas como
ser viscosidad, tension superficial, solubilidad, a simples ensayos sobre su
aplicacion como por ejemplo medir el volumen del pan después de la coccion o
la pérdida de agua durante la coccion de hamburguesas. Entre estos dos tipos
de ensayos se encuentran una serie de pruebas que pueden aplicarse a
sistemas modelo como por ejemplo la medida de la capacidad emulsificante y
estabilidad de la emulsion de una mezcla aceite-agua-proteina en unas
condiciones concretas (Cheftel y col., 1989).

Carp (2001), propuso tres niveles de evaluacion de la funcionalidad de
una proteina:

a) analisis a nivel molecular donde se estudia la estructura molecular, tipos de
enlace, caracteristicas eléctricas, caracteristicas térmicas, etc.;

b) en sistemas modelo, donde se utilizan pequenas cantidades de muestra y la
composicion del sistema no es compleja.

c) en sistemas reales donde se formula el alimento y se requieren mayores
cantidades de muestra y el sistema es multiple y complejo.

Todas estas estrategias tienen ventajas y desventajas. La evaluacion en
sistemas reales permite evaluar la contribucion funcional de la proteina en el
producto final, es indispensable en etapas de optimizacion y definicion de la
tecnologia industrial de producciéon, pero los ensayos de utilizacion son
costosos, exigen mucho tiempo y solo se tiene una informacion empirica del
proceso. En los estudios con sistemas modelo se puede realizar una
evaluacion rapida y comparativa de proteinas de distinto origen o distintas
tecnologias de obtencion y es factible realizar ciertas correlaciones entre
propiedades fisicas y quimicas de las proteinas y la funcionalidad estudiada,
pero como las proteinas poseen multitud de propiedades fisicas y quimicas, es
dificil delimitar el papel que cada una de ellas juega en una determinada
propiedad funcional. (Damodaran, 1996). Ademas, como ya fue senalado, el

comportamiento en los sistemas modelo no siempre es el mismo que en los
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alimentos reales. El analisis a nivel molecular permite conocer las causas
moleculares de la funcionalidad, esto es importante ya que permite proyectar
las mejores técnicas de procesamiento, tanto en la obtencion del ingrediente
proteico como en la elaboracion del propio alimento, para conservar o mejorar
la funcionalidad. También, permite desarrollar estrategias para modificar las
caracteristicas conformacionales y estructurales de las proteinas alimentarias
y asi lograr la funcionalidad especifica deseada (Scilingo, 2000). Cabe sin
embargo senalar que predecir fiablemente las propiedades funcionales a partir
de sus propiedades moleculares hasta el momento es dificultoso.

En la Tabla 1.4 se muestran las relaciones existentes entre las

propiedades moleculares, funcionales y estructurales de las proteinas.

Tabla 1.4. Relacion entre las propiedades funcionales, moleculares y
estructurales de las proteinas. (Damodaran, 1989)

Propiedades Propiedades Propiedades
moleculares funcionales estructurales
Hidrodinamicas Viscosidad, Forma, tamano
Gelificacion
Superficie Solubilidad Composicion
aminoacidica
Espumado Distribucion
aminoacidica
Emulsificacion Flexibilidad molecular

Retencion de lipidos

A nivel empirico, las diversas propiedades funcionales de las proteinas
pueden considerarse como una manifestacion de dos aspectos moleculares de
las mismas: a) las propiedades hidrodinamicas, b) las propiedades
relacionadas con la superficie (Damodaran, 1996). Algunas propiedades
funcionales como la viscosidad, la gelificaciébn y la texturizacion, estan
relacionadas con las propiedades hidrodinamicas de las proteinas que
dependen del tamarno, la forma y la flexibilidad molecular. Otras como la
humectabilidad, la dispersabilidad, 1la solubilidad, las propiedades
espumantes, emulsionantes y de fijacion de saborizantes estan relacionadas

con las propiedades quimicas y topograficas de la superficie de las proteinas.

1.4.1. Propiedades funcionales de superficie
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Numerosos alimentos naturales y procesados son espumas o
emulsiones. Estos sistemas dispersos son inestables, a menos que en la
interfase se situé una sustancia anfifilica apropiada. Las proteinas son
moléculas anfifilicas y migran espontaneamente a la interfase aire-agua o
aceite-agua. Esa migracion espontanea de las proteinas desde la fase liquida a
la interfase indica que la energia libre de las proteinas es menor en la interfase
que en la fase acuosa. Por tanto, cuando se establece el equilibrio, la
concentracion de proteina en la region interfacial es siempre superior a la que
tiene en la fase acuosa. A diferencia de los agentes tensoactivos de bajo peso
molecular, las proteinas forman una pelicula muy viscoelastica en la interfase.
Esta pelicula resiste los choques mecanicos durante el almacenamiento y la
manipulacion y por esta razén las espumas y las emulsiones estabilizadas por
proteinas son mas estables que las preparadas con agentes tensioactivos de

bajo peso molecular (Damodaran, 1996).

1.4.1.1. Tension superficial y area superficial.

Durante la formacion de emulsiones y espumas hay un aumento de
area interfacial o superficial con el consecuente incremento de la energia libre
del sistema, por lo tanto, las espumas y las emulsiones son
termodinamicamente muy inestables (Walstra, 1989). En la interfase entre un
liquido y un gas se genera una tension denominada tension superficial o,
comunmente expresada en mN/m o dinas/cm que es una consecuencia del
desequilibrio de fuerzas sobre las moléculas situadas en una superficie. Si se
considera un sistema aire-agua, las moléculas de agua situadas en la interfase
son muy diferentes de las situadas dentro de la masa de la disolucién,
experimentando distintos efectos de las fuerzas intermoleculares (Figura 1.9).
Las moléculas tienden a moverse hacia el interior de la masa acuosa, puesto
que una molécula de agua en esta posicion tiene una energia potencial menor
que en la interfase. Esta fuerza que impulsa a la molécula de agua situada en
la superficie a moverse hacia el interior se denomina tensién superficial

(Wong, 1989).
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Figura 1.9 Moléculas de agua en una interfase aire-agua.

De la misma manera, en la interfase entre dos liquidos inmiscibles (A y

B) se produce una tension interfacial yiag
Viw = VA=yB  (L1)

donde YA y yB son las tensiones interfaciales de los liquidos A y B,
respectivamente, y yiag €s la tension interfacial entre A y B.
La variacion de la energia libre (AG) del sistema esta dada por:
AG = vyiAA (1.2)

donde AA es el area superficial o interfacial.

1.4.1.1.1 Adsorcion de proteinas en interfases

La disolucion de una sustancia en agua puede aumentar (sales) o
disminuir (surfactante) la tension superficial o interfacial. Las sustancias
tensoactivas son aquellas que por su naturaleza anfifilica se adsorben en la
interfase agua-aceite o agua-aire y reducen la tension de la misma. Las

proteinas, por tener en sus moléculas tanto dominios hidrofébicos como
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hidrofilicos, son sustancias que exhiben propiedades superficiales (Walstra,
1989).

Las proteinas experimentan cambios conformacionales significativos en
la interfase esto es previsible pues la conformacion de las proteinas es una
manifestaciéon de su interaccién intramolecular y con el medio. Esto puede
involucrar un descenso neto en su energia libre comparada con la que tienen
en el seno de la fase. Desde que la conformacion secundaria y terciaria de una
proteina en una interfase es dificultosa de descifrar, esas configuraciones son
comunmente descritas en términos de “trenes“, “bucles” y “colas” (Figura

1.10).

s
. f}

&
T
proteina nativa proteina desnaturalizada
tren

fase no acuosa / \ - . a
______________ ?}r o WD%__ S GU% . =00 -

fase acuosa . “g ;

1 : \ T / > — cola

cola bucle

Figura 1.10. Representacion esquematica de la conformacion de una proteina en una
interfase. Residuos de aminoacidos polares (e), no polares (o) y neutros («»). Tomado de
Panizzolo, 2005 (Adaptado de Phillips, 1977)

Los “trenes” son los segmentos hidrofobicos que yacen planos sobre la
interfase, haciendo contacto con las fases acuosa y no acuosa (aire o aceite).
Los “bucles” son los segmentos de polipéptidos entre los “trenes” y las “colas”
son los segmentos N y C terminal, ambos invariablemente situados dentro de
la fase acuosa. La distribucion relativa de “trenes”, “bucles” y “colas” en la
molécula adsorbida determina las propiedades de las emulsiones y espumas.
Si los “trenes” son la conformacién predominante, entonces, la proteina
ejercera una alta presion superficial. Para que esto ocurra la proteina debera
ser altamente flexible e hidrofébica. La estabilidad de las emulsiones de este
tipo de proteinas, sin embargo puede no ser mejor que la de aquellas que

forman mas bucles como las proteinas globulares (Damodaran, 1997).
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La disminucion de tension interfacial por las proteinas se expresa
mediante el concepto de presion superficial o interfacial (1), la cual se define
como:

M(mN/m)= yo-vy (1.3)
donde yo es la tension interfacial de las fases puras, es decir, la tension
superficial de un liquido en equilibrio con su vapor (interfase liquido-aire) o la
tension interfacial de un liquido en contacto con agua (en un sistema liquido-
liquido), y y es la tension superficial o interfacial en presencia de proteina
(McClements, 1999).

Por otra parte, la acumulacion de proteina en la interfase debido al
proceso conocido como adsorcion interfacial se caracteriza por medio de la

concentracion superficial o interfacial (I):

mg proteina

r( 3 ) =

m
= a.4

donde m es la cantidad de proteina presente en la interfase y A el area total
interfacial.

La cinética de adsorcion de una proteina en la interfase se evalua
mediante la variacion de la tensién o presién interfacial en el tiempo. La
adsorcion de una proteina en la interfase se produce en tres etapas: la
difusion de las moléculas proteicas, la adsorcion en la interfase y el
reordenamiento de las moléculas ya adsorbidas (Tornberg y col., 1982). La
tension interfacial disminuye hasta llegar a un valor minimo, la tension
interfacial de equilibrio (ye). Por consiguiente, la presion interfacial de

equilibrio alcanza un valor maximo dado por:

Te (mN/m) =vyo - ye (1.5)
donde Te es la presion interfacial de equilibrio.

El equilibrio se establece entre la velocidad de adsorcion y la de
desorcion de la proteina en la interfase. Este equilibrio, que es de naturaleza
dinamica, esta casi totalmente desplazado hacia la adsorcion interfacial por
que esta situacion es energéticamente mas favorable. En este caso, se llega a
una situacion donde todo el espacio disponible en la interfase se satura
formando una monocapa, que da lugar al film interfacial. En dispersiones

proteicas muy concentradas, el exceso de proteina puede adsorberse en
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multicapas, dependiendo principalmente de la naturaleza de las interacciones
que se establecen entre las moléculas de proteina adsorbidas en la monocapa
y las que provienen del medio acuoso (McClements, 1999).

Por estudios de espectroscopia infrarroja y dicroismo circular, se
demostré6 que los cambios conformacionales mas importantes durante la
adsorcion interfacial de una proteina se dan a nivel de la estructura terciaria y
cuaternaria (van Aken, 2003). La estabilizacion de la monocapa o multicapas
tiene lugar por interacciones de tipo no covalente, pero si en la secuencia
aminoacidica existen grupos sulfhidrilos libres pueden ocurrir reacciones de
intercambio disulfuro-sulfhidrilo en la interfase, formando un film interfacial
resistente y de alta viscoelasticidad que contribuye a la estabilidad
(Damodaran, 2005).

Para ser considerados buenos agentes interfaciales, las proteinas deben
poseer otras propiedades: flexibilidad molecular, solubilidad e hidrofobicidad
superficial. La flexibilidad molecular es la capacidad que tiene la proteina de
sufrir cambios conformacionales rapidos cuando es transferida de un medio a
otro medio diferente. Durante la preparaciéon de una emulsion o una espuma,
el transporte de la proteina a la interfase se realiza por conveccion mas que
por difusion (Walstra, 1993). Por tal motivo, los cambios conformacionales
rapidos en la interfase son esenciales para que las proteinas orienten sus
residuos aminoacidicos hidrofilicos e hidrofobicos hacia la fase acuosa y
dispersa, respectivamente. La solubilidad es otro requisito fundamental para
que una proteina sea un buen agente superficial. Las proteinas poco solubles
quedan dispersas en forma de agregados en la fase acuosa y pierden
totalmente la flexibilidad estructural, lo cual afecta notablemente su
capacidad de adsorcion interfacial. Por lo tanto, las condiciones en las cuales
las proteinas pueden perder solubilidad, como la cercania del punto
isoeléctrico, no son adecuadas para la preparacion de emulsiones o espumas.
Por ultimo, la hidrofobicidad superficial es otra propiedad importante: los
residuos aminoacidicos hidrofébicos de una proteina generalmente se ubican
en el interior de la estructura globular, pero muchos también pueden estar en
contacto con el medio acuoso. La cantidad de “parches” hidrofébicos en la
superficie de la molécula de la proteina juega un rol sumamente importante en
el anclaje inicial de la misma en la interfase aceite/agua, es decir en la fase de

penetracion durante la adsorcion (Kato y Nakai, 1980).
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La afinidad de un agente emulsificante por la interfase se define
mediante los conceptos de eficiencia de adsorcion y actividad superficial. La
eficiencia de adsorcién es una medida de la minima cantidad de agente
emulsificante requerida para la saturacion de la interfase, mientras que la
actividad superficial es el valor de presion superficial que se alcanza cuando la
interfase se satura. Estos parametros dependen marcadamente de la
estructura molecular de los agentes emulsificantes y de las condiciones del
entorno (pH, fuerza iénica). A la misma concentracion molar, las proteinas
tienen mayor eficiencia de adsorcion que los agentes surfactantes de bajo peso
molecular, porque en su estructura molecular hay varios sitios hidrofébicos
que interaccionan favorablemente con la fase lipidica, de manera que se
requiere menor concentracion molar para que se produzca la saturacion de la
interfase (McClements, 1999). Por otro lado, a concentraciones donde se
produce la saturacion de la interfase, las moléculas de agentes surfactantes de
bajo peso molecular producen un incremento de la presion superficial mas
elevado que las proteinas y por lo tanto tienen mayor actividad superficial.
Esto se atribuye a su empaquetamiento mas eficiente en la interfase debido a
su estructura molecular mas simple (McClements, 1999; Damodaran, 2005).

Cuando una proteina y un agente emulsificante no proteico (u otra
proteina diferente) se adicionan al sistema antes de la preparacion de una
emulsion, pueden competir por la adsorcién en la interfase. Este hecho se
denomina adsorcién competitiva, tiene lugar en muchas emulsiones
alimentarias y no siempre conduce a sistemas mas estables. Si a una
emulsion formulada con proteinas se adiciona un agente emulsificante no
proteico, como resultado de la adsorcion competitiva, puede producirse el
desplazamiento total de las proteinas en la interfase. Esto sucede cuando el
dodecil sulfato de sodio (SDS) se adiciona a una emulsion, siempre que la
relacion SDS/proteina sea elevada. El empaquetamiento de una proteina en la
interfase no es homogéneo debido principalmente a su complejidad
estructural, por lo tanto, en la interfase existen espacios vacios. Cuando las
moléculas de SDS se adicionan a la fase continua, inicialmente se adsorben en
estos espacios vacios debido a su bajo peso molecular y a medida que pasa el
tiempo estos dominios interfaciales ricos en moléculas de surfactante crecen
en el tiempo y comprimen el film proteico. A presiones interfaciales
suficientemente elevadas (debido a la adsorcién de moléculas de surfactante),

el film proteico pierde su integridad y se produce la desorcion de la proteina
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(Mackie y col., 2003). Este mecanismo de desplazamiento, llamado mecanismo
orogénico de desplazamiento (“orogenic displacement mechanism”) también
puede aplicarse con el mismo razonamiento a otros agentes surfactantes de
bajo peso molecular (Damodaran, 2005). Este mecanismo constituye la base
de algunas técnicas de caracterizacion de emulsiones que se aplicaran a lo

largo de este trabajo.

1.4.1.1.2 Propiedades reoldgicas superficiales de las proteinas

adsorbidas en interfases

En la formacion de espumas y emulsiones, la capacidad de respuesta
de la interfase a una perturbacion o la manera en la que se alcanza un nuevo
estado de equilibrio son en general, mas importantes que el estado de

equilibrio mismo

v
Y+ Ay !
- —

Figura 1.11. Respuesta de una interfase a una perturbacién. Las flechas
indican la direccion del liquido interfacial y del seno de la disolucién.

La respuesta de una interfase a una perturbacion de su estado de
equilibrio se describe de manera esquematica en la Figura 1.11. En esta se
observa como un incremento del area interfacial tiende a producir una zona en
la que la densidad interfacial es menor y por ello, la tension interfacial
también aumenta localmente (Ay=0). Las areas de alta tension interfacial
tienden a contraerse a expensas de las areas de menor tensiéon interfacial con
el fin de reducir el exceso de la energia interfacial del sistema. Por tanto, el
gradiente de tension interfacial produce movimiento de la interfase y el seno
de la disolucién se mueve para contrarrestar la perturbaciéon. En general, los
efectos mecanicos producidos por un gradiente de tension interfacial en una
interfase reciben el nombre de “Efectos de Marangoni”. El primer paso hacia la

interpretacion cuantitativa de estos fenémenos lo constituye la definicién de
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Gibbs de la elasticidad superficial como el cambio en la tension superficial por
unidad de cambio relativo de area interfacial:
e (mN/m) = dy (1.6)
dln A

donde ¢ es la elasticidad limite de Gibbs y y es la tension superficial

Gibbs defini6 este parametro inicialmente para la superficie de un
liquido estabilizado por una pelicula de jabon, pero ha resultado ser adecuado
para expresar gradientes de tension interfacial en cualquier interfase liquido-
fluido (Lucassen-Reynders, 1993). Este parametro ¢ se denomina “elasticidad
de Gibbs” o “elasticidad limite de Gibbs”. El término “moédulo dilatacional
interfacial” se utiliza para el caso mas general en el cual la interfase tiene un
comportamiento viscoso ademas de elastico ante una deformacién. La
componente viscosa refleja la existencia de procesos de relajacion en, o cerca
de, la interfase. Asi, el modulo ¢ es una medida de la resistencia que opone
una interfase a la creacion de regiones de alta tension interfacial y de la
velocidad a la que los gradientes de tension interfacial desaparecen una vez
que cesa la perturbacion sobre la interfase (Lucassen-Reynders y Kuijpers,
1992)

En un caso general en el que se somete a una interfase a una
perturbacion pequena de area AA, la respuesta en tension interfacial
originada, Ay, se puede escribir como la suma de la contribuciéon elastica y
viscosa:

Ay=ed AlnA+nd Aln A (1.7)
donde ed es la elasticidad dilatacional interfacial y nd es la viscosidad
dilatacional interfacial.

Si la deformacion es suficientemente pequefia y lenta, los coeficientes
ed y nd seran constantes. En este caso, comparando las ecuaciones 1.6 y 1.7

se obtiene la expresion general del operador matematico, modulo dilatacional

e=ed+nd (1.8)

Esta condicion se consigue usualmente en experimentos en los que se
imponen oscilaciones de tensiéon y densidad interfacial al sistema alrededor de
sus valores en condiciones de equilibrio. En estos experimentos, la amplitud y

la velocidad de la oscilacion pueden ser controladas facilmente. Asi pues, en
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un experimento oscilatorio, el operador d/dt operaria sobre un desplazamiento

interfacial dado por una funcién de onda:

Aln A ce exp (ift) (1.9)
donde f es la frecuencia angular de la oscilacion. El modulo dilatacional
interfacial para el caso de oscilaciones peridodicas es una magnitud compleja

dada por la siguiente expresion:

e=¢+ifnd (1.10)

En esta expresion, la parte real, también Illamada moédulo de
almacenamiento, coincide con la elasticidad interfacial dilatacional mientras
que la parte imaginaria, que también se denomina médulo de pérdida, es
proporcional a la viscosidad interfacial dilatacional. El caracter complejo de
esta magnitud, se refleja experimentalmente en una diferencia de fase que
aparece entre el cambio en tension interfacial, Ay, y el cambio en area
interfacial, AA, dada por @, de tal forma que los componentes elastico y viscoso
el modulo dilatacional, se pueden expresar también en funcion de este
desfasaje.

ed = |e|cos @ (1.11)
nd = |e| sen @ (1.12)

En la bibliografia existen multitud de dispositivos experimentales que
permiten medir el médulo dilatacional interfacial de capas de proteinas o
surfactantes adsorbidas en interfases liquido-fluido. En funcion de las
caracteristicas del dispositivo, la frecuencia de ondulaciéon puede variar en
varios ordenes de magnitud (Benjamins y Lucassen-Reynders, 1998).

El médulo dilatacional interfacial contiene una importante informaciéon
estructural acerca de la capa interfacial de moléculas adsorbidas. Sin
embargo, debido a la multitud de fenémenos que afectan a esta magnitud, la
correcta interpretacion de las curvas experimentales es muy compleja y por
ello resulta muy complicado extraer esta informacién de los resultados
experimentales (Freer y col., 2004; Benjamins y Lucassen—-Reynders, 1998).
Cada uno de los parametros dilatacionales contiene informacion relacionada
con la resistencia que opone la capa interfacial a la deformacion. Cuando se

encuentra un maximo en la elasticidad interfacial, grafica -elasticidad
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interfacial en funciéon de la presion interfacial, este se identifica con un cambio
estructural de la capa adsorbida. Si se estudia la pendiente de la parte lineal
se la puede relacionar con el grado de compactaciéon, un aumento de la
pendiente esta relacionado con una disminucion de la flexibilidad de la
molécula en la interfase (Benjamins y Lucassen—-Reynders, 1998; Benjamins y
col., 1996).

Por el contrario, la deteccion de un componente viscoso en la capa
interfacial indica que en ella tienen lugar procesos de relajacion como son el
intercambio difusivo de moléculas en la capa interfacial con moléculas en el
seno de la disoluciéon y en el caso de peliculas formadas por macromoléculas,
reorganizacion estructural molecular en la capa interfacial o fenémenos de
colapso (Williams y col. 1997; Benjamins y Lucassen—Reynders, 1998)

Existen dos casos limite, accesibles experimentalmente y que facilitan la
interpretacion de los resultados en los que la pelicula interfacial tiene un
comportamiento dilatacional puramente elastico (Lucassen-Reynders, 1993).

1- Monocapa insoluble: En el caso de una monocapa insoluble se
supone que no existe intercambio difusivo entre la capa interfacial y
el seno de la disolucion. Ademas, en este caso, la oscilacion se
realiza lo suficientemente lenta, de forma que la escala temporal en
la que tiene lugar cualquier proceso de relajacion en la interfase es
mucho menor que el periodo de la oscilacion. Asi, la capa interfacial
cumple que I''A = cte y la interfase se encuentra siempre en
condiciones de equilibrio pues se adapta de manera inmediata a la
deformacion. En este caso, la elasticidad interfacial toma un valor
limite dado por:

Ey = _dy (1.13)
dinl
2- Capa adsorbida puramente elastica. En este caso si que puede
existir un intercambio difusivo de moléculas entre la capa interfacial
adsorbida y las moléculas en el seno de la disolucion al producirse
la deformacion de la interfase. Una manera de evitar que se
produzca este intercambio es realizar la perturbaciéon lo
suficientemente rapida como para que la interfase no tenga tiempo
de responder a la perturbacion impuesta. Por ello, en este caso

limite, no hay tiempo de que se produzcan procesos de relajacion en
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la interfase y la viscosidad superficial que presenta el sistema en
estas condiciones es despreciable. Asi, la capa interfacial adsorbida
se comporta una vez mas como insoluble y la elasticidad interfacial
se puede relacionar con las propiedades en equilibrio de la capa

interfacial, haciendo uso de la Ecuacion 1.13

Las propiedades dilatacionales de las peliculas de proteinas adsorbidas
6 de surfactantes de bajo peso molecular son muy diferentes. En términos
generales, los surfactantes de baja masa molecular (MM) difunden
rapidamente a la interfase y forman peliculas, denominadas moviles, en las
que una interfase libre es rapidamente ocupada por una molécula de
surfactante. Por el contrario, las proteinas son moléculas grandes, que
difunden lentamente y que forman peliculas interfaciales, denominadas
inmoviles, pero muy resistentes debido a la gran interaccion intermolecular
existente entre las proteinas adsorbidas en la capa interfacial (Wilde, 2000).
Por ello, la interpretacion de las curvas experimentales de los parametros
dilatacionales de las peliculas de proteina adsorbida en interfases liquido-
fluido es mas compleja que la de los surfactantes de baja MM.

En este trabajo, se ha hecho uso de un modelo teérico, propuesto por
Panizzolo 2005, que se detalla en el capitulo siguiente para la interpretacion
de las curvas experimentales de propiedades dilatacionales de capas de
proteina adsorbida en interfase liquido-fluido o aire-liquido con el fin de

extraer un maximo de informacion estructural de las mismas.

1.4.1.2. Emulsiones y espumas

En términos generales, las emulsiones y las espumas son dispersiones
que presentan numerosas analogias entre ellas. En cualquier caso se va a

realizar una descripcion general de cada una de ellas por separado.

1.4.1.2.1. Espumas

Una espuma es una dispersion de burbujas de gas en un liquido. Si se
la analiza en forma comparativa con una emulsion, se puede ver que en la
espuma el volimen de una burbuja de gas es cinco 6rdenes de magnitud
mayor que el correspondiente a las gotas de aceite de una emulsion (diametro

de burbuja: 0,1-3 mm; diametro de gota de aceite: 0,1-100 pm). La tension
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superficial ye; en una burbuja de espuma generalmente es mayor que 30
mN/m, mientras que en una gota de emulsion la tensiéon interfacial ye; puede
llegar a valores tan bajos como 0,1 mN/m. Ademas, la diferencia de densidad
entre fase continua y fase dispersa es 10° kg/m?® para la espuma, comparando
con 10 kg/m°® como maximo para la emulsion. Estas caracteristicas de la
espuma la hacen mucho mas inestable que una emulsion (Halling, 1981).

Las caracteristicas finales de wuna espuma estan intimamente
relacionadas con las propiedades de las peliculas liquidas que la forman asi
como con las propiedades dilatacionales de las peliculas de moléculas
adsorbidas en la superficie. El proceso de formacion de una espuma (o
capacidad espumante) y la estabilidad de la misma son dos fenomenos que no
se pueden evaluar de manera independiente puesto que paralelamente a la
formacion de una espuma tienen lugar mecanismos de desestabilizacion de la
misma que la van destruyendo (Langevin, 2000). Sin embargo, para facilitar la

comprension, veamos estos dos fenémenos separadamente.

1.4.1.2.1. 1.- Formacion de espumas

El proceso de formacion de espuma consiste en incorporar gas a una
solucion proteica con creaciéon de una nueva area interfacial o sea formar
burbujas rodeadas por una pelicula proteica. Asi pues, tres factores
fundamentales afectan a este fenémeno: la cantidad de moléculas en el medio,
la velocidad de adsorcion de las moléculas sobre la superficie y las
propiedades dilatacionales de la capa de moléculas adsorbida. Veamos esto en
detalle.

En primer lugar, es evidente que la capacidad espumante de una
disolucion aumenta con el numero de moléculas anfifilicas accesibles en el
medio ya que la concentracion superficial se incrementa con la concentracion
de particulas en el seno de la disolucion (Carrera- Sanchez y Rodriguez-Patino,
2005).

En segundo lugar, la dinamica de adsorcion de las moléculas juega un
papel importantisimo en la capacidad espumante de las mismas. Cuando se
crea una superficie, la velocidad con la cual las moléculas se sitiian en ella es
un factor determinante en la formacion de una espuma. Las proteinas

pequenas, flexibles y desordenadas poseen una mayor capacidad espumante
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que las proteinas grandes y globulares debido a su mas rapida difusion a la
superficie (Damodaran, 1990).

Finalmente, para una correcta formacion de la espuma, es necesario
que cuando una superficie se expande, la nueva superficie creada sea
rapidamente ocupada por moléculas. Este fenomeno esta directamente
relacionado con la viscosidad superficial de la capa de moléculas adsorbida
puesto que este parametro mide precisamente la habilidad de la pelicula para
responder a un cambio en area (Durand y col., 1999; Langevin, 2000). Una
viscosidad superficial muy alta implica que el sistema se opone a la
deformacion inducida en la capa superficial y por tanto la creacion de area
superficial se ve favorecida y con ello la formacion de una espuma.

Una espuma se puede obtener por diferentes métodos. Por
sobresaturacion de un liquido con gas, por disolucion de gas bajo presion y
liberando después el gas por descenso de la presion o por formacion de gas in
situ. Por medios mecanicos como la inyeccion de gas a través de un orificio
estrecho (burbujeo) o por batido o agitacion con cantidad ilimitada de gas

(Wagner, 2000).
1.4.1.2.1. 2.- Estabilidad de espumas

El proceso de desestabilizacion de una espuma consiste en la tendencia
de la fase gaseosa discontinua a formar una fase continua por aproximacion y
fusion de las burbujas, a fin de alcanzar un area superficial minima (minima
energia libre). A este proceso se opone la pelicula proteica superficial, que
como barrera mecanica es mas efectiva cuanto mayores son su
viscoelasticidad y su rigidez (Wagner, 2000).

Los mecanismos de desestabilizacion de una espuma estan gobernados

principalmente por:

- Drenado de liquido. En primera instancia esto ocurre por simple accion
de la gravedad sobre el liquido que se encuentra en las burbujas. Luego
por fenomenos mas complejos debido a la diferencia de curvatura entre
los bordes de Plateau y la parte plana de las peliculas, que producen un
gradiente de presion que se puede expresar segun la ley de Laplace

como:

1

1
APDy@Ra E@ (1.14)
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donde Ra y Rb son los radios de curvatura del borde Plateau y de la
lamela, respectivamente (Figura 1.12 y 1.13). Esta diferencia de presion
(AP) es la fuerza motriz que desplaza el liquido de la lamela interburbuja
hacia los bordes de Plateau, mediante un mecanismo que es llamado
succion capilar, el liquido seguidamente es drenado por accion de la
gravedad desde los bordes de Plateau hacia la parte inferior de la espuma.
Este tipo de inestabilidades implican una deformaciéon de la pelicula, de
manera que la resistencia de la pelicula a la deformacién inducida por el
drenaje es clave en la estabilidad de la misma. Al contrario que en el caso
de la formaciéon de una espuma, la estabilidad de la misma esta
determinada por la elasticidad superficial de la pelicula. Este parametro
cuantifica la resistencia a la deformacion de manera que peliculas muy

elasticas serian capaces de resistir el drenaje de liquido.

Colapso de la espuma por ruptura de lamelas ocurre al debilitarse las
mismas por disminucion de su espesor (por drenado o evaporacion de

liquido), o por presencia de particulas.

Desproporcion o maduracion de Ostwald que ocurre cuando las
burbujas grandes crecen a expensas de las pequenas por difusion de
gas a través de la lamela, debido a la diferencia de presion entre ellas
(que surge también de la aplicacion de la ecuacion 1.14 donde ahora Ra
y Rb son los radios de curvatura de las burbujas pequena y grande
respectivamente). En consecuencia, este mecanismo se encuentra
favorecido en el caso de sistemas muy polidispersos. Esto conduce
ademas a que las burbujas asuman una forma poliédrica por
compresion de unas contra otras siendo las hexagonales mas estables.
Otro factor importante que afecta a la maduracion de Ostwald es la
solubilidad del gas en la fase liquida. Si el gas utilizado en la formaciéon
de una espuma es muy soluble en la fase acuosa, como el caso del
dioxido de carbono (CO,), la difusion del gas entre burbujas se ve
claramente favorecida. La utilizacion de gases menos solubles en agua
como el nitrogeno (N3) en la formaciéon de espumas, aumenta

significativamente la estabilidad de la misma.
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Todos estos mecanismos de desestabilizacion ocurren simultanea y

sinérgicamente (Halling, 1981; Walstra, 1989; Langevin, 2000).

Pelicula liquida Borde de Plateau

Figura 1.12 Imagen de espuma real (http. www.itt.edu/wasan/ftdes.html)
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Figura 1.13. Representacion esquematica de los procesos de desestabilizacion de
una espuma y vista amplificada de la pelicula interburbujas (Wagner, 2000).
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1.4.1.2.2.- Emulsiones

Una emulsion es una dispersion de gotas de un liquido en otro que se
denomina fase continua. Los mecanismos de formacién y estabilidad de una
emulsion son similares a los descritos en el caso de una espuma, seccion
1.4.1.2.1, pese a la diferencia estructural entre ambos sistemas. Veremos a
continuacion los principales aspectos que caracterizan a este tipo de

dispersiones.

1.4.1.2.2.1.- Formacion de emulsiones

El convertir dos liquidos inmiscibles en una emulsion se denomina
homogeneizacion, y el dispositivo disenado para llevar a cabo este proceso
recibe el nombre de homogeneizador. Para realizar una distincion segun la
naturaleza de los materiales de partida es conveniente clasificar la
homogeneizacion en dos categorias. La creacion de una emulsion a partir de
dos fases liquidas separadas se denomina homogeneizacion primaria,
mientras que el proceso de reducir el tamano de las gotas en una emulsion ya
existente o pre-emulsion se denomina homogeneizacion secundaria. (Figura
1.14). La creacién de un tipo particular de emulsién puede involucrar una
homogeneizacion primaria, secundaria o una combinacion de ambas

(McClements, 1999).

Aceit e o T
e e . 2
Fase ‘® i
acuo
sa

Figura 1.14: Representacion esquematica del proceso de homogeneizacién para una
emulsion aceite en agua (o/w): Homogeneizacion primaria (1) Homogeneizacion
secundaria (2) Tomado de Palazolo, 2006.
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La formacion de gotas en una emulsion es un proceso que requiere
energia, la que es suministrada por el homogeneizador. Durante la formacion
de las gotas a partir de la interfase entre dos liquidos el area interfacial A
aumenta considerablemente, de manera que la energia libre superficial del
sistema se incrementa en una cantidad y. AA., donde y es la tension interfacial.
Sin embargo la formacion de gotas no es el Glnico proceso que tiene lugar
durante la preparacion de una emulsion. Se pueden distinguir tres procesos
criticos: formacion y ruptura de las gotas, adsorcion del agente emulsificante
en la interfase y coalescencia de las gotas (McClements, 1999).

Durante el proceso de homogeneizacion primaria, la interfase entre las
dos fases liquidas inmiscibles se deforma en tal grado que comienzan a
producirse gotas, en su mayoria, de tamano muy grande. Estas gotas deben
deformarse y romperse para formar gotas de menor tamano, por fuerzas de
ruptura. Las gotas de un liquido en otro que es inmiscible tienden a adoptar
una forma esférica para minimizar la energia libre interfacial.

La fuerza interfacial responsable de la forma esférica esta dada por la

ecuacion de Laplace:

41y

AP =

(1.15)

donde APL es la diferencia de presion entre el interior y el exterior de la
gota, y es la tension interfacial y D es el diametro de la gota. Las fuerzas
interfaciales ejercen una presion hacia el interior que es mayor cuanto menor
es el diametro de las gotas y menor la tension interfacial.

El agente emulsificante es necesario para la formacion de la emulsion y
para ello debe adsorberse en la interfase, disminuyendo la tension interfacial.
Este proceso disminuye la presion de Laplace (ecuacion 1.15), lo cual facilita
la deformacion y en consecuencia, la ruptura en gotas de menor tamafo.
Ademas, la formacion del film interfacial desfavorece la coalescencia de las
gotas recién formadas (Figura 1.14).

El transporte de las moléculas del agente surfactante hacia la interfase
durante el proceso de homogeneizacion no esta determinada por difusiéon sino
por conveccion (Walstra, 1993). Por lo tanto, es sumamente importante que el
agente emulsificante recubra la interfase creada en una escala de tiempo

similar a la del proceso de homogeneizacion. En caso de que la adsorcion sea
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muy lenta en comparacion con la capacidad del homogeneizador de generar
area interfacial, se produce el proceso de coalescencia de las gotas recién
formadas. Esto determina que el proceso de formaciéon de la emulsion no sea

eficiente (Ford y col., 1997).

1.4.1.2.2.1.1- Homogeneizadores

En el mercado existen muchos tipos de homogeneizadores. La eleccion
de un homogeneizador particular depende del volumen de emulsion que se
desea preparar, la naturaleza de los materiales de partida, el tamano de gota
deseado y el costo (McClements, 1999).

Entre los principales tipos de homogeneizadores utilizados a escala
industrial y de laboratorio encontramos los homogeneizadores de baja (= 3000
r.p.m.) y de alta velocidad (hasta 25000 rpm.), que son adecuados para
producir emulsiones a partir de las fases liquidas separadas. El mecanismo de
ruptura es un efecto combinado de fuerzas viscosas bajo un régimen de flujo
laminar y turbulento. Al tener baja densidad de energia (g) producen
emulsiones de tamano de gota relativamente grande. Los homogeneizadores
que tienen diseno rotor/estator de alta velocidad (Ultraturrax[] — Polytron[)
son mas efectivos que los de disefio a cuchilla. Debido al nimero elevado de
revoluciones del rotor, las fases liquidas a procesar se aspiran axialmente y se
presionan a través de las ranuras del conjunto rotor/estator. El movimiento de
alta velocidad a través de las ranuras produce el esfuerzo de corte responsable
de la ruptura de las gotas.

Los molinos coloidales son adecuados para la homogeneizacion de
emulsiones de alta viscosidad y tienen un diseno rotor/estator igual que los
homogeneizadores de alta velocidad. La intensidad del esfuerzo de corte en
este dispositivo se puede regular por variacion de la distancia entre el rotor y
el estator. Aunque se pueden homogeneizar fases inicialmente separadas, son
mas eficientes para la reduccion del tamano de gota.

Los homogeneizadores a valvula de alta presion son sélo eficaces en
reducir el tamano de gota de una emulsion preexistente y por ende, realizan
una homogeneizacion secundaria. A través de una bomba, la pre-emulsion es
forzada a pasar a través de una valvula a presion elevada (entre 10 y 50 MPa).
Las gotas de gran tamano se rompen por un efecto combinado de flujo

turbulento y cavitacion. En muchos equipos, la presencia de una segunda
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valvula regulada a una presion mas baja, favorece la obtencion de emulsiones
de gota de distribucién de tamano de gota monomodal.

En los homogeneizadores ultrasonicos, la fuente convierte el voltaje
suministrado (energia eléctrica) en ondas ultrasénicas (hasta 20 kHz) que se
transmiten al seno del liquido y producen millones de cavidades
microscopicas. El colapso de estas cavidades genera ondas de choque que
producen deformacion y ruptura de las gotas. La temperatura dentro de las
cavidades es extremadamente alta, la presion, superior a 500 atmosferas. Sin
embargo los tiempos de vida media de las cavidades estan en el orden de los
microsegundos, con lo cual la energia liberada por cada cavidad es minima. La
alta densidad de energia de este dispositivo de homogeneizacion se atribuye al
efecto acumulativo del gran ntimero de cavidades generadas. Hay distintos
disennios para uso de laboratorio (piezoeléctricos, puntas sonicadoras) e
industrial (generacion de campo ultrasonico por aguja vibrante) (McClements,
1999).

En los homogeneizadores de membrana la fase dispersa se hace pasar
forzosamente a través de una membrana porosa de vidrio o ceramica. El
pasaje forzado a través de los pequetios orificios de la membrana produce el
esfuerzo de corte necesario mientras el agente emulsificante disperso en la
fase acuosa se adsorbe en la superficie de las gotas generadas. El tamano de
gotas producido depende de la rapidez con la que el agente emulsificante se
adsorbe en la interfase. La principal caracteristica de la homogeneizacion con
membranas es la formacion de emulsiones de distribucion de tamano

monomodal.

1.4.1.2.2.2.- Estabilidad de emulsiones

Desde el momento que se forma una emulsién, inmediatamente
después de la homogeneizacion, y a veces durante, comienza el proceso de
desestabilizacion el cual tiende a disminuir el area interfacial y llegar al estado
termodinamico mas estable, las fases separadas. Existen distintos
mecanismos que contribuyen simultanea y sinérgicamente a la
desestabilizaciéon y son la consecuencia de distintos fenoémenos fisicos los
cuales se relacionan con la diferencia de densidad de las fases continua y
dispersa, las interacciones coloidales entre las gotas y la estructura y

viscoelasticidad del film interfacial (McClements, 1999).
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Los mecanismos que afectan la estabilidad de una emulsion estan
esquematizados en la Figura 1.15 y se denominan, maduraciéon de Ostwald,
sedimentacion/cremado, floculacion y colaescencia

El cremado y la sedimentacion se conocen conjuntamente como
fenémenos de separacion gravitacional. El cremado describe el movimiento
ascendente de las gotas debido a la menor densidad de la fase dispersa
respecto a la de la fase continua, mientras que la sedimentacion describe el
movimiento de las gotas en sentido contrario, precisamente también por un
efecto de diferencia de densidad. En general, aunque no de manera exclusiva,
el cremado es mas comun en emulsiones o/w y la sedimentacion en
emulsiones w/o. Durante el proceso de cremado se forma una fase inferior o
suero, la cual esta empobrecida en gotas y una fase superior enriquecida en

gotas, la fase crema (Figura 1.15).

) C% Floculacion
EMULSION

Coalescencia

| 1
oODO O‘Do ODO

o
nOOo OOO 0

Maduracion de Ostwald

Figura 1.15. Mecanismos de desestabilizaciéon de una emulsién

La importancia del cremado en la industria alimentaria es muy alta y se
estima que el 40 % del costo de desarrollo de nuevas emulsiones alimentarias
se atribuye a la realizacion de ensayos de estabilidad frente a este mecanismo,
porque da el primer indicio visual de la desestabilizacion (Robins, 2000). La
velocidad de cremado de una emulsion (v) puede evaluarse a través de la ley
de Stokes:
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donde R es el radio de las gotas, Ad es la diferencia de densidad entre la fase

continua y dispersa y n es la viscosidad del medio. Segun la ley de Stokes, la

velocidad es directamente proporcional al cuadrado del radio de las gotas, a la

diferencia de densidad e inversamente proporcional a la viscosidad del

sistema. Sin embargo, esta ley tiene muchas limitaciones para describir el

comportamiento de las emulsiones. Las mas importantes se describen a

continuacion:

1-

En primer lugar las emulsiones son siempre polidispersas (en el mejor de
los casos, tienen una distribucién de tamafno de gota monomodal, lo cual
no implica un Unico tamano de gotas, por lo tanto, hay diferentes
“poblaciones” de gotas de distinto tamano y por ende, con una velocidad de
cremado diferente. La velocidad de cremado de las gotas mas pequenas
podria frenar el movimiento de las gotas de mayor tamano, especialmente

en emulsiones de alto @.

La ecuacion 1.16 no tiene en cuenta el movimiento browniano, debido a la
agitacion térmica (E = kT). Por un efecto entropico, este movimiento tiende
a distribuir las gotas de manera uniforme en el seno de la emulsion, lo que
se opone al movimiento ascendente de las gotas. El efecto es importante si

el diametro de las mismas es menor a 1 pm (McClements, 1999).

Dado que la ley de Stokes predice la velocidad de cremado “a dilucion
infinita” no tiene en cuenta el efecto de un aumento en @ (o gm) ni las
interacciones coloidales entre las gotas en la emulsion. La magnitud con la
que se dan estas interacciones puede determinar la formacién de floculos,
por lo que la velocidad de cremado se puede dar en mayor o menor grado

de lo que podria predecir la ecuacion 1.16.

El film interfacial esta altamente hidratado, debido a la interaccion de las
moléculas de agua con los restos aminoacidicos polares de las proteinas en

la interfase. El efecto es particularmente importante en gotas de menor
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tamano, en la que la magnitud de espesor del film interfacial es importante
respecto al diametro de la gota. En ese caso, la densidad de las gotas es
mas cercana a la de la fase continua circundante, efecto que retarda la

velocidad de cremado.

5- La velocidad de cremado podria disminuir drasticamente durante el
almacenamiento estacionario si la fase continua tiene un comportamiento
no-newtoniano, con una alta viscosidad o con un umbral de fluencia (la
emulsion se comporta como solido en reposo y como fluido por la
aplicacion de un esfuerzo de corte), aun cuando el diametro de las gotas no
sea demasiado pequeno. Esto sucede normalmente en emulsiones

alimentarias como la mayonesa y aderezos.

En una emulsién o/w el cremado, se puede estudiar por distintos
meétodos. Segin su naturaleza, estos métodos pueden ser destructivos o no
destructivos.

En los métodos destructivos, se producen modificaciones permanentes
en la emulsion, de manera que la misma no puede volver a utilizarse para una
nueva medicion. Los métodos no destructivos son mas adecuados para
evaluar la cinética de cremado. Los métodos no destructivos pueden
clasificarse en métodos mono-dato y multi-datos (Robins, 2000). En los
métodos mono-dato se obtiene un solo parametro a un determinado tiempo,
mientras que los métodos multi-dato permiten obtener un perfil de datos
originado a partir de un barrido o “scanning” de la muestra. En muchos casos,
el proceso de floculacion puede darse de manera simultanea al de cremado,
por lo que estos métodos evaltian la cinética de cremado-floculaciéon.

La floculacion es la aproximacion e interaccion de las gotas entre si, que
conduce a la formacion de agregados o floculos. En este agregado, cada gota
mantiene su forma e identidad. La formacion de un agregado estable ocurre
cuando las fuerzas atractivas entre las gotas son mayores que las repulsivas.
La velocidad de este proceso depende entonces de la naturaleza de los grupos
constitutivos de la pelicula interfacial. Las interacciones atractivas proceden
de interacciones de van der Waals e hidrofobicas y las de repulsion de
interacciones electrostaticas repulsivas y repulsion estérica entre las capas

adsorbidas (Damodaran, 1997; McClements, 1999; Wagner, 2000).

Pagina 55



En emulsiones preparadas con proteinas como agentes emulsificantes
puede producirse la floculacion por un mecanismo de puenteo (“bridging
flocculation”). Cuando wuna proteina se adsorbe en la interfase toma
configuraciones de “trenes®, “bucles” y “colas” (Israelachvili, 1992). La
floculacion se da cuando las “colas” de una molécula de proteina adsorbida en
la interfase de una gota interaccionan con la interfase de otra gota (Tornberg y
col., 1997). La concentracion interfacial de proteina es el factor dominante que
gobierna este mecanismo. Sin embargo, también depende de las propiedades
de la proteina: peso molecular, grado de disociacién, flexibilidad molecular e
hidrofobicidad superficial (Tornberg y col., 1997). Para una proteina dada hay
una concentracion proteica interfacial donde la floculaciéon es maxima. Por
debajo de esa concentracion, la homogeneizacion es ineficiente debido al
predominio de la coalescencia, obteniéndose emulsiones de tamano de gota
elevado. A concentraciones altas de proteina la floculacién por puenteo es
inhibida (Dickinson y col., 1997). Durante el proceso de homogeneizacion, el
transporte de las moléculas de proteina a la interfase es por conveccion
(Walstra, 1983); si la proteina no se adsorbe suficientemente rapido en
relacion a la creacion de area interfacial, también puede darse la floculacion.
Hay que destacar que la floculacion por puenteo es irreversible en condiciones
de dilucion y no tiene lugar en emulsiones estabilizadas por agentes
surfactantes no proteicos debido a que su estructura no es tan compleja como
de las proteinas (Tornberg y col., 1997).

El mecanismo de floculaciéon por puenteo también puede darse en
emulsiones en donde las proteinas cubren eficientemente el area interfacial
creada. Sucede cuando las proteinas tienen una afinidad elevada por ciertos
tipos de cationes (por ejemplo, Ca*), los mismos pueden servir de “puente”
para la interaccion entre las gotas. Los iones producen el apantallamiento
(“screening”) de las interacciones de repulsion electrostatica entre las
moléculas de proteina adsorbidas, favoreciendo la agregacion (Ye y Singh,
2001). La floculaciéon por puenteo puede favorecerse también por efecto de un
hidrocoloide sin o con muy poca actividad interfacial. La adicion de
polisacaridos en las emulsiones tiene por objeto aumentar la viscosidad de la
fase continua, con lo cual se logra controlar el cremado. Sin embargo, con
algunos polisacaridos este efecto s6lo es logrado a altas concentraciones (Mc

Clements, 1999; Damodaran, 2005). A concentraciones relativamente bajas
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las moléculas de polisacarido pueden interaccionar fuertemente con las de
proteina, favoreciendo la floculacion (Dickinson y col., 1989).

Cuando la floculacién por puenteo es irreversible en condiciones de
dilucion, puede estudiarse por técnicas como la microscopia optica y confocal
(Tornberg y Ediriweera, 1988; Mc Clements, 1999), la turbidimetria y
determinacion de la distribucion de tamafio de gota en ausencia y presencia
de SDS (Ye y Singh, 2001; Anton y col., 2002; Relkin y Sourdet, 2005). En este
ultimo caso, las condiciones de alta dilucién y agitacion provocan la ruptura
de los floculos inestables, dejando soélo aquellos que resisten dichas
condiciones. En muchos casos, las técnicas de dispersion de luz no dan el
verdadero tamano de los floculos (Mc Clements, 1999). A pesar de estas
limitaciones y de que los diametros promedio obtenidos no sean valores
absolutamente fidedignos, este método se utiliza en gran extension (Ye y
Singh, 2001; Antén y col., 2002; Relkin y Sourdet, 2005). Como conclusion,
hay que destacar que los floculos que se determinan son aquellos estables en
las condiciones de medicion.

Existe un segundo mecanismo de floculacién conocido como floculacion
por deplecion o por agotamiento (“depletion flocculation”) que también fue
propuesto para el caso de emulsiones con polisacaridos (McClements, 1999).
La adicion de un polisacarido a las emulsiones induce la floculacion por
agotamiento por un efecto de volumen de exclusion. Cuando el espacio entre
gotas adyacentes es mas pequefio que el volumen hidrodinamico
termodinamicamente mas estable del polisacarido, el polimero es excluido del
espacio entre las gotas. Esto establece un gradiente de concentraciéon local y
por ende, un gradiente de presion osmotica que induce la floculacion
(Damodaran, 2005).

La coalescencia es el proceso por el cual dos gotas se encuentran y se
produce la ruptura de la pelicula interfacial de manera que forman una gota
mas grande. En consecuencia, este proceso es irreversible y viene determinado
por la elasticidad de la pelicula interfacial adsorbida que se opone a la
deformacion/ruptura de la misma (Carrera —-Sanchez y Rodriguez Patino,
2005; Langevin, 2000; Wilde, 2000). Para que este proceso ocurra, las gotas
deben estar lo suficientemente cercanas entre si. Este hecho es mas probable
que se dé en emulsiones que presentan un alto grado de floculaciéon o cuando

se ha formado la fase crema (Damodaran, 2005).
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Cuando dos gotas se acercan hay una capa delgada de fase continua (o
lamela) que tiene un determinado espesor. Cuando este espesor disminuye por
debajo de un valor critico se produce la coalescencia. Por lo tanto, la
estabilidad frente a la coalescencia en una emulsion sera mayor cuanto mas
elevado sea el espesor de la lamela que separa a las gotas. La magnitud de
este espesor esta gobernada por dos fuerzas de caracter opuesto. En primer
lugar, la presion dentro de una gota de la fase dispersa es superior a la de la
fase continua en una magnitud que esta dada por la ecuacion de Laplace
(ecuacion 1.15). La otra fuerza es la presion de desprendimiento o de
separacion (“disjoining pressure”). Cuando dos gotas estan desprovistas de
agente emulsificante, por ejemplo agua y aceite, la presion de separacion es
despreciable y las gotas coalescen facilmente por colapso del film interfacial
cuando se acercan debido a la presion de Laplace. Sin embargo, cuando las
mismas estan cubiertas con un agente emulsificante, las interacciones
coloidales entre las moléculas adsorbidas crean una presiéon de separacion
que tiende a incrementar el espesor de la lamela. Por lo tanto, la magnitud y
naturaleza de las interacciones coloidales son de importancia fundamental
para determinar si una emulsion es estable o no frente a la coalescencia.

En los casos en que una emulsion es sometida a esfuerzos de corte (por
ejemplo un trabajo mecanico como es la agitacion) la viscoelasticidad del film
es de suma importancia para impedir la coalescencia. En una emulsion en
reposo, las gotas también estan en continuo movimiento y colisionan unas con
otras, sin embargo, bajo condiciones de trabajo mecanico, la frecuencia y
eficiencia de colision entre las gotas puede aumentar considerablemente. El
esfuerzo de corte puede producir deformacion en el film interfacial el cual
genera hoyos y posterior ruptura en el mismo, dando lugar a la coalescencia
(Lucassen-Reynders, 1993; Damodaran, 2005). En general los films
interfaciales estabilizados por proteinas son mas resistentes a los esfuerzos de
corte que los estabilizados por agentes emulsificantes no proteicos, aun
cuando éstos tienen mayor actividad superficial (Mc Clements, 1999;
Damodaran, 2005).

Por otra parte, cuando la fase dispersa cristaliza parcialmente, el
esfuerzo de corte acelera el proceso de coalescencia parcial. Esto es deseable
en la elaboracion de emulsiones alimentarias derivadas de la leche, como son
las cremas heladas, la crema de leche o la manteca. Dado que en estas

emulsiones los films interfaciales son muy resistentes por estar estabilizados
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por proteinas, fundamentalmente por caseina, a fin de lograr una
desestabilizacion controlada se adicionan agentes emulsificantes no proteicos
conocidos como demulsificantes, los cuales disminuyen la viscoelasticidad del
film interfacial induciendo la coalescencia parcial durante el batido o
agitacion.

La coalescencia puede evaluarse por los mismos métodos utilizados
para el estudio de la floculacion, porque en ambos procesos hay un aumento
del tamano de particula. Sin embargo, al ser un mecanismo de
desestabilizacion mas lento, se recurre a los métodos acelerados:
centrifugacion, efectos combinados de almacenamiento y centrifugacion, y
fuerzas mecanicas.

La desproporcion de Ostwald es causada por un transporte por difusion
de fase dispersa desde las gotas mas pequenas a las mas grandes en una
emulsion. El efecto es el crecimiento de las gotas mas grandes a expensas de
las mas pequenas. En la practica, es muy dificil distinguir este proceso del de
coalescencia. Sin embargo, la insolubilidad del aceite en la fase acuosa impide
el transporte difusional por lo que este mecanismo es mas importantes en
otros sistemas dispersos, como las espumas donde el gas de las burbujas
puede difundir a través de la fase acuosa. La presencia de sustancias
hidrosolubles en la fase oleosa dispersa (alcoholes, acidos grasos de cadena
corta) puede inducir en las emulsiones un cierto grado de desproporcion
(Friberg, 1997; McClements, 1999).

La inversion de fase es un proceso en el cual se produce un cambio
desde una emulsion aceite en agua (o/w) a una emulsion agua en aceite (w/o)
y viceversa. Este mecanismo de desestabilizacion es muy importante en la
manufactura de algunos productos alimenticios, como la margarina y la
manteca (Dickinson y Stainsby, 1988). La base de este fenéomeno es muy
compleja y se cree que involucra aspectos fisicoquimicos de la floculacion,
coalescencia, coalescencia parcial (cuando las gotas son semicristalinas) y
formacion de emulsiones. Después de la inversion de fase las propiedades de
la emulsion pueden cambiar considerablemente; esta ha sido la base para la
determinacion de la capacidad emulsificante (CE) de una proteina (Swift y col.,
1961; Jiménez Colmenero y Garcia-Matamoros, 1981).

Los mecanismos de desestabilizacion no ocurren de manera separada o
aislada. Una emulsion puede desestabilizarse simultaneamente por distintos

mecanismos, dependiendo de la viscosidad de la fase continua, el tipo de
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agente emulsificante empleado y su concentracion inicial en la fase acuosa (u
oleosa), la magnitud de ¢ (o ¢m), la adicion de componentes (sales, aztcares),
el pH y la aplicaciéon de distintos tratamientos, como ser trabajo mecanico,
ciclos de temperatura y congelacion. En este caso, no se han incluido los
mecanismos quimicos de desestabilizacion, producto de procesos tales como la
oxidacion lipidica o alteraciéon por crecimiento microbiano. Los cambios
quimicos en algunos componentes de la emulsion pueden favorecer la
desestabilizacion de una emulsion por mecanismos fisicos (McClements,
1999).

Hipotesis

En base a lo expuesto precedentemente en la Introduccion se espera
que la B-Lactoglobulina glicosilada presente propiedades funcionales
mejoradas respecto a aquellas correspondientes a la (B-Lactoglobulina y se
pueda sustituir por B-Lactoglobulina glicosilada el suero lacteo agregado a

productos alimentarios como agente espumante y/o emulsionante.

La reaccion de glicosilacion de B-lactoglobulina ha sido estudiada
previamente utilizando carbohidratos de diferente naturaleza. Este trabajo
pretende diferenciarse de los anteriores evualando en forma sistematica la
influencia del grado de sustitucion y del aumento del tamano molecular del
carbohidrato en la glicosilacion sobre las propiedades funcionales de la [-
lactoglobulina. En tal sentido se hizo uso de tres carbohidratos glucosa,
lactosa y dextrano de bajo peso molecular (PM 1500 Da) y se analizaron las
propiedades emulsionantes y espumantes de los compuestos glicosilados
comparativamente con los de la proteina sin glicosilar. Hasta donde hemos
podido indagar no existen antecedentes previos sobre el efecto de la reaccion
de glicosilacion sobre las propiedades funcionales de la p-lactoglobulina
dependientes de sus caracteristicas superficiales.

Por otra lado el empleo de nuevas y mejores formas de analisis y
evaluacion de resultados aportados por nuevos equipos, permitiran obtener
nuevos conocimientos que aporten al conocimiento de las propiedades
funcionales de proteinas sustiuidas con carbohidratos.

Es de esperar que la modificacion de las proteinas por glicosilacion, con
diferentes carbohidratos, monosacaridos, oligosacaridos o polisacaridos,

provoque un aumento del tamano, de la carga negativa neta y de la
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hidrofilicidad de la molécula proteica. Estos cambios estructurales se supone
que se han de reflejar en una mayor interaccion proteina - agua lo que ha de
conducir a un aumento de la solubilidad en este medio y del volumen
hidrodinamico de la molécula provocando una mayor viscosidad. Entre las
propiedades funcionales que se han de ver afectadas por la glicosilacion se
encuentran aquellas relacionadas con las propiedades de superficie de las
proteinas. Las modificaciones estructurales promovidas por la glicosilacion
induciran una diferente conformacién de la proteina en la interface, lo que
habria de favorecer la formaciéon de espumas y emulsiones asi como
probablemente su estabilidad. En el caso de espumas una maxima interaccion
proteina — proteina ha de aumentar la estabilidad mientras que en las
emulsiones el agregado de carbohidratos ha de favorecer la repulsion estérica
entre las gotas.Por otra parte, en ambos casos la estabilidad ha de estar

directamente relacionada con el aumento de viscosidad de la fase continua.
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OBJETIVO

Objetivo general y especificos.

Objetivo General

¢ Modificar la p-Lactoglobulina por glicosilacion mediante reaccion de
Maillard, a efectos de obtener productos y/o ingredientes alimentarios con

mejores propiedades funcionales.

Objetivos Especificos

¢ Seleccionar las condiciones optimas de reaccion que conduzcan a un grado

de glicosilacién determinado.

¢ Elucidar los cambios conformacionales sufridos por la [-Lactoglobulina

como consecuencia de la glicosilacion.

¢+ Estudiar las propiedades funcionales dependientes de las caracteristicas de

superficie de las proteinas modificadas.

¢ Relacionar el grado de glicosilacion alcanzado con los cambios
estructurales y las propiedades funcionales exhibidos por las proteinas

modificadas.
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2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- Materiales y reactivos

El aislado de B-Lactoglobulina (Biopure-betalactolglobulin™) fue cedido
por la empresa Davisco Food International (Le Sueur, MN, USA). El contenido
de B-Lactoglobulina fue de 90% p/p (determinado por HPLC)

El dextrano utilizado (Dextran T1.5) fue cedido por PHARMACOSMOS
A/S (HOLBAEK, DENMARK). Siendo el PM medio del dextrano 1500 g/gmol

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico, glucosa y

lactosa Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

2.2.- Preparacion de las muestras glicosiladas de -

Lactoglobulina

2.2.1. Glicosilacion no enzimatica de proteinas

Las diferentes muestras de B-Lactoglobulina glicosiladas se prepararon
siguiendo el siguiente procedimiento experimental. La [(-Lactoglobulina se
disperso en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0, con una concentracién de
azicar de 9,1 mM y de la proteina de 0,91mM y 0,091mM segin
correspondiera a una relacion molar de 1/10 o 1/100. Las dispersiones fueron
agitadas, con agitador magnético, durante 1 hora a temperatura ambiente. La
dispersion obtenida se liofilizo y se colocdé en camaras de actividad de agua
(aw) 0,65, utilizando solucién saturada de Ioduro de potasio para saturar la
atmosfera, las cuales se colocaron en estufa a 50°C para que se de la reaccion
de glicosilacion por un periodo de 51 y 96 horas. Una vez transcurrido el
tiempo de reaccion las muestras fueron dializadas contra agua destilada
conteniendo carbonato de amonio 20 mM a 5° C con agitacion continua
durante 48 horas, para remover el carbohidrato que no reacciono. Se utilizo
para ello una membrana de diadlisis permeable a moléculas con una masa
molecular: inferior a 8-10 kDa. Las muestras de B-Lactoglobulina glicosiladas

fueron finalmente obtenidas por liofilizacion de las soluciones resultantes.
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Los blancos de reaccion se prepararon con muestras de [3-

Lactoglobulina, sin agregado de carbohidratos, sometidas al mismo
tratamiento descripto previamente. Los blancos fueron disefiados de manera
tal que permitieran diferenciar el efecto del tratamiento térmico del de
glicosilacion.

El ensayo de preparacion de compuestos glicosilados de -
Lactoglobulina con glucosa, lactosa y dextrano 1.5 se realizé por triplicado.

La nomenclatura de las distintas muestras glicosiladas y de los blancos
correspondientes empleada a lo largo del presente trabajo se detalla en la

Tabla adjunta:

Tabla 2.1 Nomenclatura utilizada para las distintas muestras

Nomenclatur Muestra
a

Lg s tt B-Lactoglobulina sin modificar

Lg ctt 51h B-Lactoglobulina con tratamiento térmico de 51 horas

Lg c tt 96h B-Lactoglobulina con tratamiento térmico de 96 horas

1051 G B-Lactoglobulina con glucosa relacion molar 1:10
tiempo de reaccién 51 horas

1096 G B-Lactoglobulina con glucosa relacion molar 1:10
tiempo de reaccién 96 horas

100 51 G B-Lactoglobulina con glucosa relacion molar 1:100
tiempo de reaccion 51 horas

100 96 G B-Lactoglobulina con glucosa relacion molar 1:100
tiempo de reaccion 96 horas

1051L B-Lactoglobulina con lactosa relacion molar 1:10 tiempo
de reacciéon 51 horas

1096 L B-Lactoglobulina con lactosa relacion molar 1:10 tiempo
de reaccion 96 horas

10051L B-Lactoglobulina con lactosa relacion molar 1:100
tiempo de reaccion 51 horas

10096 L B-Lactoglobulina con lactosa relacion molar 1:100
tiempo de reaccion 96 horas

1051 D B-Lactoglobulina con dextrano relacion molar 1:10
tiempo de reaccion 51 horas

1096 D B-Lactoglobulina con dextrano relacion molar 1:10
tiempo de reaccion 96 horas

100 51D B-Lactoglobulina con dextrano relacion molar 1:100
tiempo de reaccion 51 horas

100 96 D B-Lactoglobulina con dextrano relacion molar 1:100

tiempo de reaccién 96 horas
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2.3.- Caracterizacion fisicoquimica-estructural de los

compuestos obtenidos

Las dispersiones de [-Lactoglobulina glicosilada con los distintos
carbohidratos y los blancos, a ser utilizadas en los ensayos de caracterizacion,
se prepararon a una concentracion de 1mg/mL en buffer fostato 100mM pH
7,5. En todos los casos las distintas muestras fueron agitadas, haciendo uso

de agitadores magnéticos, durante 1 hora a temperatura ambiente.

2.3.1. Contenido de proteina

El contenido de proteina de todas las muestras se determino por el
método de Lowry (Lowry y col., 1951) y por el método de Kjeldahl (AOAC,
199595), utilizando como factor de conversion de Nitrogeno a proteina 6,38. Para
las determinaciones se utilizaron dispersiones conteniendo 100 pg de muestra
por mL de una solucion de fosfato de sodio 0,01 M, pH 7,5. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

Pagina 66



2.3.2.- Solubilidad proteica

Para determinar la solubilidad las diferentes muestras fueron
dispersadas en solucion de fosfato de sodio 100 mM pH 7,5 al 1 % p/v
durante 60 minutos a temperatura ambiente con agitacion constante.
Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 10.000 xg durante 10
minutos a 4 °C. El contenido de proteina en el sobrenadante se determino
utilizando el método de Lowry (Lowry y col., 1951). La solubilidad se expreso

como Indice de solubilidad (IS) segtin la ecuacién 2.1

IS = Proteinasoluble (g)
Proteina Total ( g)

EX 100 (2.1)

Las determinaciones se realizaron por triplicado.
2.3.3. Electroforesis

Las corridas electroforéticas se realizaron en un equipo BIO-RAD MINI
PROTEIN II CELL. Para la separacion de proteinas se utilizaron geles de
poliacrilamida con Tricina - Dodecil Sulfato de Sodio (Tricine-SDS-PAGE)
segun la técnica descrita por Schagger y Von Jagow (1987).

Los geles apliador, espaciador y separador fueron preparados con 4%,
10% y 16,5% de acrilamida respectivamente. Las muestras fueron dispersadas
en buffer conteniendo 4% SDS, 12 % glicerol (w/v), 50 mM Tris, 2%
mercaptoetanol (v/v) y 0.01% Serva Blue ajustando el pH a 6,8 por el agregado

de HCI (0,1M).

La solucion buffer catodica utilizada fue Tris 0,1 M, tricina 0,1 M, SDS
0,1 % (p/v) y la anédica Tris-HCI1 0, 2 M, pH 8.9. La corrida fue realizada a 30
V, 30 mA hasta que el frente pasa el “gel apilados y desde ahi en adelante a un
voltaje constante de 90 V para dos geles de 1,5 mm de espesor. Se utilizé6 una

unidad de electroforesis SE 640 Hoefer Scientific Instruments.

Los geles fueron fijados con una solucion de agua: metanol: acido

acético (4:5:1) durante 30 minutos y coloreados por tratamiento con soluciéon
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0,1 % de Coomasie Blue R-250 en agua: metanol: acido acético (6:3:1) durante
12 horas a temperatura ambiente. Los geles fueron decolorados con solucion

decolorante de agua:metanol:acido acético (6,5:2,5:1).

El peso molecular de las proteinas fue estimado mediante el uso de un
patron de pesos moleculares (Biorad SDS-calibration kit) constituido por
Triosa-fosfato  isomerasa (26,625 kDa), Mioglobina (16,950 kDa),
Lactoalbumina (14,437kDa), Aprotinina (6,512 kDa), Insulina b (3,496 kDa) y
Bacitracina (1,423 kDa).

2.3.4.- Hidrofobicidad aromatica superficial

Los valores de hidrofobicidad aromatica superficial (Ho) de cada muestra
fueron determinados por unién de la sonda fluorescente ANS (acido 1-anilino
8 naftalen-sulfonico) a los restos hidrofobicos de las proteinas de acuerdo al
método de Hayakawa y Nakai (1985). Las dispersiones proteicas (1 mg/mL)
fueron preparadas en buffer fosfato de sodio 100 mM pH 7,5 agitadas durante
60 minutos a temperatura ambiente en forma constante. Posteriormente las
muestras fueron centrifugadas a 10.000 xg durante 10 minutos a 4 °C. La
concentracion de proteina en el sobrenadante se determiné por el método de

Lowry (Lowry y col., 1951)

El sobrenadante fue serialmente diluido con el mismo buffer, hasta
obtener concentraciones de proteina en el rango de 1 a 0,05 mg/mL. A 1 mL
de cada dilucion se agrego 15 UL de ANS (8,0 mM en buffer fosfato de sodio
100 mM, pH 7,5). La intensidad de fluorescencia se midiéo a una longitud de
onda de emision de 475 nm y una de excitacion de 363 nm en un
espectrofluorometro Perkin-Elmer 2000. La intensidad de fluorescencia
relativa se ajusto a un 80% de la escala usando 5 pl de ANS 8 mM en 1 mL de
metanol absoluto. Segiin Kato y Nakai (1980) el indice de hidrofobicidad
superficial (Ho) corresponde a la pendiente inicial de la curva de intensidad de
flourescencia relativa versus la concentracion de proteina. La flourescencia
relativa se determind como el cociente entre la intensidad de flourescencia
neta (IFN) y la intensidad de flourescencia maxima, leida para el ANS en
metanol (IFANSm). La IFN se determiné restando a la intensidad de
flourescencia emitida por el conjugado proteina-ANS (IFe) la intensidad de

florescencia del blanco (IFb):
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IFN = IFe - IFb (2.2)

IFN

=0————0 (2.3)
NIFANSm [

2.3.5.- Fluorescencia en el UV

Los espectros de fluorescencia en el UV se realizaron para determinar
los cambios sufridos por los grupos tyr (303), trp (348) y phe (282) expuestos.
Para ello se utilizé un espectrofluorometro Perkin-Elmer 2000. El barrido de
emision fue registrado entre 310 y 560 nm de longitud de onda, usando como
longitud de onda de excitacion 295 nm.

La intensidad maxima de fluorescencia y la longitud de onda de emision
de las muestras fueron determinadas usando triptéfano como estandar.

Las muestras a analizar (0,03 mg/mL) fueron dispersadas en buffer
fosfato de sodio 100 mM pH 7,5. Luego fueron centrifugadas a 10.000 xg
durante 10 minutos a 4 °C, realizando la determinacion por triplicado. El
contenido de proteina se determiné por el método de Lowry (Lowry y col.,
1951).

2.3.6. Estabilidad térmica y grado de conformacion nativa

determinado por calorimetria diferencial de barrido (DSC):

El comportamiento térmico de la P-Lactoglobulina sin glicosilar y
glicosilada se estudi6 por calorimetria haciendo uso de un calorimetro
diferencial de barrido Polymer Laboratories PL — DSC, (Rheometric Scientific
DSC 2, Ltd., Epsom, England) que emplea un Software Plus V5.41 y de un
segundo calorimetro DSC Serie Q100 TA Instruments que utiliza un software
Universal Analysis 2000. Para la calibracion del equipo se utilizaron indio,

acido laurico y acido estearico (pa) como estandares.

Todas las muestras fueron analizadas al menos por duplicado. Para
realizar el ensayo se prepararon dispersiones al 20% de proteina en agua
destilada. Se utilizaron capsulas de aluminio hermeéticas en las que se

colocaron aproximadamente 20 mg de muestra. Como referencia se utilizé6 una
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capsula con muestra, previamente sometida al ensayo térmico. Las
condiciones de ensayo utilizadas fueron: velocidad de calentamiento, 10
°C/min, en un intervalo de temperatura entre 25 y 120 °C. Una vez realizado
el ensayo de DSC se determiné el contenido de materia seca de las muestras
en estufa por calentamiento a 105 °C, con perforacion previa de las capsulas,

hasta peso constante.

Los parametros calorimétricos estudiados fueron: la temperatura de
inicio del pico de desnaturalizacion (To), la cual fue determinada por la
interseccion de la tangente del pico con la linea de base de la curva de
calentamiento. La desnaturalizacion aparente fue determinada por la
temperatura de maxima deflexion (Td) y la entalpia de desnaturalizacion (AH),

calculada por medida del area bajo el pico limitada por la linea de base.

2.4 - Determinacion del avance de la reaccion de

glicosilacion

2.4.1.- Espectrometria de masa MALDI-TOF

MALDI-TOF es una técnica de ionizacion suave utilizada en

espectrometria de masas. Se denomina MALDI por sus siglas en inglés Matrix-

Assisted Laser Desorption/lonization (desorcion/ionizacion laser asistida por
matriz) y TOF por el detector de iones que se acopla al MALDI y cuyo nombre

procede también de sus siglas en inglés Time-Of-Flight (tiempo de vuelo).

En la ionizacion por MALDI la muestra se mezcla con la matriz en
exceso sobre una superficie de metal de tal forma que ambas cocristalizan
cuando se evapora el solvente. Esta preparacion es sometida a pulsos cortos
de laser en alto vacio lo que provoca una absorcion de energia por parte de la
matriz la cual es convertida en energia de excitacion y en transferencia de H" a
la muestra (ionizacién) dando lugar, normalmente, a especies monocargadas.
El area irradiada, de unas pocas micras, se calienta dando lugar a la

desorcion de los iones de fase sélida a fase gaseosa.

El TOF es el analizador que mas comunmente se asocia con

experimentos de MALDI. La determinacion de la masa en una region de alto
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vacio se realiza mediante una medida muy precisa del periodo de tiempo desde
la aceleracion de los iones en la fuente (source) hasta que estos impactan con
el detector

El hecho de que la ionizacion por MALDI permita detectar moléculas
termolabiles como son las proteinas de forma intacta, la incluye dentro de los
métodos de ionizacion suave (“soft-ionization”). No obstante, durante el
proceso de aceleracion 6 durante el “vuelo” a través del tubo, se produce una
descomposicion metastable denominada PSD (“Post Source Decay”). El
analisis de los iones que se producen mediante este fenomeno proporciona
informacion estructural de la molécula original muy tutil, para lo cual es
necesario separar estos fragmentos. En un analizador de tipo linear esto no es
posible ya que los iones formados por PSD tienen la misma velocidad que el
ion original y viajan juntos hasta el detector; para separarlos se emplean
analizadores de tipo reflector que trabajan con voltajes variables para
finalmente obtener un Unico espectro de fragmentacion-PSD compuesto de
tantos espectros como voltajes empleados que se unen con ayuda informatica.

Los espectros de masas MALDI-TOF de la B-Lactoglobulina glicosiladas
con los distintos carbohidratos y la B-Lactoglobulina sin glicosilar fueron
obtenidos en un espectrometo Voyager DE-PRO MALDI-TOF-MS (Perspective/
Applied Biosystems, EUA), equipado con un laser de Nitrogeno a una longitud

de onda de 337 nm con una duraciéon de pulso t (tau)= 10 ns y un reflector.

Las muestras fueron diluidas en solucion saturada de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico en 0,1% TFA con 33% de acetonitrilo. Una alicuota de esta
preparacion se deposito en la platina de acero inoxidable y se seco al aire. Las
placas con las muestras preparadas fueron usadas para el analisis. Para cada
muestra se promediaron los resultados obtenidos en 3 puntos individuales de
la placa y sobre cada uno de estos se realizaron 100 disparos del laser. Se
estudiaron los espectros de masa en la modalidad de reflectron aplicada para
enfocar las particulas en vuelo hacia el detector. El potencial del campo de

extraccion continua fue de 19 kV.

El rango de monitoreo fue m/z 10000-40000
La calibracion externa fue realizada utilizando como estandar una mezcla de

péptido/proteina.

2.4.2. Furosina
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La furosina, compuesto estable de la reaccion de Maillard, es generado
por la hidroélisis acida del producto de Amadori (lactulosil-lisina o fructosil-
lisina). Este compuesto se determiné siguiendo el método descrito por
(Resmini y col., 1990). Una muestra de los productos glicosilados y sus
blancos respectivos conteniendo 20 mg de proteina fueron hidrolizados con 3
mL de HCl 6M durante 24 horas a una temperatura de 110°C. Seguidamente
el hidrolizado fue disuelto en 2 mL de HCl 8 N y se filtré utilizando papel
Whatman N° 40. El solvente fue eliminado por evaporacion y el sélido
remanente fue disuelto en 500 pL de agua, los cuales se inyectaron en la
columna de extraccion Sep-Pack C18 (SPE) (Millipore Corporate Headquarters,
Billerica, Massachusets, USA), previamente activada.

La furosina fue eluida con 3 mL de HCI1 3 N, se evaporo el solvente y el
residuo se disolvié en 3 mL de la fase movil que se emplea en la determinacion
del compuesto por HPLC.

La cuantificaciéon de furosina se realizé por Cromatografia liquida de
alta presion, utilizando un detector UV con arreglo de diodos (Shimadzu
modelo LC-10AT) y una columna Spherisorb ODS(2) ((250 X 4,6) mm X
Spm)Phenomenex , USA. Las condiciones de operacion fueron las siguientes:
Temperatura ambiente; fase movil de corrida: Heptanesulfonato de sodio SmM
en 20% de acetonitrilo y 0,2% de acido formico. La elucion fue isocratica y el
flujo 1,2 mL/min; el volumen de inyeccion fue de 20 pL. La deteccion se
realizo a 280 nm. (Delgado y col. 1992).

La calibracion fue realizada usando soluciones de concentracion
conocida de furosina estandar comercial (NeoMPS Laboratories, Strasbourg,

France) entre (0 y 0.8 mg/L).

2.4.3. Color

Para la determinacion del color de las muestras en estudio se utilizé un
colorimetro triestimulo (Chromater CR-300 series, data processor DP-30,
Minolta Co. Ltda, Japon). Se obtuvo el espacio de color Hunter L, a y b, que es
un espacio de color rectangular de 3 dimensiones basada en la teoria de los
colores opuestos (Hunter 1958). El eje L (luminosidad) varia de O (negro) a 100

(blanco), el eje a (eje de rojo a verde) presenta valores positivos
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correspondientes a los rojos y negativos correspondientes a los verdes siendo
el 0 neutro y el eje b (eje de azul a amarillo) presenta valores positivos para el

amarillo y negativos para el azul siendo el O neutro Figura 2.2.

Figura 2.2: Espacio de color Hunter L, a y b. (www.hunterlab.com)

Si se convierten los valores (a* y b*) en coordenadas polares, se obtienen
los valores (C* y H*) que miden los atributos perceptuales de matiz o tono
(hue- H*) y croma (chroma- C*). El tono se obtuvo segun la ecuacion 2.6 o 2.7

en tanto el croma se obtuvo segin la ecuacion 2.8

1= el28 si axo (2.6)
fa
H = 180—th2§$1' a<0yb20 (2.7)
a

C" = J(a*+ b%) (2.8)

2.5 - Determinacion de propiedades funcionales

2.5.1. Tension superficial e interfacial
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2.5.1.1.- Constantes de absorcion y reordenamiento de proteina en la interfase y
tension de equilibrio

Para seguir el proceso de modificacion de la tension superficial en el
tiempo y dado que los procesos de adsorcion, desenrollamiento y
reordenamiento de la molécula de proteina en la interfase ocurren en forma
simultanea, se utiliz6 como modelo cinético una ecuacion de primer orden con

dos componentes exponenciales segun lo propuesto por Panizzolo (2005)

—k,t

Vo=V “rye ey, (2.9

donde ka y kr son constantes de velocidad de primer orden para los procesos
de adsorcion y reordenamiento de las proteinas en la interfase aire-agua
respectivamente, va., yr ¥ Ve: son los parametros de amplitud de la tension
superficial en los distintos estados conformacionales de adsorcion,
reordenamiento y equilibrio de la proteina en la interfase.

Estos parametros se estimaron mediante regresion de cuadrados
minimos. Las determinaciones corresponden a réplicas por triplicado que

a su VE€zZ s€ ensayaron por lo menos tres veces.

2.5.1.2.- Parametros viscoleasticos.

Los parametros viscoelasticos, modulo dilatacional superficial, E, y sus
componentes elastica, ed, y viscosa, nd, se midieron en funcion del tiempo (0),
manteniendo constante la amplitud de la deformacién (AA/A) y la frecuencia
de la oscilacion ().

En el método empleado la gota se somete a una compresion-expansion
sinusoidal controlada automaticamente, a la frecuencia y amplitud deseadas.
El modulo dilatacional superficial se determina a través del cambio de tension
interfacial, y, (ecuacion 2.10), que resulta de un pequeno cambio de la
superficie de la gota, A, (ecuacion 2.11), segun la ecuacion 2.12 (Lucassen-

Reynders, 1993).
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y = Yo x Sen((DB + (0) (2.10)

A= Aox sen(wh) (2.11)

dy dm

E = = 2.12
d4  dln A ( )
A

donde yo y Ao son las amplitudes del esfuerzo y de la deformacion,
respectivamente,

®: es el angulo de fase entre el esfuerzo y la deformacion, Il= yo — y: es la
presion superficial, y yo: es la tension interfacial en ausencia de proteina.

El modulo dilatacional superficial es una cantidad compleja que se
compone de una parte real y otra imaginaria (ecuacion 2.13). La parte real del
modulo, o componente de almacenamiento, es la elasticidad dilatacional
superficial, ed = |E|cos &. La parte imaginaria del modulo, o componente de
pérdida, es la viscosidad dilatacional superficial, nd = |E|sen .

La relacion (yo/Ao) es el valor absoluto del médulo |E|, una medida de
la resistencia del material a una deformacion dilatacional (elastica + viscosa).

Para un material perfectamente elastico el esfuerzo y la deformacion
estan en fase (@ = 0) y el término imaginario del moédulo es cero. En el caso de
un material perfectamente viscoso, ® es igual a 90 y la parte real del modulo
es cero. La tangente del angulo de pérdida se define mediante la ecuacion
(2.14). Si la pelicula es puramente elastica, la tangente del angulo de pérdida

€S CEro.

E = Eyo Ex (cosg + iseng) = ed + ind  (2.13)

o

tang = 1% (2.14)
ed

El valor de densidad del aceite utilizado se llevo a cabo mediante
determinaciones picnométricas a 20° C = 2°. La densidad del aceite (da), se
calculé a partir de la siguiente expresion

m,- m
5, = E;EDSW (2.15)

m,- m,
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donde m; : masa del picnémetro vacio (en gramos), m,: masa del picnémetro lleno de
agua (en gramos), m’: masa del picnéometro lleno de aceite, (en gramos), dagua =

densidad del agua a 20° C

2.5.1.3 Tension superficial e interfacial con tensiometro dinamico

Las mediciones de tension superficial (agua/aire) e interfacial
(agua/aceite) de equilibrio y las propiedades reologicas superficiales de las
peliculas adsorbidas sobre la interfase (agua/aceite) y (agua/aire) de todas las
muestras dispersadas en una concentracion de 1 mg/mL en buffer fosfato de
sodio 10 mM, pH 7,5, se llevaron a cabo en un tensiometro dinamico de gota
(Tracker, IT-Concept, Saint-Clementtes Places, France). Las experiencias se
realizaron a temperatura ambiente. La disolucién de proteina se colocé en la
cubeta del tensiometro, y el aire o el aceite en la jeringa desde la que se forma
la gota. Una vez formada la gota se evaluaron los cambios de tension
interfacial o superficial y las caracteristicas viscoelasticas de la pelicula en
funcion del tiempo. Cada medicion se realizo al menos por triplicado.

Las determinaciones se realizaron, durante 3600 s, sin someter a la
gota a ningun tipo de variacion, sobre las dispersiones acuosas diluidas de las
muestras (1 mg/mL) que fueron empleadas para preparar las emulsiones y

estudiar su estabilidad.

2.5.1.4.- Descripcion del tensiometro dinamico
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Figura 2.3 Representacion esquematica y fotografia del tensiéometro dinamico de gota
(Tracker). 1: base de fibra optica 2: Fuente luminosa 3: jeringa 4: Motor 5: Camara 6:
Computadora 7: monitor de video. (Tomado de Alain CAGNA, IT-Concept, Saint-
Clementtes Places, France, 2008)

El diseno esquematico del equipo Tracker y su fotografia se muestran
en la Figura 2.3. En el extremo de la aguja se forma una gota mediante el
movimiento del émbolo de la jeringa (3) controlado por un motor (4). El
proceso de formacion de la gota y sus variaciones en la tension superficial, es
seguido al ser enfocada la gota por una fuente luminosa (2) sobre una camara
(5). El proceso se visualiza en el monitor de video (7) y se registra la
informacion recolectada en la computadora (6), la que mediante su software
permite seleccionar las distintas condiciones de medida y realizar el analisis
de los datos recolectados. En la operacion el software captura una imagen de
la gota y le asigna valores segun el protocolo de analisis elegido por el usuario,
los compara con valores teoricos obtenido segun ecuacion 2.16, 2.17 y 2.18
utilizando valores estimados de wy Yy, luego se van ajustando estos parametros

por sucesivas estimaciones entre los valores teoricos y experimentales.

2.5.1.4.1.- Determinacion de la tensiéon utilizando tensiometro dinamico

¢Como se determina la tension superficial de la gota utilizando el

tracker?

Figura 2.4. Perfil de la gota formada

El software del Tracker utiliza dos ecuaciones para obtener la tension

interfacial:

1) Ecuacion de Laplace -Young
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- HL, T
AP—yER+R,§ (2.16)

donde AP: es la diferencia de presion dentro y fuera de la gota en un punto M
de la interfse Ver figura 2.4, y: es la tension interfacial, R y R’ son los radios de

curvatura en el punto M de la interfase. Siendo R y R’ ortogonales.

2) Ecuacion de equilibrio hidrostatico en un plano que pasa por el punto M

2nxysin@ = V(p,+p,)g + x°AP (2.17)

donde AP: es la diferencia de presion entre el interior y el exterior de la gota en
el punto M en la interfaz, g: es la aceleracion de la gravedad, y: es la tension
interfacial, V: es el volumen por debajo de un plano que pasa por el punto M,

ph y pl son densidades de las fases

Ecuacion de la gota en el punto M

No es posible sustituir simplemente la expresion de AP de Young-
Laplace en la ecuacion 2.17, ya que la primera ecuacion se encuentra en
coordenadas de superficie y la ecuacion 2.17 en coordenadas cartesianas.
Ambas ecuaciones deben expresarse en el mismo sistema de coordenadas con
el fin de combinarlas y obtener una solucion para la tension superficial (y).
Dicha solucion se obtiene por sucesivas aproximaciones.

La ecuaciéon se puede simplificar de manera que la forma so6lo dependa

de un parametro nimero de enlace (®)

donde Ap: es la diferencia de densidad entre las dos fases.,g: es la aceleracion

W = gy@f (2.18)

de la gravedad; b: es 1/r, donde r es el radio de caida en su apice. Se debe

tener en cuenta que los radios de curvatura en el vértice de caida son iguales,

R=R'
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2.5.1.5.- Tension superficial con tensiometro de volumen de gota

Las determinaciones de tension superficial (y) en la interfase agua-aire
se llevaron a cabo con un tensiometro de volumen de gota Lauda TVT2 (Lauda
Dr. R. Wobser GMBH & CO. KG Lauda-Koénigshofen Germany) con jeringa de
inyeccion de 2,5 mL. Las condiciones del ensayo fueron las siguientes: la
corrida se inici6 con un intervalo de velocidad de formacion de gota 0,07-0,10
s/uLl, nimero de ciclos de mediciones y numero de gotas por ciclo de
medicion: 6x3 bajo el método dinamico con retencion de gota, se continu6 con
un intervalo de velocidad de formacion de gota 0,10-0,80 s/pL, numero de
ciclos de mediciones y numero de gotas por ciclo de mediciéon: 9x3, método
dinamico con retencion de gota y se finaliz6 con una medida en modo
cuasiestatico sin retencion de gota en las condiciones dV;= 10.0% y dVy =
1.0%, tiempo maximo de medida 600 s, numero de ciclos de mediciones y
numero de gotas por ciclo de medicion: 9x3. El ensayo se realizd sobre
disoluciones de las muestras a concentracion de 1mg/mL a pH 7,5, en buffer
fosfato 10 mM.

Para seguir el proceso de modificacion de la tension superficial en el
tiempo, se utilizo6 nuevamente la ecuacion 2.9. Los parametros se

determinaron mediante regresion de cuadrados minimos.

2.5.1.5.1 Descripcion del tensiometro de volumen de gota

El principio del método de volumen de gota se basa en medir el volumen
o peso de una gota que cae desde un capilar de seccion circular. La tension
interfacial se calcula a partir del volumen de la gota (V) y el diametro del

capilar (2r) (Miller y col., 1992).

El disenno esquematico del equipo Lauda TVT 2 se muestra en la Figura
2.4. En el extremo del capilar (1) se forma una gota mediante el movimiento
del émbolo de la jeringa (3) controlado por un motor-codificador (2). El proceso
de formacion de la gota, se controla mediante un microprocesador (4). El
momento de desprendimiento de la gota del capilar se registra mediante un
sensor optico (5) ubicado por debajo del extremo del capilar. El control del
sistema mediante una computadora (PC) permite elegir la velocidad de

formacion de gota, el procedimiento de medicion y la transferencia de datos
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para su posterior interpretacion. Las gotas son recolectadas en una cubeta (7),

la cual puede ser termostatizada.

N pulsos
codific ador
RS 232

locidad .,

requlador del motor reoe icroprocesador FC
1 1
| |
2 + 4 6

T3 jeringa

1— 1 capilar

pulso de deteccion de la gota

—
]

S sensor optico

7 cuveta

Figura 2.5 Representacion esquematica y simplificada del tensiémetro de volumen

de gota Lauda TVT 2. (Tomado de Miller y col., 1992).

Cuando la gota crece el peso de la misma (Fg) se incrementa (Figura
2.5a) hasta que compensa exactamente a la fuerza que mantiene unida la gota
al capilar (F,) (Figura 2.5b). En ese momento la gota cae (Figura 2.5c) y es
registrada por un sensor optico, el cual transfiere los datos a la unidad de
control y a la PC. Multiplicando la distancia recorrida por el émbolo (AL) por el

area transversal (A) de la jeringa se obtiene el volumen de la gota (Figura 2.6).

a l b . c .
Lagots entonces cas wae detecta.

Elcrecimniento de la gota siguiente
COMIENER.

Lagota crece hasta un méxirao,
donde el peso de la gota apenas

cotpensa a la fuerza gue la sostiens.
- Fo==F;
Fu=F,

Lagots crece: El pesode de lagota
aurwenta, pero sigue siendo mds peguedio
e la fuerza gque la sostiene.

FG = F,;
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Figura 2.5. Representacion esquematica de la formacion de gota. Fg peso de la gota,

F, fuerza que mantiene unida (sostiene) la gota al capilar. (Tomado de www.lauda.de).

2.5.1.5.2. Determinacion de la tensién utilizando tensiometro de volumen de

gota

La tension superficial se calcula a partir del volumen de gota mediante

la siguiente expresion (ecuacion de Gauss-Laplace):

_DO(asgy)O
7 B

” 2.201
f@ag ( )

/ 2y
EA 5 E (2.21)

donde Ap: es la diferencia de densidad entre las dos fases, g: es la aceleracion
de la gravedad, V: es el volumen de la gota, 2r: es el diametro externo del
capilar y por tanto 21r es la circunferencia del capilar en la cual actua la

tension superficial.

t
A

Figura 2.6. Multiplicando la distancia recorrida por el émbolo (AL) por el
area transversal (A) de la jeringa se obtiene el volumen de la gota. (Tomado de

www.lauda.de).
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Cuando la gota se desprende (Figura 2.7) no lo hace directamente en el
borde del capilar por lo que es necesaria la correccion del término 271r en la
ecuacion de Laplace. Ello se logra mediante la funcién f(r/a) que es la funcién
de correccion que relaciona la tension interfacial con el volumen de la gota
desprendida y ha sido determinada con capilares de distintos radios y

distintos liquidos puros_(Miller y col., 1992).

Los métodos de medicion principales son dos. En el método dinamico o
clasico se genera un flujo continuo de liquido por el movimiento del piston de
la jeringa a una velocidad constante. Después de que la gota alcanza su peso o
volumen critico, la gota cae y se vuelve a formar una nueva gota. La velocidad
de formacion de la gota permite el control de la formacion de gotas en un
intervalo de 0,3 segundos a 30 minutos por gota. Como resultado, se obtiene
la tension interfacial en funcion del tiempo de formacion de las gotas. Para
sistemas que contienen sustancias activas superficialmente, el tiempo de
formacion de la gota es diferente de la edad efectiva de la interfase (Miller y

col., 1992).

Figura 2.7: Representacién esquematica del desprendimiento de la gota. El
estrechamiento de la gota por debajo del borde del capilar, hace necesario la
aplicacion de un factor de correccion en la ecuacion de Laplace. V: volumen de la

gota, r: radio del capilar, f: factor de correccion. (Tomado de www.lauda.de).

Otra version es el procedimiento cuasiestatico. Consiste en un proceso en
dos etapas y se aplica sé6lo cuando el sistema contiene agentes tensioactivos.
En el primer paso una gota de volumen finito se forma muy rapidamente. El

volumen finito debe ser mas pequeno que el volumen critico que corresponde a
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la tension interfacial real en la superficie de la gota. Después de que cesa el
flujo de liquido, la gota tiene un volumen constante y la tension interfacial
decrece so6lo debido a la adsorcion de un agente tensioactivo. Dado que el
volumen elegido en el primer paso no es demasiado pequeno, la gota caera
después de alcanzarse una determinada tension interfacial de acuerdo a dicho
volumen. Después del desprendimiento de la gota, la siguiente gota se forma
eligiendo el mismo volumen o un volumen diferente. El resultado de este
experimento es compatible con el obtenido con otros métodos cuasiestaticos

como el método del anillo (Miller v col., 1992).

En el método dinamico, se puede medir la tension interfacial en intervalos
amplios que van desde 0,1 segundos a varias horas. Cuando la velocidad de
formacion de la gota (en segundos/pL) es muy alta (y por ende a tiempos de
desprendimiento de gota muy cortos), el método dinamico propiamente dicho

no puede aplicarse sin una correccion posterior (Miller v col., 1992).

Experimentalmente se ha observado que para los liquidos puros, el volumen
de las gotas desprendidas es mayor a mayores velocidades de formacién (en
realidad los volumenes deberian ser similares porque no hay agentes
tensioactivos que sean capaces de disminuir la tension interfacial).

Empiricamente se ha observado que:

V(t) = V. + St¥/* (2.22)
donde V.. es un volumen no perturbado (sin el efecto) de la gota, S: es el
coeficiente de la relacion lineal, y t: es el tiempo.

Como es de esperar, a bajas velocidades de formacién y por ende,
valores elevados de tiempo, este efecto se minimiza (V(t) - V. cuando t — o).
Este efecto recibe el nombre de efecto hidrodinamico y se basa en la siguiente
descripcion fisica: una gota que ha alcanzado su volumen critico comienza a
desprenderse. Este proceso tiene un tiempo limitado, por lo tanto durante el
desprendimiento, cuando la velocidad de formacion es muy elevada hay un
pasaje adicional de liquido (V.), por lo que el volumen de la gota es mayor. El
efecto hidrodinamico da una sobre-estimacion de y en el rango de altas
velocidades de formacion. La magnitud de V. depende de la viscosidad del
liquido, de su tension interfacial y del diametro del capilar. En este intervalo
problematico, el equipo tiene una version (método dinamico con flujo reducido)

que permite realizar las mediciones minimizando el efecto hidrodinamico.
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V,=t,F (2.23)

F= E(:et E: ng) (2.24)

V.t
(r-1¢,)
t,=a M)+ Bmir, (2.26)

donde F es el flujo de liquido por unidad de tiempo, a y B son funciones

Viy=vi+e-1t]= (2.25)

lineales de la viscosidad (n).

Se asume que la correccion del efecto hidrodinamico es equivalente
para sistemas que contienen agentes surfactantes y tiene que ser aplicado en
cada caso particular para obtener los parametros de correccion _(Miller y col.,

1992).

2.6.- Determinacion de las propiedades espumantes

El estudio de formacion y estabilidad de espuma se realizé mediante el
método conductimétrico desarrollado por Loisel y col., 1993, con pequenas
modificaciones. La espuma fue generada por burbujeo de aire a través de una
placa de vidrio sinterizado, siendo el poro mayor cuanto menor es el nimero
que lo define, el vidrio utilizado fue de tipo G4 con un caudal de 100 mL/min
hasta generar un volumen de espuma preestablecido de 60 mL. El ensayo se
realizo utilizando 10 mL de dispersion de las distintas muestras obtenidos en
una concentracion de proteina de 1 mg/mL en fosfato de sodio 10 mM, pH
7,5.

El estudio de la formacion de espuma se abord6 desde dos aspectos uno
cuantitativo considerando dos parametros vinculados a la formacién de
espuma Vi y VLEmax y otro cualitativo como lo es el tamafio de las burbujas.

La cinética de desestabilizacion se analizé basandose en los parametros
(kg, kd, Vg vy Vd) que surgen de la aplicacion del modelo cinético desarrollado
por Panizzolo 2005.

Las determinaciones corresponden a réplicas por triplicado que a su vez

se ensayaron cada una por triplicado.

2.6.1. Descripcion del equipo utilizado
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El equipo de analisis de propiedades de espumado TIAV 2002 fue
construido en base al modelo desarrollado por Loisel y col. (1993) en INRA
(Francia). Es un equipo de espumado por burbujeo, que permite analizar la
formacion y estabilidad de la espuma por medida conductimétrica sobre la
solucion espumada y simultaneamente seguir la variacion de volumen de
espuma por deteccion visual. El equipo consiste en un tubo de acrilico
transparente graduado en volumen, de 3 cm de diametro y 30 cm de altura,
equipado con un par de electrodos verticales localizados en su base y con un
disco poroso de vidrio (G4). La solucion o dispersion de proteinas es
introducida dentro del tubo hasta cubrir los electrodos (10 mL). La espuma se
genera por pasaje de aire a un caudal constante regulado mediante un
rotametro y por medio de un conductimetro se determina la conductividad de
la solucion de proteina y los datos son transferidos a una PC para su posterior
analisis. Simultaneamente se registra el volumen de espuma durante su
formacion de la espuma por observacion visual y el tiempo en forma directa en
la PC utilizando una tecla como funciéon de cronémetro controlando el reloj

interno (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Representacion esquematica del equipo TIAV 2002.

2.6.2 Determinacion de parametros de formacion de espumas

La medida conductimétrica de la fase liquida permite determinar el
volumen de liquido en la espuma (Vi) en funcion del tiempo:

Ct(usS)

V,p ((mL) = E Cias,

Ex v, (mL)  (2.27)

donde Vig(t): volumen de liquido en la espuma a un tiempo t, Vi: volumen de
solucion de proteina inicial, Ci: conductividad inicial (correspondiente al VLi),
Ct: conductividad a tiempo t.

A partir de Vig se pueden calcular varios parametros de formaciéon de
espuma (Figura 2.9). El volumen maximo de liquido retenido en la espuma
(Viemax) ¥ la velocidad de pasaje del liquido a la espuma (vi), dada por la

pendiente inicial de la curva Vig vs t parametro propuesto por Wagner y col.

—_ A VLE
v,(mL/s) = E—At % (2.28)

(1996):

Este parametro da informacion del comportamiento superficial de la
proteina en la etapa inicial de formacion de la espuma, en la cual los procesos
de desestabilizacion son incipientes (Wagner y col., 1996).

Simultaneamente por medida optica se registra el volumen de espuma
en funcion del tiempo; la pendiente de la recta resultante da el valor de la

capacidad espumante:

_OAVE
CE(mL/s)—E—At E (2.29)

o en funcion del gas insuflado

AVE
CE(mL/mLgas :H
( 845) = L vGit

(2.30)
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Vi gmax

Vie

tiempo

Figura 2.9. Curva experimental de VLE en funcion del tiempo. VLEmax volumen
maximo de liquido retenido en la espuma y vi velocidad de pasaje del liquido a la

espuma.

El tamano y forma de las burbujas si bien no se determiné
cuantitativamente se observé de manera cualitativa utilizando para esto
fotografias tomadas con una camara digital SONIC WS55. Estas imagenes
fueron obtenidas cuando el volumen de espuma llego a 10 mL
(correspondiente a un periodo de burbujeo de aproximadamente 5 segundos),
a 60 mL (volumen de espuma al momento de finalizar el burbujeo) y luego de
haber estado una hora en reposo (relacionada con la estabilidad de la

espuma).

2.6.3 Determinacion de parametros de estabilidad de espumas

Para el proceso de desestabilizacion de la espuma han sido sugeridos
diversos procesos cinéticos y a su vez distintos criterios de determinacion de
los parametros correspondientes a las diferentes ecuaciones planteadas
(Monsalve y Schechter, 1984; Wright y Hemmant, 1987; Kim y Kinsella, 1985;
Elizalde y col., 1991; Yu y Damodaran, 1991; Wagner y col., 1996).

En este trabajo se utiliza el modelo de segundo orden con dos términos

propuesto por Panizzolo (2005).
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V 2kt 2
V(f) - g g + Vd kdt
Vgt +1  (Vik,t+1)

(2.31)

donde kg (ml'.s™): es la constante de velocidad correspondiente al proceso de
drenado gravitatorio, kd (ml'.s): es la constante de velocidad correspondiente
al proceso de difusion de gas o desproporcion, Vg y Vd (mL): son los
parametros de amplitud correspondiente al proceso de drenado gravitatorio y

al proceso de difusion de gas o desproporcion.

2.7.- Determinacion de las propiedades emulsionantes

2.7.1. Preparacion de emulsiones

Se prepararon emulsiones aceite en agua 25:75 (vol/vol) utilizando las
distintas muestras a una concentracion de proteina de 1,0 mg/mL en
disolucion de fosfato de sodio 0,01 M, pH 7.5. Las emulsiones fueron
preparadas a temperatura ambiente con un homogenizador Ultra-turrax T25
(IKA-Labortechnik, GmbH & Co., Staufen, Alemania). La velocidad del rotor
(S25N-10G, GmbH & Co., Staufen, Alemania) se ajusté en 20.000 r.p.m. y el

tiempo de homogeneizacion fue de 1 minuto.

2.7.2. Ensayos de caracterizacion de las emulsiones

2.7.2.1 Porcentaje de proteina adsorbida y concentracion proteica

interfacial

La concentracion de proteina en la interfase (I) de la emulsion se
determinoé segun el método descrito por Puppo y col. (2005). Dos mL de
emulsion recién preparada fueron diluidos en 2 mL de solucion de sacarosa
(500 g/L en solucion Tris-HCI 0,1 M, pH 7). Dos mL de esa mezcla fueron
depositados delicadamente en el fondo de un tubo de centrifuga conteniendo
10 mL de soluciéon reguladora de pH cuyas propiedades fisicoquimicas son
idénticas a las de la muestra de dispersion de la proteina utilizada en la
preparacion de las emulsiones. Los tubos fueron centrifugados a 3.000 xg

durante 2 horas a 10 °C. Después de la centrifugacion los tubos se congelaron
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a -20 °C y fueron cortados a la altura de los 4,5 mL obteniéndose dos
volumenes. Las proteinas absorbidas en la interfase fueron desorbidas
mezclando el volumen superior con 20 mL de soluciéon de SDS 1%, la mezcla
fue centrifugada a 3.000 xg durante 1 hora 10 °C obteniéndose dos fases. La
fase acuosa inferior, que contenia la proteina desorbida, fue extraida mediante
una jeringa. La concentracion de proteina adsorbida y no adsorbida fue
determinada por el método de Markwell y col. (1978). La concentracion de

proteina en interfase fue calculada segiin la expresion:

Hpa L S— H

r ng H : 0 mL emulsion U
Om~ [ E
i

0 (232)

Sv m’ [
mL emulsion H

donde T es la concentracion de proteina en interfase, [Pa] es la concentracion
de proteina adsorbida en la emulsion y Sv es el area interfacial.

Las determinaciones fueron realizadas al menos por duplicado.

2.7.2.2 Tamaiio de particula de las emulsiones

La distribucion de tamano de particula de las diferentes emulsiones se
determiné por difraccion de luz laser y dispersion de luz polarizada utilizando
un analizador de particulas Coulter Counter Multisizer (Coulter Electronics
Ltd.) Combinando ambas tecnologias se puede obtener la distribucion de
tamano de particulas en un rango de 0.04 um hasta 2000 um.

El analisis se realizo sobre las emulsiones preparadas segun Ilo
descripto en el item 2.7.1 con y sin tratamiento con buffer Tris/HCl 50 mM,
pH 8,0 SDS 1 % en proporcion 1:1 para asegurar la completa defloculacion de
la emulsiéon (Anton y col., 2002).

A partir de la distribucion de tamano de particula expresada como %
volumen (% V) o como % superficie (% S) se obtuvieron los diferentes
diametros promedio: D3,2 y D4,3. Los diametros promedio describen los
diferentes tamanos que presentan un conjunto de particulas. En el caso del
diametro de la esfera de area superficial equivalente D;,, también denominado

diametro medio de Sauter se expresa
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y el diametro de la esfera de volumen equivalente D43, también denominado
3

Di
D,, = P (2.33)

2
i

diametro medio de De Broucker:

4
D, = % (2.34)

En ambas expresiones el nimero de particulas no aparece ni en el
numerador ni en el denominador de la ecuacion, por lo que técnicas como la
de difraccion Laser, que miden una distribucion proporcional a D® no
necesitan conocer el numero de particulas para llegar a determinar el
resultado medio.

A partir de los valores de D43 se calculé el grado de floculacion (GF %)

como: (GF =[(D-DSDS)/DSDS|x100)  (2.35)

Aunque estos parametros podrian calcularse también a partir del
diametro promedio de Sauter D3,2, es mas conveniente utilizar D4,3 debido a
que los cambios producidos en las emulsiones son detectados con mayor
sensibilidad (Relkin y Sourdet, 2005). La diferencia de valores de diametro
promedio obtenidos en ausencia y presencia de la soluciéon conteniendo SDS,
se tomo6 como una medida de formacion de floculos o agregados en la emulsion

(Anton y col., 2002). Las determinaciones fueron realizadas por triplicado.

2.7.2.2.1. Descripcion del equipo utilizado

El Coulter Counter Multisizer, consiste en un laser de He Ne como
fuente de luz intensa coherente con una longitud de onda fija (A = 0,63 pm)
que ilumina las particulas dispersas en la zona de medida. Este, luego es
enfocado por lentes de Fourier hacia un detector que consiste en un gran
numero de elementos fotosensibles colocados radialmente. El detector
normalmente es una lamina de silicio fotosensible, que dispone de varios
detectores que son capaces de producir simultaneamente medidas basadas en
el volumen de las particulas a una velocidad de 500 detecciones/seg. En el
intervalo entre 1 nm y 1 pm, aproximadamente, es utilizada la técnica de
espectroscopia de correlacion foténica, pero la intensidad de luz dispersada es
tan baja que es necesaria la incorporacion de un tubo fotomultiplicador junto

con un correlacionador de sefial para hacer significativa la informacion. Las
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particulas en suspension son medidas con la ayuda de un sistema de
recirculacion que las hace pasar al interior de la celda de medida por donde
pasa el haz del laser.

La intensidad de la luz desviada se mide por la aplicaciéon de un modelo
optico que permite calcular el patron de dispersion. La distribucion
volumeétrica del tamano de particula que se ajusta mejor con el patron medido
es calculada por el programa del equipo haciendo uso de la teoria de
Fraunhofer que asume las siguientes suposiciones:

- Las particulas son mucho mas grandes que la longitud de onda empleada. La
norma ISO13320 establece que esto se cumple cuando el tamano de la
particula es mayor de 40A, por ejemplo 25 pm cuando sea utilizado un equipo
que disponga de un laser de He-Ne (A = 0,63 pm).

- Todos los tamanos de particula dispersan luz con la misma eficiencia.

- La particula es opaca y no transmite luz.

Mediante el programa del equipo la informacion es procesada y es
generada directamente una distribucion de volumen, o también de area y del
numero de particulas, en funcion del tamano de particula (Figura 2.10), como
asi también una tabla de parametros descriptores de la distribucion de
tamano de particula de la muestra analizada, entre ellos D3, y D43 (Figura
2.11). El sistema de recirculacion que proporciona una alta reproducibilidad,
permite ademas, la incorporacion de aditivos, dispersantes y surfactantes

como SDS que ayudan a determinar el tamanio correcto de particula.

FED A EHEHSOBHESE EAALEJAN~1VTESIS\TECNICAS\EMULSI~T\COULTER

= -0 x

Differential Yalume

valume (%)

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.04 01 0.2 04 06 1 2 4 B 10 20 40 B0 100 200 400 GO0 1000 2000
Particle Diameter (pm)
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Figura 2.10. Distribucién de volumen en funcién del tamafo de particula tal como la
proporciona el programa del equipo Coulter Counter Multisizer (Coulter Electronics
Ltd.)

p=i=3 A EMALEJAN~TVTESISATECHICAS\EMULSINCOULTER

= -0 X

Differential “olume

Save Close
Calculations fram 0.040 pm to 2,000 pm
“olume 100.0%
Ilean: 37.08 pm S.0. 19.96 pm
Median: 39.93 pm CW 539%
Di3 2 5137 pm
Ivode: 50.23 pm

% < 10 25 a0 74 a0
Size pm 4468 2256 39.93 41.76 61.51

5

valume (%3

T T T T T T T T T T T T T T T T
0.04 0.1 0z 04 06 1 2 4 b 10 20 40 B0 100 200 400 600 1000 2000

Particle Diarneter (pm)
0.325% @ 4.047 pm

Figura 2.11. Tabla de parametros descriptores de la distribucion de tamafno de
particula de la muestra analizada tal como la proporciona el programa del equipo
Coulter Counter Multisizer (Coulter Electronics Ltd.)

2.7.2.3 Microestructura de emulsiones

La microestructura de las emulsiones se evalu6 colocando alicuotas de
10 pL de emulsiéon (sin o con dilucion previa) sobre un portaobjetos. El
cubreobjetos (22 x 22 mm) se colocé cuidadosamente y sin deslizamiento para
no inducir la coalescencia de las gotas de aceite. Las emulsiones se observaron
con un microscopio 6ptico Leica DLMB (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemania) con una camara digital adaptada (Leica DC100, Leica Microsystems

GmbH, Wetzlar, Alemania), operando con un aumento de 100 y 200 X

2.7.3 Determinacion de la estabilidad de las emulsiones

La estabilidad global de las emulsiones se analiz6 usando un analizador
optico vertical (Turbiscan Classic MA2000, Formulaction, Toulouse, France).
Las emulsiones recientemente preparadas se colocaron en una celda cilindrica
de vidrio (80 mm) para registrar los perfiles de trasmitancia (T %) y

backscattering (BS %) o retrodispersion, en funcion de la altura en la celda. Se
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realizo el estudio de las cinéticas de cremado y desestabilizacion de las
emulsiones mediante la medida de retrodispersién cada minuto durante un

periodo de 60 minutos y una posterior y Unica medida a las 24 horas.

2.7.3.1 Estabilidad de la emulsion frente al cremado

La estabilidad frente al cremado se estudi6 a través de la disminucion
de los valores promedio de la retrodispersion en la parte inferior (zona 10-20
mm, RDp10-20) del tubo de medida en funcion del tiempo.

Dado que las muestras presentaron un perfil de RD de tipo sigmoideo la
magnitud e incidencia de las desviaciones a la Ley de Stokes serian tales que
las gotas tendrian impedido el movimiento en el primer intervalo del proceso
de cremado, pero con el transcurso del tiempo los efectos que retardan el
proceso disminuirian su magnitud e incidencia de modo de que la velocidad de
cremado pasaria a tener un comportamiento similar al de las emulsiones que
presentan un perfil de tipo hiperbdlico. En este caso un modelo cinético con
dos términos, uno de tipo hiperbdlico y otro de tipo sigmoideo, describe
adecuadamente el proceso de cremado de estas emulsiones. La expresion que

describe el comportamiento es:

RD A 22.RD
RD(A) = 0 h s
9 HRD, Kt + 1H+ H22 + (k. RD,)* 1>

E (2.36)
donde RD(t) es el valor de RD a tiempo t, ki es la constante de velocidad de
variacion de RD en funcion del tiempo para una cinética de tipo hiperbélica,
k. es la constante de velocidad de variacion de RD en funcion del tiempo para
una cinética de tipo sigmoidea y RDy y RDs son los parametros de amplitud
correspondientes a cada una de las cinéticas respectivamente, tales que RD;, +
RD; = RD;, RD;:es el valor de RD inicial

Los valores de kh, ks, RDh y RDs fueron estimados mediante regresion

por cuadrados minimos
2.7.3.2. Estabilidad de la emulsion frente a la floculacion y coalescencia

La desestabilizacion global de las emulsiones se estudi6 mediante el

cambio de los valores promedio de retrodispersion en la zona 50-53 mm (RDjso-
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s3) en funcion del tiempo y el calculo de D(%) (Palazolo y col., 2005) segun la

expresion:

(Rmeax B RDp24)

D(%) = x 100 (2.37)

p max

Donde D(%): grado de desestabilizacion global, RDpmax: promedio del maximo
valor de retrodispersion en el tiempo en un intervalo determinado y RDgp24.

promedio del valor de retrodispersion a 24 horas en un intervalo determinado.

Los valores de D(%) (Ecuacion 2.37) fueron obtenidos de los perfiles de
RD, este parametro permitié cuantificar la desestabilizacion global de la fase
crema desde su formacion hasta el final de su almacenamiento (24 horas).
Puesto que es un indice de la disminucion de RD,, asociada a un nimero mas
bajo de particulas, este puede ser relacionado con la coalescencia y/o
floculacion.

Las determinaciones corresponden a réplicas por triplicado que a su vez

se ensayaron cada una por triplicado.

2.7.3.3. Grado de hidratacion

El grado de hidratacion de la fase crema se estim6 a partir del volumen
relativo de fase crema (V) calculado de los perfiles de BS % correspondiente a
las 24 horas de almacenamiento y mediante la fraccion volumeétrica de la fase
dispersa (@).

El volumen relativo de la fase crema (V;) se determiné a partir del perfil

de BS a las 24 horas de almacenamiento como:

longitud dela fasecrema (mm)

(2.38)

T longitud total (fasecrema+ suero) (mm)

La seccion transversal del tubo es constante y por ende la relacion de

longitudes se relacion6 de manera directa a la relacion de volimenes.

Las determinaciones se realizaron por triplicado.

GHidratacion = L (2.39)
Vr
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2.7.3.4. Descripcion del equipo para determinar la estabilidad en

emulsiones por dispersion miltiple de la luz.

El equipo Turbiscan Classic MA 2000 Formulaction (Toulouse, France)
permite el analisis de la desestabilizacién fisica de dispersiones liquidas
concentradas (emulsiones y suspensiones). El principio de funcionamiento de
este instrumento se basa en la dispersion multiple de la luz. Es un analizador
optico de exploracién vertical cuya representacion esquematica se muestra en
la Figura 2.12. Consta de un cabezal de detecciéon que se mueve de arriba
hacia abajo a lo largo de una celda de vidrio cilindrica. El cabezal de deteccion
esta compuesto por una fuente de luz del infrarrojo cercano (A= 850 nm) y dos
detectores sincronicos. El detector de transmision recibe la luz que atraviesa
la muestra, 180° del haz de luz incidente, mientras que el detector lateral
recibe la luz desviada por la muestra a 45° del haz de luz incidente Figura
2.13.

Figura 2.12. Representacién esquematica, simplificada y fotografia del

analizador optico de exploraciéon vertical (Manual-Turbiscan Classic

MA2000,Formulaction, Toulouse, France)
. T Transmission
Light - ' b & i

source

Backscattering
detector
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Figura 2.13 Principio de medida del turbiscan (Manual- Turbiscan Classic

MA2000, Formulaction, Toulouse, France)

El cabezal de deteccion explora la longitud total de la muestra
(aproximadamente 60 mm), adquiriendo datos de transmisiéon y
retrodispersion cada 40 pm (1625 adquisiciones de transmision y
retrodispersion por exploracion).

Los flujos de medida se calibran con un estandar de reflectancia que no
adsorbe (perlas de latex de poliestireno) y un estandar de transmitancia (aceite
de silicona). La senal primero es tratada por un convertidor de corriente a
voltaje. Un microprocesador integrado maneja la adquisicion de datos, la
conversion analdgica a digital, el almacenamiento de datos, el control del
motor y la intercomunicaciéon con la computadora. Los resultados son
representados en la pantalla de la computadora en curvas que presentan el
porcentaje de luz transmitida y retrodispersada en funcién de la longitud del

tubo de medida de la muestra Figura 2.14 y 2.15.

Visualizacién “ > -

del resultado

menisco

T%

J—
'---—n—
—

BS % BS[I]:)
S—

Base del tubo
Porcentage de luz T ransm]ﬂdw

o Reflejada

Figura 2.14 Forma de visualizar luz transmitida y retrodispersada en funcién de la
longitud del tubo de medida de la muestra
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Figura 2.15 Curvas que presentan el porcentaje de luz transmitida y retrodispersada
en funcién de la longitud del tubo de medida de la muestra, tal como son presentados
por el programa del equipo Turbiscan.

El analisis puede repetirse con una frecuencia programable y los
resultados se van acumulando en el grafico en funcion del tiempo. La
estabilidad o la inestabilidad del producto pueden entonces ser determinada
analizando estos datos.

La inestabilidad de las dispersiones resulta frecuentemente ser debida a
dos procesos fisicos distintos: un aumento del tamano de particula debido a la
coalescencia o a la floculacion y a la migracion de la particula dentro de las
muestras que dan lugar al cremado. Cuando no existen cambios de la fraccion
del tamano o del volumen de la particula los valores de retrodispersion (RD) y
de transmision (T) siguen siendo constantes y todas las exploraciones
correspondientes a distintos tiempo de medida se sobreponen (Figura 2.16a).
Si ocurriera un aumento del tamafno de particula (floculacion o coalescencia) a
lo largo de toda la muestra se inducen cambios en A * 0o A y por lo tanto RDy T
varian en las exploraciones correspondientes a distintos tiempos de medida,
presentando RD una disminucion de los valores en las sucesivas exploraciones
(Figura 2.16b). Cuando se produce un fenémeno de cremado de las particulas
se inducen cambios de la fraccion del volumen de particulas a lo largo de la
muestra, disminuye en la parte inferior y aumenta en la parte superior, por lo
tanto RD y T también varian, presentando RD una disminucion de los valores

en la zona inferior, progresivamente a lo largo de la muestra y a su vez un
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aumento progresivo en la zona superior en las sucesivas exploraciones (Figura

2.16¢). A su vez los procesos de aumento de tamano y migracion de particula

pueden ocurrir simultaneamente.

Estabilidad

R

RD%

largo del tubo

Floculacion

Coalescencia

RD%

largo de tubo
C Crem ado

RD%o
T
|

largo del tubo

Figura 2.16. Representacion esquematica de los cambios ocurridos en los procesos de
a) estabilidad, b) floculacién y/o coalescencia y c) cremado y sus efectos en los perfiles

de retrodispersion.
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2.8. Analisis estadistico
El tratamiento estadistico de datos se realizO en todos los casos
mediante analisis de la varianza (ANOVA) con a = 0,05 y la comparacion de

medias por la prueba de minimas diferencias significativas (LSD) con a = 0,05,

utilizando el programa Statgraphics plus 7.0.

3. RESULTADOS Y
DISCUSION

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA- ESTRUCTURAL
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3.1. Glicosilacion no enzimatica de B-Lactoglobulina

La B-Lactoglobulina se utiliza como ingrediente alimentario por sus
propiedades funcionales, por lo que mejorar estas caracteristicas sin hacer

modificaciones téxicas es de gran interés para el sector alimentario.

La glicosilacion de los grupos amino de las proteinas a través de su
union covalente con grupos carbonilos de azucares reductores, mediante la
conocida Reacciéon de Maillard, aparece como un modo eficaz de modificar sus
propiedades funcionales. Esto se debe a los cambios fisicos y quimicos que se
producen, tales como el tamano, la forma, la composicion, la carga neta y la
distribucién de cargas, la relacion hidrofobicidad/hidrofilicidad, modificacion
en las estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias, la flexibilidad o
rigidez molecular y la capacidad de interactuar con otros componentes del
alimento. Ademas, a diferencia de otros métodos de glicosilacién de proteinas,
la reaccion de Maillard no requiere el uso de aditivos quimicos que podrian

suponer un problema en la alimentacion.

En el presente trabajo se desarrollaron distintos compuestos por la
union de carbohidratos con (-Lactoglobulina via reaccion de Maillard, con el
fin de poder utilizarlos como ingredientes funcionales en alimentacion. Se
realizaron modificaciones de [-Lactoglobulina utilizando glucosa, lactosa y
dextrano bajo diferentes condiciones de reaccion. Mediante ensayos previos se
seleccionaron las condiciones de reaccion mas adecuadas para el estudio. Se

selecciono6 el pH de 7, la temperatura de S50°C, la relacion molar proteina:
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carbohidrato (1:10 y 1:100) y los tiempos de reaccion 51 y 96 horas. Se
seleccion6 la actividad de agua (aw) de 0,65 para realizar las modificaciones, ya
que con esta (aw) se logré un mayor grado de glicosilacion. Para realizar el
estudio de las propiedades funcionales se eligi6 el pH de 7,5 dado que la f3-
Lactoglobulina presento mejores propiedades espumantes y emulsionantes en

ese valor.

3.2.-Caracterizacion fisicoquimica-estructural de los

compuestos obtenidos

Las 12 muestras de B-Lactolgobulinas glicosiladas (10 51 G, 10 96 G, 100 51
G, 10096 G, 1051 L,1096L, 10051 L, 10096L, 1051 D, 1096 D, 100 51
D, 100 96 D) y los 3 blancos de reaccion (Lg s tt , Lgc tt 51 h y Lg c tt 96 h)
fueron caracterizadas fisicoquimica y estructuralmente. Se seleccionaron los
blancos para poder diferenciar el efecto del tratamiento térmico de los cambios

producidos por la glicosilacion.

3.2.1.-Solubilidad

Tabla 3.1. Indice de Solubilidad (IS) de las muestras estudiadas

Muestra Indice de Solubilidad
(%)
Lg s tt 72 +2 a
Lgctt 51h 774 a
Lg c tt 96h 753 a
1051 G 72+ 7 a
1096 G 714 a
100 51 G 727 a
100 96 G 712 a
1051 L 73+£9 a
1096 L 78 £ 8 a
100 51 L 72 £ 8 a
100 96L 74 £ 10 a
1051 D 78 £ 8 a
10 96 D 72 +6a
100 51 D 78 £ 8 a
100 96 D 80+8a

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con
(a<0.05)

La solubilidad de las dispersiones acuosas de las muestras glicosiladas
y sus blancos fue mediante su dispersion en solucion de fosfato de sodio 10

mM pH 7,5 al 1 % p/v, segun lo descripto en la seccion 2.3.2. No
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encontrandose diferencias significativas en el % de solubilidad entre las
muestras analizadas (Tabla 3.1).

El tratamiento térmico a 50° C y la reaccién con el aztcar pueden
provocar una desnaturalizacion parcial de la 3-Lactoglobulina, sin embargo,
no se observaron diferencias significativas en la solubilidad de las dispersiones
estudiadas. Este hecho puede ser atribuido a la formacion de agregados que

se mantienen dispersos en el medio utilizado (Jimenez-Castano y col., 2005).

3.2.2.- Analisis de la variacion de peso molecular

3.2.2.1 Espectrometria de masa MALDI-TOF

El uso de Matrix-assisted Laser Desorption/ionization Time-of-flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF-MS) permite medir con gran precision y resolucion
la masa molecular de las muestras a estudiar. Por lo tanto este método es
adecuado para diferenciar los cambios estructurales de las proteinas durante
la glicosilacion y aporta informacion acerca de cuantos grupos carbohidratos
se han unido a la molécula de B-Lactoglobulina en cada condicion de reaccion,

debido al aumento en la masa molecular de los espectros.

Tabla 3.2: Numero medio de carbohidratos unido por monémero de P-
Lactoglobulina de las muestras estudiadas

Muestra N° medio de
carbohidratos unidos
10 51 G 7
1096 G 8
100 51 G 15
10096 G 19
1051 L 6
1096 L 7
100 51 L 7
100 96L 8
10 51 D 4
10 96 D 4
100 51 D 4
100 96 D 4
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En la figura 3.1 se presentan los espectros obtenidos de 10 96 G; 10 96
L, 10 96 D y Lg c tt 96 h, en estos se pueden observar los picos
correspondientes a la forma monomeérica y dimérica de la 3-Lactoglobulina.

La glicosilacion de la proteina produjo un corrimiento a PM mayores y
un aumento en la amplitud de los picos. La diferencia entre el PM del
monomero modificado y el monomero sin glicosilar esta relacionado con el
valor medio de carbohidratos unidos a la B-Lactoglobulina. Este parametro se
utilizé para evaluar el grado de avance de la reaccion, los resultados obtenidos
se presentan en la (Tabla 3.2). Se puede apreciar el comportamiento diferente
presentado por glucosa, lactosa y dextrano en la glicosilacion de la pB-

Lactoglobulina.
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Figure 3.1. MALDI-TOF MS de 10 96 G (A), 10 96 L (B) 10 96 D (C) y Lg c tt 96h (D)

Los espectros de masa de [(-Lactoglobulina glicosilada con glucosa y
lactosa (Figura 3.1 A y B) presentaron una distribucion gaussiana con un pico
mas ancho que la -Lactoglobulina sin glicosilar (Figura 3.1 D). En el caso de
la glicosilacion con dextrano (Figura 3.1 C) los espectros se caracterizaron por
una distribucién gaussiana mas ancha que la correspondiente al resto de las
muestras analizadas. Este hecho puede ser atribuido a la gran heterogeneidad
(Broersen y col., 2004) que deriva de la presencia de dos variantes de -
Lactoglobulina, cada una con 19 sitios susceptibles a la glicosilacion (15 Lys,
3 Arg, y el NH2-terminal), asi como a una dispersion en el PM del dextrano
utilizado que tiene un valor medio alrededor de 1500. Esta distribucion
gaussiana de masas por MALDITOF-MS ha sido informada por otros autores
(Broersen y col., 2004; Van Teeffelen y col., 2005) los que informaron sobre la
existencia de productos heterogéneos con una distribuciéon de Gauss, con un
ancho de pico relacionado con el nimero de carbohidratos unidos.

Los picos de las gaussianas mostraron un maximo de intensidad el cual
se puede relacionar con el numero medio de carbohidratos unidos por
monoémero de B-Lactoglobulina. En el caso de glucosa se detecté un aumento
significativo en el numero de carbohidratos unidos a la proteina al
incrementarse la relacion molar de 7 a 15 para 51 horas y de 8 a 19 para 96
horas. Cuando los carbohidratos utilizados fueron lactosa y dextrano no se

hallaron diferencias significativas (a<0.05) en el numero de carbohidratos
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unidos por monémero de (-Lactoglobulina, tanto en funcion del tiempo de la
reaccion o la relacion molar. El valor promedio obtenido para la lactosa en las
cuatro condiciones ensayadas, fue de 7, mientras que para dextrano fue 4.
Este menor numero de lactosas glicosiladas en comparacion al numero de
unidades glucosa podria estar relacionado con lo informado por Fogliano y col.
(1998), quienes indicaron que de un total de 15 residuos de lisina solo un
maximo de 9 residuos presentaron reaccién con lactosa.

En el presente trabajo se encontro una relacion inversa entre el tamano
molecular del carbohidrato y el nimero de carbohidratos que reaccionan con
la proteina. Morgan y col. (1999a) indicaron que la reacciéon de glicosilacion
provoca cambios conformacionales que favorecen entrecruzamientos inter e
intramoleculares que impidirian la interaccion entre la (- Lactoglobulina y
carbohidratos mas grandes. Por tanto esté hecho permitiria explicar la
relacion entre el tamano molecular y nimero de moléculas reaccionantes de

los carbohidratos senalada.

3.2.2.2 Electroforesis Tricine-SDS-PAGE

Octamero| W1

Tetramero
Trimero
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Figura 3.2. Corridas electroforéticas (Tricine-SDS-PAGE) de las siguientes muestras:
Lgstt(0); Lgctt51 h(l); Lgctt96 h (2); 10 51 G (3), 10 96 G (4), 100 51 G (5); 100
96 G (6); 10 51 L (7); 1096 L (8); 100 51 L (9) 100 96 L (10); 10 51 D (11); 10 96 D
(12); 100 51 D (13); 100 96 D (14) y el patréon de Peso Molecular (Ppy).

La separacion de proteinas mediante electroforesis se llevd a cabo en
geles de poliacrilamida con Tricina-Dodecil Sulfato de Sodio (Tricina-SDS-
PAGE) preparados segun lo indicado en la seccion 2.3.3. Los diagramas
electroforéticos obtenidos se presentan en la Figura 3.2. Se pueden observar la
presencia de agregados de alto PM que no entraron al gel y una cantidad
considerable de agregados solubles correspondientes a octameros y tetrameros
de la pB-Lactoglobulina. Las estructuras que se presentaron en mayor
proporcion en todas las muestras estudiadas fueron las formas monoméricas y
diméricas de B-Lactoglobulina.

Los perfiles electroforéticos obtenidos mostraron también un aumento
en el PM de las formas monomerica y dimérica de la B-Lactoglobulina
glicosilada respecto a la proteina sin glicosilar, aumento relacionado con el
numero de carbohidratos unidos a la molécula proteica. Este resultado
coincide con el obtenido por MALDI-TOF-MS, aunque en el caso de la
electroforesis esta diferencia en el PM no presenta tan buena resolucion y
precision como por Espectrometria de Masa. Tanto las bandas electroforéticas,
como los picos obtenidos por MALDI-TOF-MS, correspondientes a las
muestras glicosiladas con carbohidratos son mas anchas respecto a la
proteina sin glicosilar aumentando en el siguiente orden glucosa < lactosa <
dextrano, lo que puede ser debido a la heterogeneidad de los productos

obtenidos.
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Figure 3.3. Porcentaje de monémeros, dimeros, tetrameros y octameros calculados de
la corrida electroforética de las diferentes muestras Lg s tt (0); Lg c tt 51 h (1); Lg c tt
96 h (2); 10 51 G (3), 1096 G (4), 100 51 G (5); 100 96 G (6); 10 51 L (7); 10 96 L (8);
100 51 L (9) 10096 L (10)

En el caso de las muestras 1:10 51 G y 1:10 96 G se puede apreciar
una disminucion de las formas dimérica y monomeérica de la B-Lactoglobulina
con un aumento consecuente de tetrameros y octameros. Las muestras 100 51
G, 100 96 G, 10 51 L, 10 96 L, 100 51 L y 100 96 L exhibieron una
disminucion de la forma dimérica de la B-Lactoglobulina y un aumento de las
tres formas restantes.

En las muestras de [(-Lactoglobulina glicosiladas con lactosa el
porcentaje de octameros es significativamente mayor (a<0.05) que cuando la -
Lactoglobulina es glicosilada con glucosa (Figura 3.3). Cuando la reaccion de
glicosilacion es con dextrano se observa un mayor porcentaje de las formas
monoméricas y diméricas de la PB-Lactoglobulina respecto a las otras dos

formas (Figura 3.2).

3.2.3.- Hidrofobicidad Superficial

El contenido de aminoacidos hidrofébicos y su ubicacién espacial en la
proteina ha sido relacionado con las propiedades funcionales (Kato y Nakai,
1980). En una proteina globular, los restos aminoacidicos hidrofébicos tienden
a localizarse en el interior de la proteina, evitando el contacto con el medio
acuoso. Sin embargo, debido a impedimentos estéricos, no todos los restos de
aminoacidos hidrofébicos residen en el interior de la molécula proteica. Por tal
motivo un numero importante de ellos puede permanecer en la superficie de la

molécula de la proteina conjuntamente con restos aminoacidicos polares y

cargados.

Tabla 3.4 Muestra Ho

Hidrofobicidad Lg s tt 3711 =

superficial (Hq) €N 1gctt51h 30+3 ab

las  ~ distintas ;o4 96n 2743 b

condiciones

ensayadas. 10 51 G 12+ 4 c
10 96 G 17+ 4 c
100 51 G 16+ 4 c
100 96 G 14 £ 4 c
1051L 351 a
1096 L 405 a
100 51 L 30+5 a,b
100 96 L 388 a
1051 D 15+ 4 c Pagina 107
1096 D 13+ 4 c
100 51 D 10+ 4 c
10096 D 10+ 4 c




Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con
(a<0.05)

La B-Lactoglobulina glicosilada con glucosa y dextrano presenta valores
de Ho menores significativamente (a<0,05) que la p-Lactoglobulina sin
glicosilar. Esto podria ser debido a un menor numero de sitios de union en la
superficie de la proteina con la sonda fluorescente (ANS), lo cual se podria
deberse a una posible polimerizacion por formacion de enlaces disulfuro como
consecuencia de las reacciones de glicosilacion (Morgan y col., 1999a). Segun
Morgan y col (1999a) la Cys 121 libre de la B-Lactoglobulina se encuentra
enterrada en una region hidrofobica protegida por una a-helice, la cual
presenta 3 sitios posibles de reaccion de glicosilacion ((Lys135, 138, 141).

(Figura 3.4)

Helix lysine residues

Figure 3.4. Estructura de B-Lactoglobulina indicando el grupo tiol libre (Cys 121) y
residuors de lisina (Lys135, 138, 141) presentes en a-helice. Estructura obtenida por
MOLSCRIPT (Kraulis, 1991).
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Cuando se produce la reaccion de glicosilacion, a diferencia de cuando

se somete la B-Lactoglobulina a tratamientos térmicos en que se produce la

disociacién del dimero a monémero sin posibilidad de uniones disulfuro, la

union de carbohidratos a las lisinas antes mencionadas provoca una

desestabilizacion de la a-helice, generando un monoémero hinchado (N*) el cual

presenta la Cys libre disponible para reacciones de polimerizacion (Figura3.
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Figura. 3.6 Espectros de intensidad de fluorescencia en funciéon de la longitud de
onda. A: Lgstt(@®);LgcttS1h (¥ Lgctt96 h (4); 10 51 G (*),10 96 G (+), 100 51 G
(“); 10096 G (x); 1051 L (-); 1096 L (); 10051 L (:}; 10096 L (7). B: Lg s tt (m); 10
51D (™); 1096 D (™); 100 51 D (™); 10096 D ()

La intensidad de fluorescencia UV de la B-Lactoglobulina disminuye
significativamente con el tratamiento térmico (Figura 3.6-A). Cuando la
reaccion de glicosilacion se realiza con glucosa, lactosa y dextrano se observa
una disminucion significativa en la intensidad de fluorescencia UV respecto a
la B-Lactoglobulina nativa, siendo menor la intensidad de fluorescencia con el
aumento del tamano del carbohidrato. La disminucion en la intensidad de
fluorescencia podria atribuirse a un ocultamiento de los residuos de
aminoacidos aromaticos por una posible agregacion de la (-Lactoglobulina
glicosilada con los distintos carbohidratos (Figura 3.6 A y B). Estos resultados
evidencian que el plegamiento que adquieren los diferentes productos de -
Lactoglobulina glicosilados no es el mismo y podria estar relacionado con el
tamano y el tipo de molécula unida.

Cuando la B-Lactoglobulina es glicosilada con dextrano se detecté un
corrimiento de 3-5 nm hacia el rojo del maximo de emision de fluorescencia, el
que podria estar relacionado con un cambio conformacional de la molécula
proteica debido a la unién del carbohidrato, el cual provocaria una mayor
exposicion de residuos Trp. Segiin Marcia y col. (2004) y Iametti y col. (1996),

la reaccion de glicosilacion de la p-Lactoglobulina expone dos grupos
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triptofanos, Trpl9 y Trp61 que producen cambios en el espectro de emision de

la molécula.

3.2.5.- Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Sample: blacto1
Size: 4.0000 mg
Method: Ramp

-2.0

DSC

File: E:...\alejandra medrano DSC\blacto1.001
Operator: db

Run Date: 12-Apr-2007 08:33

Instrument: DSC Q100 V9.4 Build 287

2.5

Heat Flow (W/g)

-3.01

-3.5

61.40°C
20.54J/g

30

50

T

70

T
90 110
Universal V4.2E TA Instruments

Exo Up Temperature (°C)

Figura. 3.7 Termograma de [3-Lactoglobulina sin tratamiento térmico

El termograma de -Lactoglobulina obtenido por calorimetria diferencial

de barrido presenta dos endotermas alrededor de 40°C y 70°C,
respectivamente (Figura 3.7). Estos resultados son concordantes con los
informados por Aouzelleg y Bull (2004), Qi y col. (1995).

Qi y col. (19935) atribuyen la existencia de dos endotermas a dos causas:
- al pH de trabajo, 7,5, en el cual la B-Lactoglobulina se encuentra con una
conformacion dimérica; atribuyéndose en consecuencia la primer endoterma a
la disociacion del dimero en monémero, y la segunda a la desnaturalizacion
del monoémero.
- a la existencia de una distribucion de conformaciones a pesar de que todas
las moléculas se encuentran en las mismas condiciones fisicoquimicas. De
hecho, la mayoria de las proteinas se encontraran en la conformacién que
tenga un minimo de energia libre, pero algunas moléculas se podrian
encontrar en un estado energético ligeramente mayor (formas misfolded).
Estos estados se presentando

encuentran parcialmente desplegados
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estructuras nativas y regiones no nativas. En funcion de ello, se atribuye la
existencia de la primer endoterma a las formas "misfolded” que presentarian

una estabilidad térmica inferior a la del monémero.

Por su parte Aouzelleg y Bull (2004) atribuyen el termograma obtenido a
la existencia en la B-Lactoglobulina de dos dominios los cuales poseerian una
estabilidad diferente frente al tratamiento térmico. El primero de ellos poseeria

un maximo a 65° Cy el segundo a 82-83° C.

Tabla 3.5 To (Temperatura inicial del pico), AH (Entalpia de desnaturalizacion
de la proteina) y Td (Temperatura de desnaturalizacion) correspondiente a la
desnaturalizacion del monémero de [-Lactoglobulina de las muestras
estudiadas.

Muestra To Td AH
(°C) (°C) (mJ/mg)
Lg s tt 662 a 74t 2 a 9t 2 a
Lg c tt 51h 64+ 1 a 73t1 a 82 a
Lg c tt 96h 62+ 1 a 72+ 1 a 8+2 a
1051 G 704 a 79+ 3 b 91 a
10 96 G 62+ 3 a 783 b 3t1 b
100 51 G 70+ 4 a 801 c 5.2 b
100 96 G 632 a 78+1 b 5t2 b
1051L 68+ 3 a 80+ 1 b,c 81 a
1096 L 68t1 a 821 b,c 9t 1 a
100 51L 68+ 4 a 771 b 61 b
10096 L 68+t 4 a 85+ 1 c 521 b
1051 D 731 b 8+1 b 5+1 b
10 96 D 72+1 b 85+1 b 6+x1 b
100 51 D 734 b 861 b 61 b
100 96 D 732 b 861 b 5+1 b
Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las Pagina 112
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La temperatura de desnaturalizacion del mondémero (Td)
correspondiente a las muestras glicosiladas con los distintos carbohidratos fue
significativamente mayor (a<0.05) que la correspondiente a la B-Lactoglobulina
sin glicosilar. Cuando en la reaccion de glicosilacion se utilizoé lactosa se
produjo un aumento significativo (a<0.05) de la Td con el tiempo de reaccion,
hecho no verificado para las muestras glicosiladas con glucosa y dextrano. Se
puede observar ademas que existe una relacion directa entre el aumento de la
Td y el tamano del carbohidrato utilizado (Tabla 3.5). Las diferencias
detectadas entre las diferentes muestras de PB-Lactoglobulina glicosilada con
los distintos carbohidratos utilizados, se puede relacionar con el diferente
plegamiento obtenido. Segiin Jiménez-Castano y col. (2005) cuando en la
reaccion de glicosilacion se utilizan dextranos se produce una polimerizacion
de la pB-Lactoglobulina mediante la formacion de puentes disulfuro,
generandose ademas complejos de alto PM formados por enlaces covalentes
entre 3-Lactoglobulina-dextrano.

La entalpia de desnaturalizacion de las muestras glicosiladas fue, en
todos los casos, significativamente menor (a<0.05) que la correspondiente a la
muestra sin glicosilar. Cuando la reacciéon de glicosilacion se realiz6 con
glucosa y lactosa la entalpia de desnaturalizacion disminuy6é de manera
significativa (a<0.05) con la relacion molar, comportamiento no verificado para
las muestras glicosiladas con dextrano (Tabla 3.5).

Las diferencias obtenidas entre las muestras sin glicosilar y las
glicosiladas serian consecuencia del cambio conformacional de la -
Lactoglobulina provocado por los distintos carbohidratos utilizados. Tal como
se indic6 previamente, Aouzelleg y Bull (2004) la disminucion de la entalpia de
desnaturalizacion térmica de la [-Lactoglobulina tratada con dextrano
respecto a la de la proteina sin glicosilar se deberia a la interaccion que se

produce entre los polisacaridos y las proteinas.

Pagina 113



3.3. Grado de avance de la reaccion de glicosilacion

3.3.1.- Determinacion de furosina

Tabla 3.6 Contenido de furosina en las muestras originales y glicosiladas

Muestras Furosina
(mg/100 g B-Lg)

Lg s tt 0,0
Lgctt S51h 0,0
Lg c tt 96h 0,0
1051 G 5,4+0,2 d
1096 G 6,2+0,2 e
100 51 G 4.6x£0,2 c
100 96 G 4,2+£0,2 ¢
1051 L 3,0£0,2 b
1096 L 3,4+0,2 b
100 51L 3,210,2 b
10096 L 3,6x0,2 b
1051 D 1,910,2 a
1096 D 2,0£0,1 a
100 51 D 3,810,2 b,c
100 96 D 4,310,2 c

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con
(a<0.05)

Otra forma de evaluar el avance de la reaccion de glicosilacion es

mediante la determinacién de furosina, producto de hidrélisis del compuesto

de Amadori (lactulosil-lisina) que se forma en las primeras etapas de la

reaccion de Maillard entre lactosa y lisina.

Para cada carbohidrato utilizado se encontré un comportamiento

diferente. En el caso de dextrano el contenido de furosina aumenta con el

tiempo de reaccion y con la relacion molar mientras que con lactosa no se

obser
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Figura 3.8. Parametro de Color Croma (C*) de las siguientes muestras: Lg s tt (0); Lg c
tt 51 h (1); Lgc tt 96 h (2); 10 51 G (3), 10 96 G (4), 100 51 G (5); 100 96 G (6); 10 51
L (7); 1096 L (8); 100 51 L (9);10096 L (10); 10 51 D (11); 1096 D (12); 100 51 D (13);
100 96 D (14)

Para evaluar el color se determinan los parametros H* y C*

H = tgHQH si a20 o H = 180-tgHQHsi a<0yb20
Oa ] Uall
C" =,(a+b?

Los resultados obtenidos, Figura 3.8, muestran la existencia de un
aumento significativo (a<0.05) de intensidad del croma., C*, con la reaccion de
glicosilacion independientemente del hidrato de carbono utilizado. Los
compuestos glicosilados con glucosa presentaron un mayor corrimiento hacia
el rojo (a) y amarillo (b) que aquellos obtenidos por glicosilacion de -
Lactoglobulina con lactosa. Las muestras glicosiladas con glucosa mostraron
ademas una mayor formaciéon de compuestos coloreados al incrementarse el
tiempo de reaccion Mientras que en el caso de las muestras glicosiladas con
dextrano el color aumenta con el tiempo de reaccion y con la relacion molar
(Figura 3.8).

Los resultados del parametro C* concuerdan con la percepcion sensorial
del color dado que las muestras de [(-Lactoglobulina glicosilada con glucosa
presentaron una mayor coloracion que los compuestos glicosilados obtenidos
con lactosa y dextrano, y con el contenido de furosina ya que las muestras de
B-Lactoglobulina glicosiladas con glucosa presentaron una disminucion del

contenido de furosina debido a la existencia simultanea de reacciones que
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consumen este compuesto para dar lugar a los productos mas avanzados de la

reaccion de Maillard.

Resumen y conclusiones parciales

Este Capitulo se ha dedicado al estudio de los cambios fisicoquimicos y
estructurales sufridos por la B-Lactoglobulina cuando es glicosilada con
glucosa, lactosa y dextrano. Con el fin de comprender dichos cambios el tema
ha sido abordado desde diferentes angulos lo que ha permitido obtener una
serie de resultados que se complementan entre si. Los conocimientos
alcanzados en esta parte del trabajo proporcionan la informacion requerida
para comprender el comportamiento de la (B-Lactoglobulina glicosilada y no
glicosada en sistemas coloidales como emulsiones y espumas.

A continuacion se describen de manera resumida las conclusiones

parciales extraidas del presente estudio.

v Existen diferencias significativas en la reaccion de glicosilacion con
los distintos carbohidratos ensayados segun el numero de monomeros
unidos a la molécula de proteina. En el caso de glucosa se detecté un
aumento significativo con la relacion molar del numero de residuos de
azucar unidos por proteina, el cual vario de 7 a 15 y de 8 a 19 para 51y
96 horas de reaccion respectivamente. Este comportamiento no fue
observado para las muestras de -Lactoglobulina glicosiladas con lactosa y
dextrano; el nimero de carbohidratos unidos no varié ni con el tiempo de
reaccion ni con la relacion molar proteina: carbohidrato. El valor promedio
obtenido para lactosa en las cuatro condiciones ensayadas fue 7 y 4 para

dextrano.

v, La reaccion de glicosilacion no enzimatica provocaria una
desnaturalizacion parcial de la p-Lactoglobulina y aumento de PM
provocado por la unién de los carbohidratos, no afectando
significativamente la solubilidad de los productos obtenidos en las

condiciones ensayadas.
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v Luego de la union de los carbohidratos se produce una disminucion
significativa en la hidrofobicidad aromatica superficial y en la intensidad
de fluorescencia en el UV, lo cual se puede atribuir a posibles reacciones
de agregacion, por formacién de enlaces disulfuro y a la formacion de
enlaces entre monomeros de B-Lactoglobulina glicosilada por los distintos
carbohidratos. En el caso de la glicosilacion con dextrano la disminucion
de la hidrofobicidad superficial y la intensidad de fluorescencia en el UV
de los compuestos glicosilados es superior a la del restos de compuestos
glicosilados con lactosa y glucosa, debido probablemente a la existencia de
impedimentos estéricos que reducirian la capacidad de la sonda
fluorescente para unirse a los residuos aminoacidicos de naturaleza no

polar.

v. Se encontraron diferencias significativas en los termogramas
correspondientes a las muestras glicosiladas con los distintos
carbohidratos. En todos los casos se detect6 un corrimiento de la (Td) del
monoémero de B-Lactoglobulina hacia mayores temperaturas, corrimiento
que es mayor cuanto mayor es el tamano molecular del carbohidrato
empleado en la glicosilacion. En cuanto a la entalpia de desnaturalizacion
esta es menor en el caso de los compuestos glicosilados que para la

proteina sin glicosilar.

v La determinacion del grado de avance de la reacciéon de glicosilacion
se realizd mediante la determinacion del contenido de furosina y por
medidas de color de los productos finales de reaccion. En el caso de la
glicosilacion con glucosa, los productos intermedios disminuyen con el
tiempo de reaccion favoreciéndose la formacion de los productos finales
con mayores valores de C*. En el caso de las muestras glicosiladas con
dextrano el contenido de furosina y el valor del croma, C*, aumentan con
el tiempo de reaccion y con la relacion molar utilizada. Por otra parte no se
encontraron diferencias significativas en el parametro C* ni en el
contenido de furosina correspondientes a las muestras glicosiladas con

lactosa.
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4. RESULTADOS Y
DISCUSION

Propiedades Espumantes




4.- PROPIEDADES ESPUMANTES

4.1.- Determinacion de tension superficial (agua/aire)

Para seguir el proceso de modificacion de la tension superficial con el
tiempo se obtuvieron datos con el tensiémetro de volumen de gota Lauda TVT2
y con el tensiometro dinamico de gota (Tracker, IT-Concept, Saint-Clementtes
Places, France). A partir de ellos y haciendo uso del modelo cinético propuesto
por Panizzolo (2005) se obtuvieron las constantes de velocidad para los
procesos de adsorcion y reordenamiento. La ecuacion empleada fue:

y,=A,et + A et +y (2.9)

donde:

ka y kr: son constantes de velocidad de primer orden para los procesos de
adsorcion y reordenamiento de las proteinas en la interfase aire-agua
respectivamente

A., A:: son los parametros de amplitud.

Ve : tension superficial de equilibrio

Tabla 4.1: Constante de velocidad de adsorcion (ka), constante de velocidad de
reordenamiento (kr) y tension superficial de equilibrio (ye) para las distintas
muestras.

Ka Kr*10-2 ye

(s?) (s’) (mN/m)
Lg s tt 0,00£0,01 a _ 0,002£0,002a 579%04 a
Lgctt 51h 0,08+ 0,01 b 0,003+ 0,002 a 58,6 £0,5 a
Lg c tt 96h 0,07t 0,01 ¢ 0,001 £0,002a 57,1 £0,4 a
10 51 G 0,08t 0,01 b  0,001+0,002a 57,7 £0,4 a
1096 G 0,08+ 0,01 b 0,002 £0,002a 57,7 £0,4 a
100 51 G 0,07t 0,01 ¢  0,001+£0,002a 57,1 £0,4 a
100 96 G 0,08+ 0,01 b 0,003 £0,002a 58,8 £0,4 a
1051L 0,06+ 0,01 ¢  0,001+0,002a 58,2 £0,4 a
1096 L 0,07+ 0,01 c¢ 0,002 £0,002a 59,2 £0,4 a
100 51L 0,07+ 0,01 c¢ 0,002 £0,002a 59,1 £+0,4 a
100 96L 0,07+ 0,01 c¢ 0,002 £0,002a 58,9 £0,4 a
10 51 D 0,07+ 0,01 c¢ 0,002 £0,002a 57,8 £0,4 a
1096 D 0,05+ 0,01 d 0,002 £0,002a 58,4 +£0,5 a
100 51 D 0,05+ 0,01 d 0,002 £0,002a 58,2 £0,4 a
100 96 D 0,06+ 0,01 c 0,002 £ 0,002a 58,6 £0,3 a

Tensiémetro dinamico de gota, Tracker. Concentracién de muestra: 1 mg/mL en
buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5. Letras iguales significa que no existe diferencia
significativa entre las muestras con (a<0.05)
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Tabla 4.2: Constante de velocidad de adsorcion (ka), constante de velocidad de
reordenamiento (kr) y tension superficial de equilibrio (ye) para las distintas
muestras.

Ka Kr*10® ye

(s’) (s’) (mN/m)
Lg s tt 0,30£0.06 a 0,001+£0.001 a 4914 a
Lgc tt 51h 0,28+ 0.01 b 0,004+0.001 a 48+1 a
Lg c tt 96h 0,21+ 0.02 c 0,002+0.002 a 472 a
1051 G 0,29+0.06 a,b 0,002+0.002 a 5043 a
1096 G 0,2410.06 c 0,00620.004 a 49+4 a
100 51 G 0,21+0.06 c 0,003+0.002 a 50+4 a
100 96 G 0,2410.01 c 0,005£0.004 a 4942 a
1051L 0,30+0.06 a 0,002+0.002 a 466 a
1096 L 0,25% 0.03 b,c 0,004£0.001 a 5143 a
100 51 L 0,24+0.06 c 0,004+0.002 a S1+4 a
100 96L 0,27+ 0.07 b 0,003+0.002 a 49+4 a
1051 D 0,25+ 0.03 b,c 0,00520.005 a 4944 a
10 96 D 0,24+£0.06 c 0,002+0.002 a S50+4 a
100 51 D 0,25+ 0.03 b,c 0,004£0.001 a 4942 a
100 96 D 0,24+0.06 c 0,004+0.002 a 504 a

Tensiéometro de volumen de gota Lauda TVT2 Concentracion de muestra: 1 mg/mL en
buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5. Letras iguales significa que no existe diferencia
significativa entre las muestras con (a<0.05)

Los resultados obtenidos con uno y otro tensiémetro presentaron una
tendencia similar. El valor de tension superficial en equilibrio (y¢) del agua, sin
agregado de proteinas, fue 72mN/m a temperatura ambiente y disminuyo
debido a la presencia de proteinas. Segun Tornberg y col. (1982), la velocidad
de disminucién de la tensién superficial debido a las proteinas puede ser
evaluada a través de tres etapas consecutivas: 1) la difusion de las moléculas
proteicas, 2) la adsorcion a la interfase y 3) el desplegamiento de las moléculas
ya adsorbidas. Por esto es apropiado analizar no solo la tension superficial de
equilibrio sino también la velocidad de adsorcion y el reordenamiento de las
proteinas en la interfase.

Los resultados de tension superficial de equilibrio correspondientes a la
B-Lactoglobulina no sometida a tratamiento térmico y la (-Lactoglobulina
glicosilada con glucosa, lactosa y dextrano no presentaron diferencias
significativas (a<0.05) entre si. Tampoco presentaron diferencias significativas
los valores de la constante de velocidad para el proceso de reordenamiento (kr)
con el tratamiento térmico, los carbohidratos utilizados, el tiempo de reaccion,
o las diferentes relaciones molares utilizadas (Tabla 4.1 y 4.2).

En todos los sistemas estudiados se encontr6 una disminucion

significativa (a<0.05) de la constante de velocidad para el proceso de adsorcion
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(ka) con el aumento del tiempo de calentamiento de P-Lactoglobulina. Esta
disminucion del valor de ka indicaria que el proceso de adsorcién de la [3-
Lactoglobulina sometida a tratamiento térmico por 96 h fue mas lento que el
correspondiente a 3-Lactoglobulina sometida a un tratamiento térmico de 51 h
y este a su vez mas lento que el de la P-Lactoglobulina sin tratamiento
térmico. Esta disminucion de la adsorcion estaria relacionada con los cambios
estructurales sufridos por la proteina por efectos de la temperatura, discutidos
en el capitulo anterior. Las nuevas configuraciones adoptadas por la -
Lactoglobulina provocarian un mayor impedimento en el momento de la
adsorcion en la interfase. Este resultado coincide con lo informado por
Damodaran (2005), quien indico que el tratamiento térmico de la f-
Lactoglobulina provoca una disminucion en la hidrofobicidad superficial y la
agregacion de las proteinas por desnaturalizacion, influyendo en la formacion
de la pelicula de proteinas en la interfase.

En lo referente a las proteinas glicosiladas, se encontré una
disminucion significativa de la constante de velocidad de adsorcién entre
muestras con diferentes grados de glicosilacion con glucosa, lactosa y
dextrano y la B-Lactoglobulina sin glicosilar, salvo en el caso de las muestras
10 51 Ly 10 31 G, que no presentaron diferencias significativas en los valores
de esta constante con respecto a la PB-Lactoglobuina sin glicosilar. Estas
muestras fueron las que presentaron un menor grado de glicosilacion y un
menor numero de grupos carbohidratos unidos a la molécula proteica, segin
los resultados obtenidos por MALDI-TOF. Las propiedades fisicoquimico-
estructurales presentaron menores diferencias con las muestras de J-
Lactoglobuina nativa, por lo que su comportamiento en la interfase aire-agua
también fue similar.

La disminucion encontrada en la velocidad de adsorcion de [-
Lactoglobuina glicosilada con los tres carbohidratos utilizados en este estudio
estaria relacionada con:

- la disminucion en la hidrofobicidad superficial detectada, dado que la
cantidad de zonas hidrofébicas en la superficie de la molécula de la proteina
esta directamente relacionada con la fase de penetracion durante la adsorcion
(Seccion 3.2.3)

- la formacién de estructuras poliméricas, ya indicadas en la seccion
3.2.2.2 (Figura 3.3), relacionadas con la formacion de enlaces disulfuro o

enlaces covalentes entre [-Lactoglobulina y los carbohidratos lo que
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provocaria un mayor impedimento en el momento de la adsorcion de la

proteina en la interfase (Morgan y col. 1999a)

4.2.- Comportamiento superficial dinamico
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Figura 4.1. Modulo total ), Modulo de viscosidad dilatacional superficial (M), Modulo

de elasticidad dilatacional superficial (*) y tangente del angulo de pérdida (®) en
funcién del tiempo de Lg s tt

Segiin el analisis estadistico realizado, la viscosidad dilatacional
superficial (n« y la tangente del angulo de pérdida (tg ¢) de todas las muestras
de B-Lactoglobulina nativas y glicosiladas con los distintos carbohidratos,
mostraron un comportamiento independiente del tiempo de analisis. En
cambio, es evidente un aumento significativo de la componente elastica (eq), la
cual present6 el mismo perfil con la variacion del tiempo que el modulo total
(E). A modo de ejemplo se muestra el comportamiento superficial dinamico de
la B-Lactoglobulina nativa (Figura 4.1).

La tangente del angulo de pérdida presenta un valor comprendido entre
0,10 y 0,22 lo que indica que la pelicula formada en la interfase por los
diferentes compuestos glicosilados y no glicosilados analizados tiene un
comportamiento puramente elastico (Tabla 4.3). Este comportamiento esta
regulado por las condiciones de frecuencia utilizadas en el ensayo
experimental, el cual en este caso fue de 100mHz, (Benjamins y col. (1996);

Freer y col. (2004)). Segun estos autores el valor de (tg ) esta relacionado con
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el comportamiento complementario entre el modulo elastico y el modulo
viscoso, ed aumenta conforme aumenta la frecuencia de oscilacion mientras
que nd disminuye al aumentar la frecuencia. A frecuencias bajas la proteina
tiene tiempo suficiente para responder a la variacion de area, produciendo
fenémenos de relajacion en la capa superficial, de esta forma el
comportamiento viscoso se hace notorio. Por el contrario, un aumento de la
frecuencia de la oscilacion disminuye el tiempo que tiene la proteina interfacial
para adaptarse a la deformaciéon, asi el comportamiento elastico de la capa
superficial aumenta en detrimento de su comportamiento viscoso. Finalmente,
a frecuencias suficientemente altas, la viscosidad de la capa superficial se
hace despreciable, y, por encima de una frecuencia de 100mHz, se considera

que la capa superficial presenta un comportamiento puramente elastico.
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Figura 4.2 Modulo elastico en funcion de la presion Superficial B-Lg s tt (9,
B-Lgctt 51 (¥, B-Lg c tt 96h (¢), 1:10 51 G (A), 1:10 96 G (4), 1:100 51 G ( ), 1:100
96 G (M), 1:1051 L (®), 1:1096 L ( @ 1:100 51 L ( ), 1:100 96 L (@), 1:10 51 D (+),
1:1096 D (+), 1:100 51 D ( ), 1:100 96 D ().

Si se grafica el moédulo elastico en funcion de la presion se ve un

aumento hasta llegar a un maximo (Figura 4.2). Este maximo en la elasticidad
esta ligado a cambios conformacionales de la capa superficial (Benjamins y
Lucassen—-Reynders, 1998; Cicuta y Hopkinson, 2001; Mellema y col., 1998).
Estos autores en estudios realizados a diferentes frecuencias (10 mHz a 200
mHz) encontraron que la capa superficial formada experimentaba

transformaciones estructurales diferentes en funcion del tiempo del que
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dispone la pelicula superficial para responder al cambio en area. A bajas
frecuencias encontraron dos maximos, relacionados con un colapso de
segmentos en la subfase y con la formaciéon de bucles. Cuando trabajaron a
frecuencias similares a las utilizadas en esta tesis, encontraron solo un pico
relacionado con una transicion conformacional de la proteina en la interfase
aire-agua. Estos autores atribuyen la transicion conformacional encontrada a
la formacion de una bicapa en la interfase. A este valor de la presion
superficial el recubrimiento superficial es suficiente alto como para que la
proteina se absorba formando dos capas consecutivas de proteinas. Dado que
las proteinas sin glicosilar (Lg s tt; Lg c tt 51 h y Lg ¢ tt 96 h) presentaron el
maximo a presiones mas altas o su maximo no aparecié en las condiciones
utilizadas, quedaria indicado que es necesario un mayor recubrimiento
superficial para que se produzca la transicion conformacional en comparacion
con las proteinas glicosiladas con carbohidratos. Este cambio se debe a que la
pelicula es mas gruesa por la glicosilacion de la [B-Lactoglobulina por los
distintos carbohidratos y que a mayor tamano del carbohidrato, mas gruesa es

la pelicula debido a una mayor hidratacion.

Tabla 4.3: Pendiente del modulo elastico (P ed), altura del maximo moédulo

elastico (Max ed) y tangente del angulo de pérdida (tg @) para las muestras.

Ped Max ed tg @
(mN/m)
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Lg s tt 6,3 +0,3 a 98+3 a 0,15 £ 0,04a
Lg c tt 51h 7,0£0,3 a 962 a 0,10 + 0,04a
Lg c tt 96h 7,1 £0,3 a 80+2 b 0,11 £ 0,04a
1051 G 6,1 £0,3 a 101 +3 a 0,14 + 0,06a
1096 G 3,4+£0,3b 802 c 0,22 = 0,06a
100 51 G 46+0,3b 803 ¢ 0,21 + 0,05a
100 96 G 4,7+0,3b 873 b 0,16 £ 0,06a
1051L 6,8+ 0,3 a 102+ 3 a 0,15 £ 0,05a
1096 L 43+0,3b 782 ¢ 0,12 £ 0,04a
10051 L 5,8+0,3 a,b 96+ 2 a 0,10 £ 0,04a
100 96L 5,2+0,3b 99 +2 a 0,13 £ 0,04a
1051 D 44+0,3b 93+2a,b 0,22 = 0,04a
1096 D 42+0,3b 62+2d 0,21 + 0,06a
100 51 D 5,1+£0,3b 66+3d 0,20 = 0,05a
100 96 D 2,7+0,3c 60+4 d 0,20 = 0,06a

Concentracion de muestra: 1 mg/mL en buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5.
Frecuencia de la oscilacién: 100mHz. Amplitud de la oscilacién: 10%. Letras iguales
significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con (a<0.05)

Con el fin de conocer la estructura interfacial de la proteina en cada

region de la curva modulo elastico vs. presion superficial (Figura 4.2) se
evaluaron la pendiente de la parte lineal creciente del maximo y la altura del
mismo. Segin Benjamins y col. (1996) y Benjamins y Lucassen—Reynders
(1998) la pendiente correspondiente a esta region de la curva es indicativa del
grado de compactacion de las moléculas en la interfase, la pendiente aumenta
conforme disminuye la flexibilidad de la proteina. En la Tabla 4.3 se presentan
los valores de la pendiente del moédulo elastico (P ed) de la B-Lactoglobulina
sometida o no al tratamiento térmico. Los resultados obtenidos no mostraron
diferencias significativas (a<0,05) con el aumento del tiempo de la reaccion.
Las muestras de B-Lactoglobulina glicosiladas con glucosa, lactosa y dextrano
presentaron en la mayoria de los casos valores de Ped significativamente
menores que los correspondientes a la B-Lactoglobulina no glicosilada (a<0,05)
(Tabla 4.3). Teniendo en cuenta que la reacciéon de glicosilacion no enzimatica
entre la (-Lactoglobulina y los carbohidratos utilizados en este estudio
provoca, como ha sido mostrado previamente, un cambio conformacional en la
proteina que incide en los valores de hidrofobicidad superficial, fluorescencia
en el UV y calorimetria diferencial de barrido, la disminucion de Ped se
corresponderia con una mayor flexibilidad molecular de los compuestos
glicosilados, flexibilidad que se relaciona directamente con el area molecular
superficial.

Las soluciones proteicas correspondientes a Lg s tt, Lg ¢ tt 96h, 1
1051 L,110051Ly1 100 96 L, no mostraron la existencia de maximos en

las condiciones de ensayo utilizadas, por lo que el valor que se incluy6 en la
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Tabla 4.3 es el que corresponde al valor mas alto del médulo elastico obtenido.
Segun lo expresado anteriormente las soluciones elaboradas con estas
proteinas no llegan en las condiciones de estudio a formar una bicapa en la
interfase, como ya fuera explicado para la 3-Lactoglobulina sin glicosilar. En el
caso de las muestras de [-Lactoglobulina glicosiladas con lactosa este
resultado no se correlaciona con los cambios estructurales encontrados.

Las muestras de p-Lactoglobulina glicosiladas con dextrano

presentaron valores del maximo significativamente menores que el de las otras

muestras, lo cual se podria atribuir a la formacion de una pelicula interfacial

mas gruesa debido a una mayor hidratacion de la misma.

4.3 Espumas de B-lactoglobulina

Las espumas se obtuvieron haciendo uso del método de burbujeo el
cual permite analizar el proceso de formacion y desestabilizacion de las
espumas a través de medidas conductimétricas (Loisel y col., 1993). Los datos
colectados (Conductividad en funcién del tiempo) fueron graficados para

analizar la formacion y la estabilidad de la espuma (Figura 4.3).

Conductividad= f(tiempo)
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Figura 4.3 Conductividad en funcién del tiempo para una espuma elaborada con (-
lactoglobulina:dextrano relacién 1:100 96 h, [proteina] = 1 mg/mL, pH 7,5.
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4.3.1 Formacion de espumas

El estudio de la formacion de espuma se abordé desde dos puntos
de vista, uno cuantitativo, considerando dos parametros vinculados a la

formacion de espuma: volumen maximo de liquido retenido en la espuma

(VLEmax) ¥ la velocidad inicial de pasaje del liquido a la espuma (Vj), y otro

cualitativo: tamano de las burbujas.

4.3.1.1 Tamaio y forma de las burbujas.

Figura 4.4 Imagenes correspondientes a distintas etapas de la formacién de una
espuma elaborada con f3-lactoglobulina sin tratamiento térmico, [proteina] = 1 mg/mL,
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pH 7,5. A) Volumen de espuma formado: 10 mL B) volumen de espuma formado: 60
mL C) volumen de espuma formado de 60 mL luego de 1 h.

Figura 4.5 Imagenes correspondientes a distintas etapas de la formacion de una
espuma elaborada con B-lactoglobulina:glucosa relacién 1:100 96 h, [proteina] = 1
mg/mL, pH 7,5. A) Volumen de espuma formado: 10 mL B) volumen de espuma
formado: 60 mL C) volumen de espuma formado: 60 mL luego de 1 h.

Figura 4.6 Imagenes correspondientes a distintas etapas de la formacién de una
espuma elaborada con B-lactoglobulina:lactosa relaciéon 1:100 96 h, [proteina] = 1
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mg/mL, pH 7,5. A) Volumen de espuma formado: 10 mL B) volumen de espuma
formado: 60 mL C) volumen de espuma formado: 60 mL luego de 1 h.

"
—
-
a—

Figura 4.7 Imagenes correspondientes a distintas etapas de la formacion de una
espuma elaborada con -lactoglobulina:dextrano relacion 1:100 96 h, [proteina] = 1
mg/mL, pH 7,5. A) Volumen de espuma formado: 10 mL B) volumen de espuma
formado: 60 mL C) volumen de espuma formado: 60 mL luego de 1 h.

Si bien no se determin6 cuantitativamente el tamano medio de las
burbujas formadas, las imagenes mostradas en las Figuras 4.4 — 4.7 permiten
apreciar el tamano de las burbujas de las espumas elaboradas con -
Lactoglobulina nativa y B-Lactoglobulina modificada con glucosa, lactosa y
dextrano, en las condiciones mas extremas de tiempo de reacciéon, 96 horas, y

de relacién molar, 1:100.

Los atributos esenciales que una proteina debe poseer para una mejor
espumabilidad son ser capaz de adsorberse rapidamente en la interfase aire-
agua durante el burbujeo o batido, experimentar cambios conformacionales y
reordenamientos rapidos en la interfase y reducir velozmente la tension
superficial (Damodaran, 1997).

La diferencia principal entre la 3-Lactoglobulina glicosilada con los
carbohidratos utilizados y la no glicosilada fue la velocidad de adsorcion de la

proteina en la interfase y las caracteristicas de la pelicula obtenida. La -
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Lactoglobulina sin glicosilar presenté mayor velocidad de adsorcion. Al
analizar las espumas formadas de manera cualitativa se observa que estas
espumas son las que presentan un mayor tamano de burbuja, diferencia que
se distingue mas nitidamente cuando se alcanza un volumen de espuma de 60
mL (Figura 4.4 B) y no en la primer etapa de formacion entre O y 10 mL de

espuma (Figura 4.4 A)

Prins (1988) indica que en el espumado por burbujeo el radio de la

burbuja en el momento de escapar del orificio se puede representar por la

1

_H3yr ES
R=7g"1" 4.1
E2pg D

expresion:

donde: y es la tension superficial, r es el radio del orificio de la placa porosa, p
es la densidad de la solucion y g es la aceleracion de la gravedad.

Esta ecuacion (4.1) se puede reordenar como

1

R= E;’” Ej X () (42)
pg

Para un caso particular con r constante, R variara sélo con la raiz

cubica de y, entonces la relacion de tamano inicial de burbujas preparadas

con distintas soluciones de proteina estara dada por:

1
R2 y2

De esta manera la relacion de tamano inicial de burbujas preparadas
con distintas soluciones de proteina dependera de la raiz ctubica del cociente
de tensiones superficiales que se alcancen durante la formacion de la espuma.
Cuando se estudié la cinética de disminucion de tensién superficial no se
encontraron diferencias significativas entre los valores obtenidos para todas
las muestras ensayadas, por lo que no deberian existir, en principio,
diferencias en el tamano de burbujas correspondientes a las distintas
muestras. Sin embargo, el radio de las burbujas de la espuma de las proteinas
sin glicosilar, como se indic6 previamente, fue mayor que el correspondiente a

las burbujas generadas por las proteinas glicosiladas, por consiguiente es
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razonable pensar que existe otro u otros factores que estarian afectando el
tamano de las burbujas de la espuma recién preparada.

Durante el espumado, luego que las burbujas se forman, se separan
debido a las diferencias de densidad con la fase liquida. Estas burbujas se
acumulan unas sobre otras y en este proceso se forman peliculas entre las
mismas. El proceso de formaciéon de una espuma incluye procesos que
corresponden a la etapa de desestabilizacion (Halling 1981). Cuando se forma
una pelicula entre dos burbujas y las burbujas se acercan, a menudo se
aplastan y la pelicula queda expuesta a un esfuerzo de estiramiento
frecuentemente complejo, en que el area superficial gas-liquido aumenta
rapidamente (Salaguer y col., 2003). Aqui se pondria en juego el mecanismo de
Gibbs-Marangoni. Si la resistencia de la pelicula formada no es suficiente esta
se rompe y da origen a otras burbujas de mayor tamano. También es factible
que el aumento del tamano de la burbujas se de a través del mecanismo de
desproporcion de Ostwald (Walstra, 1996b).

En la Figura 4.4 se puede observar que la espuma elaborada con (-
Lactoglobulina sin glicosilar (Figura 4.4 A) es mas densa al comienzo del
espumado con burbujas de menor tamano que al final del burbujeo (Figura
4.4 B). En cambio, en el caso de las espumas elaboradas con J-
Lactoglobulinas glicosiladas, no se observan diferencias en el aspecto de la
espuma y el tamafo de las burbujas entre el comienzo y el final del proceso de
burbujeo. Esto sugiere que las muestras de (3-Lactoglobulina glicosiladas con
glucosa, lactosa y dextrano forman una pelicula mas gruesa e hidratada en la
interfase, como se encontré en el estudio de viscoelasticidad, debido a la
presencia de un mayor numero de interacciones intermoleculares fisicas y
covalentes. Eso hubo de conferir a la pelicula formada una mayor resistencia
frente a los procesos de desestabilizacion, evitando asi el aumento del tamano
de las burbujas.

Las imagenes de las espumas de [-Lactoglobulina glicosiladas con
glucosa (4.5 C), lactosa (4.6 C) y dextrano (4.7 C) obtenidas una hora después
de su preparacion no mostraron grandes diferencias ni en la forma ni en el
tamano de las burbujas respecto a las espumas recién formadas (4.5 B, 4.6 B
y 4.7 B). Las espumas correspondientes a la [-Lactoglobulina nativa
mostraron un aumento significativo del tamano de las burbujas a la hora de la
formacion respecto (4.4 C) al correspondiente a la espuma recién formada (4.4

B). Estos resultados indican que las espumas elaboradas con -Lactoglobulina
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glicosiladas presentan una mayor estabilidad que aquellas formuladas con B-
Lactoglobulina nativa.
La estabilidad de las espumas formadas se discutira desde un punto de

vista cuantitativo en la seccion 4.3.2.

4.3.1.2. Volumen maximo de liquido retenido en la espuma (Vigmax) ¥

velocidad de pasaje del liquido a la espuma (V;)

La medida conductimétrica de la fase liquida de una espuma permite
determinar el volumen de liquido incorporado a la espuma (Vi) en funcion del

tiempo:
Ct
V, . (&) (mL =H—HXV. 2.27
e (O(mL) UiV (2.27)

donde:

Vi(t): volumen de liquido en la espuma a un tiempo t
Vui: volumen de solucion de proteina inicial

Ci: conductividad inicial (correspondiente al Vi)

Ct: conductividad a tiempo t.

VLEmax

VLE

tiempo

Figura 4.8. Curva experimental de Vi en funcién del tiempo. Vigmax Vvolumen maximo
de liquido retenido en la espuma y V; velocidad de pasaje del liquido a la espuma.
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Tabla 4.4: Volumen maximo de liquido retenido en la espuma (Vigmax) ¥

velocidad de pasaje del liquido a la espuma (Vi), para las muestras en estudio.

VLEmax Vi

(mL) (mL/s)
Lg s tt 7,1£0.6 a 0,23%+0.03 a
Lgctt 51h 7,1£0.2 a 0,22+0.02 a
Lg c tt 96h 7,0t0.3 a 0,23+0.01 a
1051 G 7,309 b 0,22+ 0.07 a
1096 G 7,804 ¢ 0,28+ 0.05 b
100 51 G 7,403 Db 0,22+ 0.02 a
100 96 G 7,7£0.2 ¢ 0,28 £ 0.01 b
1051L 7,6 0.3 ¢ 0,27 £0.01 b
1096 L 8002 c 0,30 +£0.02 b
100 51 L 80+0.1 ¢ 0,28 £ 0.02 b
100 96L 8009 ¢ 0,22+ 0.07 a
10 51 D 87+0,2 d 0,32 + 0,04 C
10 96 D 79+0,3 ¢ 0,26 + 0,02 b
100 51 D 84+0,3 d 0,28 + 0,02 b
100 96 D 84+03 d 0,25 £ 0,01 b

Concentracion de muestra: 1 mg/mL en buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5. Letras
iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con (a<0.05)

A partir de Vig se pueden calcular varios parametros de formacion de
espuma (Figura 4.8) entre ellos el volumen maximo de liquido retenido en la
espuma (Viemax) ¥ la velocidad de pasaje del liquido a la espuma (Vi), dada por
la pendiente inicial de la curva Vg vs t, parametro propuesto por Wagner y col.
(1996).

Tanto los valores de V; como de Viemax correspondientes a las espumas
elaboradas con las muestras glicosiladas fueron significativamente mayores
que las preparadas con B-Lactoglobulina sin glicosilar. Entre las proteinas sin
glicosilar no se encontraron diferencias significativas con el tiempo de
calentamiento (Tabla 4.4). Los valores de Viemax ¥ Vicorrespondientes a las
espumas de 3-Lactoglobulina glicosilada con glucosa presentaron un aumento
significativo (a<0.05) con el tiempo de reaccion, no existiendo diferencias con
la relacion molar empleada. Estas variaciones no fueron detectadas para el
caso de las espumas formuladas con -Lactoglobulina glicosilada con lactosa y

dextrano (Tabla 4.4).

Los resultados de Vi y Vigmax mostraron una tendencia de aumento en

funcion del tamano del carbohidrato utilizado en la glicosilacion (Tabla 4.4)
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Graham y Phillips (1979) demostraron que el factor mas importante
para la espumabilidad de una solucion de proteina es la velocidad a la cual la
proteina puede reducir la tension superficial, pues una nueva area superficial
esta siendo creada continuamente durante el burbujeo o batido. Las proteinas
que se adsorben rapidamente y rapidamente experimentan cambios
conformacionales en la interfase aire-liquido formada durante el burbujeo,
frecuentemente exhiben mejor espumabilidad que aquellas que se adsorben
lentamente y resisten el desplegamiento en la interfase (Damodaran, 1996). De
acuerdo a Kitabatake y Doi (1988) la espumabilidad de las proteinas no esta
relacionada con su tension superficial de equilibrio, pero si con la velocidad de

disminucion de la tension superficial.

Como ya se senal6 en la seccion 4.1, no existen diferencias
significativas entre los valores de y.correspondientes a las muestras. La
diferencia principal entre las muestras de B-Lactoglobulina glicosiladas y no
glicosiladas con respecto a la tension superficial radicé en la velocidad de
disminucion de la tension superficial debida a la adsorcion de las proteinas en
la interfase, por lo que la Gnica correlacion que se puede plantear entre la
variacion de los parametros de espumabilidad estudiados, Vi y Viemax, con la
cinética de modificacion de la tension superficial es con los valores de k.
discutidos con anterioridad (seccion 4.1), resultado que no present6é una
buena correlacion (R? menor a 0,6). Al igual que cuando se discutié la
diferencia de tamano de burbuja seria apropiado plantear que deben existir
otras causas responsables de las diferencias observadas en los parametros Viy
Viemax cOrrespondientes a las espumas obtenidas con las distintas proteinas
estudiadas. Segin Wagner y Guéguen (1999a), el parametro Vida informacion
del comportamiento de la proteina en la etapa inicial de formacion de la
espuma, en la que los procesos de desestabilizacion, como la ruptura de la
pelicula, la desproporcion de Ostwald y el drenado gravitatorio de liquido, son
incipientes. La desproporcion de Ostwald (Wagner, 2000) consiste en el
crecimiento de las burbujas grandes a expensas de las pequenas por difusion
de gas a través de la lamela, ya que la diferencia de radio entre las burbujas
grandes y las pequenas produce un gradiente de presion que segun la ley de

Laplace es igual a:
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donde R,y R, son los radios de las burbujas grandes y pequenas
respectivamente. El mecanismo de desestabilizacion por drenado de liquido es
(Wagner, 2000; Salager y col. 2003) debido al drenado del liquido hacia abajo,
en primera instancia por simple accion de la gravedad sobre el liquido que se
encuentra en las burbujas, luego por fenémenos mas complejos ya que la
diferencia de curvatura entre los bordes de Plateau y la parte plana de las
peliculas producen un gradiente de presion segun la ley de Laplace que ahora

S€E puede expresar como:

e BiERE o

donde R, y Rypson los radios de curvatura de la lamela y del borde de Plateau

respectivamente. Esta diferencia de presion (AP) es la fuerza motriz que
desplaza el liquido de la lamela interburbuja hacia los bordes de Plateau,
mediante el mecanismo llamado succion capilar. El liquido es luego drenado
por accion de la gravedad desde los bordes de Plateau hacia la parte inferior
de la espuma. El tamano de burbuja es uno de los parametros que influye en
la cantidad de liquido drenado y cuanto mayor es el radio de la burbuja,

mayor sera R; y por tanto menor sera AP y el drenado de liquido.

La desproporcion de Ostwald, el efecto de borde de Plateau y el drenado
gravitatorio de liquido, llevan al drenado de liquido de la espuma, que en el
proceso de formaciéon incipiente, debido a su mayor crecimiento conduciria a
una menor velocidad inicial de incorporacion de liquido y a su vez a una
menor incorporaciéon de volumen de liquido en la espuma. La tension
superficial también influye en el valor de AP, pues a menor y menor AP y por
tanto menor fuerza impulsora de los procesos de desproporcion de Ostwald y
de drenado gravitatorio de liquido (Panizzolo 2005).

Suponiendo en primera instancia iguales valores Rg, Rp, Rl y RbP para
las distintas muestras ensayadas, la relacion de AP de las burbujas de

espumas preparadas con distintas soluciones de proteina, tanto para la
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desproporcion de Ostwald como para el drenado o escurrido gravitatorio de

liquido, se puede expresar como:

Por lo tanto, la relaciéon de AP dependeria del cociente de tensiones
superficiales que se alcancen durante la formacion de la espuma. Como ya se
indico no existe diferencia significativa entre los valores de y de las distintas
muestras analizadas. En consecuencia es evidente que las diferencias de AP, y
por tanto de V; y Viemax, N0o se deben a diferencias en los valores de los valores
de y alcanzados.

En las espumas que durante la formacion se logren menores tamanos
de burbuja sera mayor el AP, es decir que se generara una mayor fuerza
impulsora de drenado y desproporciéon. Si se mantiene esta linea
argumentativa y se asocia el menor tamano de la burbujas de las muestras
glicosiladas con el hecho de resistir mejor los procesos incipientes de
desestabilizacion de la espuma, la mayor velocidad de incorporacion de liquido
se podria correlacionar con el hecho que las burbujas de menor tamano,
formadas a partir de las soluciones de [-Lactoglobulina glicosiladas con
glucosa, lactosa y dextrano, resistieron mucho mejor los procesos incipientes
de desestabilizacion de la espuma, como ser la ruptura de la pelicula, la
desproporcién de Ostwald y el drenado gravitatorio de liquido. Esto también
explicaria el hecho, ya senalado, que las espumas de B-Lactoglobulina sin
glicosilar hayan presentado un menor valor de Vigmax.

A su vez, en el caso de las espumas obtenidas con B-Lactoglobulina
modificada con glucosa, los valores de V;y Viemax aumentaron con el tiempo de
reaccion, mientras que en el caso de [B-Lactoglobulinas modificadas con
lactosa y dextrano aumentaron al incrementarse el tamano del carbohidrato
utilizado. Este incremento podria estar relacionado con el numero de
carbohidratos unidos a las proteinas, los cuales modificarian la pelicula
formada aumentando la viscosidad de la lamela y facilitando la formacién de
una pelicula cohesiva de varias capas de moléculas de proteina en la interfase.
Esto se correlaciona con los resultados obtenidos por MALDI-TOF-MS, método
que, como se ha discutido anteriormente, permite cuantificar el nimero de
grupos de carbohidrato que se han unido a la molécula de 3-Lactoglobulina en
cada condicion de reaccion. Recordemos que en el caso de glucosa se produce
un aumento significativo en el nimero de monomeros unidos a la proteina al

incrementarse el tiempo de reaccion, pasando de 7 a 15y de 8 a 19 para Sl y
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96 horas de reaccion, mientras que en el caso de lactosa y dextrano no se
verifica este comportamiento, obteniéndose valores promedio de 7 y 4 residuos
unidos por proteina para lactosa y dextrano.

Los cambios en la pelicula superficial debido al distinto ntimero de
grupos carbohidratos unidos a la proteina en cada condicion mejoraron la
resistencia de la pelicula durante el espumado con respecto a la ruptura y
desproporcion de Ostwald. Como ya fue mostrado y discutido, las muestras de
B-Lactoglobulina glicosiladas poseen una estructura diferente de la de -
Lactoglobulina nativa, las B-Lactoglobulinas glicosiladas presentan una mayor
flexibilidad (seccion 4.2), por lo que poseen una mayor facilidad de reacomodo
y de interaccion en la pelicula formada en la interfase proporcionandole mayor
resistencia y evitando asi un aumento del tamano de burbuja por
desproporcion de Ostwald y coalescencia, lo que conduciria a su vez a
mayores valores de Viy Viemax €n la espuma. Las peliculas formadas con
soluciones de B-Lactoglobulina glicosiladas han de estar mas hidratadas
cuanto mayor es el tamano del carbohidrato sustituyente, por lo que esto ha

de tener influencia en un aumento de Viy Vigmax de la espuma.

4.3.2 Estabilidad de espumas

Para evaluar la estabilidad de las espumas formadas se utilizé el modelo

de segundo orden con dos términos desarrollado por Panizzolo (2005):

Ve = Vv, k,t N V., k,t (2.28)

(Vok e+ 1) (V,k,t+1)

donde:

k,: es la constante de velocidad correspondiente al proceso de drenado
gravitatorio
kq: es la constante de velocidad correspondiente al proceso de difusion de gas
o desproporcion.
V. vy Va: son los parametros de amplitud correspondiente al proceso de drenado

gravitatorio y al proceso de difusion de gas o desproporcion.
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Figura 4.9. Volumen de liquido drenado de una espuma elaborada con -
Lactoglobulina en funcion del tiempo del proceso total de desestabilizacién (—), del
proceso de desestabilizacion por drenado gravitatorio ( —) y del proceso de
desestabilizacion por desproporcion (—).

Tabla 4.5. Parametros de estabilidad de las espumas correspondientes a las
muestras ensayadas

kg (*E 03) kd (“E 04)
(ml'.s-1) (ml'.s-)

Lg s tt 5,4+0.6 a 9+ 3 a
Lgctt51h  4,6:02 b 4.1
Lgctt96h  42+02 b 2+1 b,c
1051 G 4,1#0.1 b 4+ 1 b
10 96 G 3,50.1 c Zet il b
100 51 G 3,9+0.2 b,c 1+ 1 c
100 96 G 3,6+0.2 c 4+ 1 b
1051L 4,1¥0.1 b 2+1 b,c
1096 L 3,5+ 0.2 c 1£1 (¢
10051L 34+0.1 c 3%1 b
100 96L 3,4£0.3 c 3%1 b
1051 D 34+0,5 c 4% 2 b
10 96 D 3,3+0,6 c 22 b,c
100 51 D 3,7t0,8 c 1+1 c
100 96 D 290+0,6 c 211 b,c

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las
muestras con (a<0.05)
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En la Figura 4.9 se representa el volumen de liquido drenado de una
espuma elaborada con B-Lg s tt en funcién del tiempo de los dos procesos de
desestabilizacion contemplados en la ecuacion 2.28 como asi también el
volumen de liquido drenado correspondiente al proceso total de
desestabilizacion de la espuma. Se observa claramente el del proceso de
drenado gravitatorio frente al de desproporcion. A los 600 s de iniciarse el
proceso de desestabilizacion se separé por drenado gravitatorio el 80% del
volumen maximo de espuma mientras que debido a la desproporcién sélo
drené un 7%.

Los valores de las k correspondientes al proceso de drenado gravitatorio
son siempre significativamente mayores que las correspondientes al proceso
de desproporcion, siendo la diferencia de por lo menos un orden de magnitud
(Tabla 4.5). Esto concuerda con lo informado por Yu y Damodaran (1991)
quienes argumentaron que la magnitud del decaimiento de la espuma por
difusion de gas entre burbujas es significativa solamente cuando se esta por
debajo de un espesor critico de la lamela, por lo que al inicio del proceso
predomina el drenado gravitacional y en la etapas finales empieza a tener
incidencia el proceso de drenado de liquido debido a la desproporcion de
Ostwald.

Tabla 4.6. Proporciones de volumen de liquido drenado mediante escurrido
gravitatorio (Vg y desproporcion (Vq) de las muestras ensayadas

Vg % ( mL/100 mL) Vd % (mL/100mL)
Lg s tt 83 a 17 a
Lgc tt 51h 83 a 17 a
Lg c tt 96h 85 a 15 a
1051 G 82 a 18 a
1096 G 86 a,b 14 a,b
100 51 G 90 b 10 b
100 96 G 86 a,b 14 a,b
1051L 86 a,b 14 ab
1096 L 86 a,b 14 a,b
100 51 L 88 b 12 b
100 96 L 90 b 10 b
1051 D 90 b 10 b
1096 D 91 b 9 b
100 51 D 91 b 9 b
100 96 D 91 b 9 b

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con
(a<0.05)
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Ademas del estudio de las constantes de velocidad es interesante ver en
que medida contribuyen ambos mecanismos al total de volumen de liquido
drenado. Para ello se determinaron las proporciones de volumen de liquido
drenado mediante escurrido gravitatorio (V,) y debido a la desproporcion (V).
El efecto de los distintos parametros se puede apreciar en la Tabla 4.6. En
todos los casos ensayados la proporcion de liquido drenado por escurrido
gravitatorio fue significativamente superior (nunca menor de 0,80) al volumen
drenado debido a la desproporcion. Wagner (2000) ha senalado que en las
espumas recién formadas predominan los mecanismos de flotacion y drenado,
en tanto que en las espumas poliédricas predominan la desproporcion y el
colapso. La fuerza impulsora de los mecanismos de drenado y desproporcion
es la diferencia de presion (AP) debido a la ley de Laplace, en tanto que el
tamano de burbuja es determinante del valor de AP, el cual aumenta con la
disminucion del tamano de burbuja. La cantidad de liquido drenado por
escurrido gravitatorio y por desproporcion no depende solamente del tamano
de burbuja sino también de la resistencia de la pelicula de proteina en la
interfase. Entonces es posible que el tamano de burbuja logrado en los
ensayos realizados y las caracteristicas de la pelicula formada sean tales que
de la combinacion de ambos resulta el predominio del drenado sobre la
desproporcion de Ostwald.

Por otra parte el método de generacion de espuma también influye
sobre las propiedades espumantes de las proteinas. Si el aire se introduce por
burbujeo, suele producirse una espuma “htimeda” con un tamano de burbuja
relativamente grande. El batido a una velocidad moderada suele producir una
espuma con burbujas de tamano pequeno, debido a la accion cizallante que
desnaturaliza parcialmente a la proteina antes que se adsorba en la interfase
(Damodaran, 1996). De ahi que sea posible que en las espumas obtenidas por
batido, donde el tamano de burbuja es menor que el obtenido por burbujeo, la
proporcion de liquido drenado por desproporcion sea mayor que el encontrado

en el presente trabajo y hasta llegue a predominar.

Es importante indicar que los valores de V; y V4, a diferencia de lo que
ocurre con Kk, y kg, tienen una dependencia mutua puesto que son valores
proporcionales. Los valores de V, en el caso de las espumas obtenidas a partir
de las muestras glicosiladas con glucosa, lactosa y dextrano aumentaron en
tanto que k; y kq disminuyeron. Este retardo en el drenado y la desproporcion

seria debido a la presencia de una pelicula proteica en la interfase formada
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por varias capas de moléculas de proteina lo que la haria mas gruesa y
cohesiva. Esta pelicula pudo resistir mejor la difusion de gas ya que el
volumen maximo de liquido drenado debido solo a difusion disminuy6
proporcionalmente mas que el volumen de liquido drenado por escurrido
gravitatorio. En el caso de las espumas elaboradas con [-Lactoglobulina
glicosiladas con dextrano, se observéo una menor proporcion en el volumen
drenado debido a la desproporcion en comparacion con las -Lactoglobulina
glicosiladas con glucosa o lactosa (Tabla 4.6). Ello se correlaciona con los
resultados de viscoelasticidad discutidos previamente puesto que la pelicula
superficial formada por B-Lactoglobulina modificada con dextrano seria mas

resistente por estar mas hidratada.

Resumen y conclusiones parciales

Este Capitulo se ha dedicado al estudio de las propiedades
espumantes de la p-Lactoglobulina nativa y glicosilada con los tres
carbohidratos utilizados en este trabajo.

Las propiedades de las espumas encontradas correlacionan con los
cambios fisicoquimicos-estructurales discutidos en el Capitulo 3. Los enlaces
covalentes formados entre la PB-Lactoglobulina y los distintos carbohidratos
afectan las propiedades de las proteinas en la interfase aire-agua influyendo
directamente en la formacion y en la estabilidad de las espumas.

Resumiendo las conclusiones parciales que se extraen del estudio
son:

v La glicosilacion promovio la polimerizacion de la -Lactoglobulina por
formacion de enlaces estables covalentes entre los dimeros. Esto
permitio la formacion en la interfase aire-agua de una red mas flexible
que se evidencia por una disminucion en la pendiente del modulo

elastico (P ed).

v Las proteinas glicosiladas presentaron una velocidad de adsorcion

menor que las nativas, lo que significaria que poseen una menor
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capacidad de formacion de espumas. Sin embargo, debido a la
formacion de una capa interfacial mas viscoléastica y mas
concentrada, debido al mayor nimero de interacciones moleculares,
las proteinas glicosiladas se comportaron como mejores espumantes
que la B-lactoglobulina sin glicosilar. Este hecho se pudo apreciar
en los valores alcanzados por los parametros Vi y Viemax que

aumentaron significativamente con la glicosilacion.

v El tamano de burbuja es uno de los parametros que influye en la
cantidad de liquido drenado de una espuma. Cuanto mayor es el
radio de la burbuja menor es el drenado de liquido. Las espumas de
B-Lactoglobulina glicosilada, a pesar de presentar un tamano menor
de burbuja presentaron menor velocidad de drenado lo que
indicaria que las caracteristicas y desempeno de esas proteinas en
la lamela y en la pelicula superficial son tales que logran superar
una situacion donde las fuerzas impulsoras para el drenado son
mayores. Este comportamiento acrecienta la valorizacion de su

capacidad estabilizadora con respecto a las proteinas nativas.

v El tratamiento térmico produjo una disminucion significativa (a<0,05)
de la constante de velocidad correspondiente al proceso de drenado
gravitatorio k, y al proceso de difusion de gas o desproporciéon (ka),
lo que implica un aumento en la estabilidad de las espumas

generadas.

v El nimero y el tamano del carbohidrato unido a la proteina influyo en
la estabilidad de las espumas formadas. Esto se evidencia por el
aumento significativo (a<0,05) de las constantes de estabilidad (k; y
kq). La modificacion con dextrano generé espumas mas estables que
lactosa y esta a su vez espumas mas estables que glucosa. Al
comparar el comportamiento de las espumas obtenidas con los
compuestos de P-Lactoglobulina glicosilados a mayor tiempo de
reaccion, se detecté un aumento significativo (a<0,05) en la
estabilidad del proceso de drenado gravitatorio solo en las muestras
glicosiladas con glucosa. La relacion molar empleada en la
glicosilacion de la B-Lactoglobulina no influyé significativamente en

la estabilidad de las espumas formadas.
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5. RESULTADOS Y
DISCUSION

Propiedades Emulsionantes
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5.- Propiedades Emulsionantes

5.1.- Determinacion de tension interfacial (aceite/agua)

Se evaluaron las propiedades tensioactivas en la interfase agua/aceite
de B-Lactoglobulina glicosilada con glucosa, lactosa y dextrano asi como la de
los blancos de reaccion mediante tensiometria de gota, segiin se ha descrito en
el Capitulo 2.

Para seguir el proceso de modificacion de la tension interfacial con el
tiempo se utilizo el modelo descrito en la determinacion de la tension
superficial (aire-agua) (seccion 4.1), obteniéndose las constantes de velocidad
correspondientes a los procesos de adsorcion (ka) y reordenamiento (kr) de las
proteinas en la interfase aceite-agua, los parametros de amplitud (A., A) y la

tension interfacial de equilibrio (ye )

Tabla 5.1: Constante de velocidad de adsorciéon (ka), constante de velocidad de
reordenamiento (kr), y tension interfacial de equilibrio (ye) en la interfase de
proteinas para las distintas muestras.

Muestra Ka Kr*10 ve
(s-1) (s-1) (mN/m)

Lg s tt 1,00£0,01l a 1,0£0,2a 08+0,6 a
Lgc tt51h 1,00£0,01 a 1,1£0,1a 10,0+ 0,1 a
Lgctt96h  097+003 a 14+02a 96101 a
10 51 G 1,00£0,01 a 1,0£0,2a 10,5+0,1b
10 96 G 1,00£0,01 a 1,1+0,3a 11,3£0,2d
100 51 G 0,99+0,01 a 1,2t02a 11,4+0,1d
100 96 G 1,00£0,01 a 1,5%t0,5a 11,3£0,5d
1051L 1,00£0,01 a 1,0£0,3a 10,9 0,1 ¢
1096 L 0,99+0,01 a 1,1+02a 10,94 0,1 ¢
10051 L 0,99+0,01 a 1,2+02a 10,9+ 0,1 ¢
100 96L 0,99 £ 0,01 a 1,2+0,2 a 11,2+0,1d
1051 D 0,99+0,01 a 1,0£02a 11,0£0,1 c
10 96 D 0,99 £ 0,01 a 1,0+ 0,2 a 9,8+0,1 a
100 51 D 1,01 £ 0,01 a 1,0+ 0,3 a 11,8+ 0,1e
100 96 D 0,99+0,01 a 1,2+0,3a 11,6 £ 0,6 e
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Concentraciéon de muestra: 1 mg/mL en buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5.
Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con
(a<0.05)

Los valores de la velocidad de adsorcion (ka) en la interfase aceite-agua
para todas las soluciones de [-Lactoglobulina estudiadas no presentaron
diferencias significativas (a<0,05) entre ellas (Tabla 5.1). Esto sugiere que el
proceso de adsorcion global de la proteina en la interfase no fue afectado por
la glicosilacion ni por el tratamiento térmico. De acuerdo a lo planteado en
trabajos previos por Magdassi y Kamyshny (1996) y Walstra (1996a), la
velocidad de absorciéon en la interfase depende de las caracteristicas
moleculares de la proteina (por ejemplo, el tamano, la conformacién y las
interacciones que puede establecer), la naturaleza de los liquidos inmiscibles
(por ejemplo, la viscosidad), los procesos de transporte de masa (por ejemplo,
la difusion y conveccion) y las barreras energéticas asociadas con el proceso de
adsorcion (por ejemplo, la disponibilidad de lugares libres, repulsion
electrostatica, repulsion estérica, repulsion hidrodinamica y la dinamica
micelar).

La velocidad de reordenamiento (kr) en la interfase aceite-agua fue
equivalente para todas las soluciones de P-Lactoglobulina estudiadas, no
encontrandose diferencias significativas (a<0,05) entre ellas (Tabla 5.1). Lo que
se encontro, y era de esperar, fue que los valores de k. son mayores que los de
k; pues el proceso de desplegamiento o reordenamiento de la proteina es mas
lento que el proceso de difusion hasta la superficie. De acuerdo con esto y
considerando que la adsorcién, el desplegamiento y el reordenamiento de las
proteinas en la interfase son la principal causa de la disminucion de la tension
superficial, es loégico esperar que estos procesos estén determinando la
cinética de disminucion de la tension superficial. Ademas considerando que
para que disminuya la tensiéon superficial por reordenamiento de la proteina
es necesario que primero ocurra la adsorciéon, es razonable atribuir a k., que
predomina en el periodo inicial, al proceso de adsorcién de las proteinas en la

interfase aire-agua.
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Al principio el descenso de la tension superficial se deberia al proceso
de adsorcion de las proteinas, efecto que prevaleceria al reordenamiento de las
proteinas en la interfase. A medida que una mayor cantidad de proteina
adsorbida cambia de estado conformacional su concentracion interfacial
disminuye y por tanto su efecto sobre la disminucion de la tension interfacial
se hace cada vez menos importante hasta llegar a ser nulo. En ese proceso la
concentracion interfacial de las proteinas en un estado conformacional
reordenado se hace preponderante y entonces predomina su contribucién a la
disminucion de la tensién interfacial (Panizzolo, 2005).

El valor de la tension interfacial de equilibrio de la 3- Lactoglobulina sin
glicosilar no presento diferencias significativas con los diferentes tratamientos
térmicos. Estas muestras presentaron valores de ye menores
significativamente que las muestras de B- Lactoglobulina glicosiladas (Tabla
5.1). El aumento de la tensoactividad detectado se podria atribuir a una
interaccion mas favorable de los restos aminoacidicos no polares con la fase
lipidica, lo cual se corresponde con los menores valores de la hidrofobicidad
superficial (Ho) ya discutidos (Tabla 3.4).

La ye de la pB-Lactoglobulina glicosilada con lactosa no mostré
diferencias significativas con el tiempo de reaccion ni con la relacion molar
utilizada. El menor valor de ye se obtuvo al modificar la f- Lactoglobulina con
glucosa durante el tiempo mas corto de reaccion y la menor relacion molar
ensayada (10 51 G), este comportamiento se podria asociar con la mayor
hidrofobicidad (Tabla 3.4) presentada por esta muestra respecto a las otros
compuestos glicosilados con glucosa. Por otro lado, las muestras
modificaciones con dextrano solo mostraron diferencias significativas en el

valor de y. cuando la relacion molar fue de 1:100.

5.2.- Comportamiento interfacial dinamico
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Figura 5.1. Viscosidad dilatacional interfacial (nd), Elasticidad dilatacional interfacial,
(ed) y tangente del angulo de pérdida (tg ¢) en funcién del tiempo de Lg s tt (nd (m)

ed (s), tg @ (#); Lgctt S1h (nd (%), ed(4), tg @ (¢ )); Lg c tt 96h(ndf), ed(s ), tg ¢(#)). De
una solucion de proteina con una concentracion de 1mg/mL, pH 7,5 buffer fostato de
10 mM. Frecuencia de la oscilacion: 100mHz. Amplitud de la oscilacion: 10%.

La viscosidad dilatacional interfacial (nd) y la tangente del angulo de
pérdida (tg @), de todas las muestras de (- Lactoglobulina nativas y
glicosiladas con glucosa, lactosa y dextrano, no presentan diferencias
significativas con el tiempo de analisis de la viscoelasticidad interfacial. En
cambio si es evidente un aumento significativo de la componente elastica (ed),
la que presento el mismo perfil con la variacion del tiempo que el moédulo total
(E). A modo de ejemplo se muestra el comportamiento superficial dinamico de
las muestras de B-Lactoglobulina sin tratamiento térmico y con tratamiento

térmico de 51 y 96 horas (Figura 5.1).

La tangente del angulo de pérdida presenté un valor comprendido entre
0,02 y 0,10 lo que significa que la pelicula formada presenta un
comportamiento puramente elastico (Tabla 5.2). Este comportamiento es igual
al encontrado al estudiar el comportamiento de la interfase aire-agua (ver

seccion 4.2).
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Figura 5.2 Modulo elastico en funcion de la presion interfacial de B-Lg s tt (@),
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96 G (A), 1:1051 L (@), 1:1096 L (@), 1:100 51 L ( ), 1:10096 L (@), 1:10 51 D (+),
1:1096 D (+), 1:100 51 D (), 1:100 96 D (+).

Si se grafica el médulo elastico en funcion de la presion interfacial se
observa un aumento progresivo del modulo equivalente al detectado en la
interfase aire-agua (Figura 5.2). Para ninguna de las muestras analizadas se
detecto en este tipo de diagrama un pico a las mayores presiones interfaciales,
equivalente al discutido en el capitulo anterior (Seccién 4.2), lo que indicaria
que no se ha alcanzado en ningin caso la saturacién de la monocopa con la
consiguiente formacion de una bicapa (Benjamins y Lucassen—-Reynders,
1998; Cicuta y Hopkinson, 2001; Mellema y col., 1998).

Para evaluar el comportamiento elastico y conocer la estructura
interfacial de la proteina en la interfase aceite-agua se analizé la pendiente de
la parte lineal creciente del moédulo elastico en funcion de la presion interfacial
(Figura 5.2). Como se indicoé anteriormente, (Seccion 4.2), si la pendiente

aumenta disminuye la flexibilidad de la proteina.

Tabla 5.2: Viscosidad dilatacional interfacial (nd) y elasticidad dilatacional
interfacial, (ed) a 3000 s. Pendiente del moédulo elastico (P ed) y tangente del
angulo de pérdida (tg @) correspondientes a las diferentes muestras

analizadas.

Ed nd Ped tg @
(mN/m) (mN/m)
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Lg s tt 21,9+0,2 a 0,2+0,2 a 1,9+0,3 a 0,02 + 0,04a
Lg c tt 51h 21,6+0,2 a 0,1+0,2a 1,7+0,3b 0,02 + 0,04a
Lg c tt 96h 222+0,2 a 0,8+0,3b 1,6 0,3 ¢ 0,04 + 0,04a
1051 G 19,8+0,2 b 1,3+0,4 b 1,2+0,3d 0,06 + 0,06a
10 96 G 17,3+0,3 d 1,3+0,3b 1,2+0,3d 0,08 + 0,06a
110051G 18,3+0,3 ¢ 1,8+0,4 c 1,3+0,3d 0,07 + 0,05a
110096 G 16,9 +0,4 d 2,5+0,5¢ 1,2+0,3d 0,12 + 0,06a
11051L 18,5+ 0,4 ¢ 1,4+0,5b 1,1+0,3d 0,08 + 0,05a
11096L 18,1+0,3 ¢ 1,1£0,4b 1,2+0,3d 0,08 + 0,04a
110051L 17,5+0,2 d 1,7+0,4 b,c 1,2+0,3d 0,07 + 0,04a
1 100 96L 17,8+ 0,4 c,d 1,9+0,5¢ 1,1+0,3d 0,10 + 0,04a
11051D 17,7+ 0,2 ¢,d 0,9+0,3b 1,2+0,3d 0,06 + 0,04a
11096 D 17,8 £ 0,2 c,d 0,4+0,4a 0,8+0,3e 0,03 £ 0,06a
110051D 17,3+0,3 d 1,9+0,4 c 1,0 £ 0,3d,e 0,10 + 0,05a
110096 D 17,2+0,4 d 2,0+ 0,4 c 1,0 + 0,3d,e 0,10 + 0,06a

Concentracion de muestra: 1 mg/ml en buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5.
Frecuencia de la oscilacién: 100mHz. Amplitud de la oscilacién: 10%. Letras iguales
significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con (a<0.05)

Cuando aumenté el tiempo del tratamiento térmico de la pB-

Lactoglobulina sin glicosilar disminuy6 el valor de la pendiente
significativamente (a<0.05) lo que indica una mayor flexibilidad concordante
con el aumento del desplegamiento de la proteina con el tratamiento térmico
(Tabla 5.2).

Las muestras glicosiladas con los distintos carbohidratos presentaron
una disminucion significativa (a<0,05) de Ped respecto a las muestras sin
modificar, este resultado es esperado dado que la glicosilacion, como ya ha
sido discutido, produce cambios estructurales que se expresan en una mayor
flexibilidad de la B-lactoglobulina. En el caso de las soluciones preparadas con
B-lactoglobulina glicosiladas con dextrano se obtuvieron valores de Ped
significativamente menores que los correspondientes a las soluciones de -
lactoglobulina modifcadas con glucosa o lactosa (Tabla 5.2). La configuracion
de las moléculas de emulgente en una interfase puede tener una influencia
importante sobre las propiedades fisicoquimicas de los alimentos
emulsionados. La estabilidad de una emulsion depende del desplegamiento y
la interaccion de las moléculas de proteinas en la superficie de la gota.
Cuando se despliegan las proteinas globulares, exponiendo aminoacidos
reactivos que son capaces de formar interacciones hidrofobicas y puentes
disulfuro con sus vecinos, generan una membrana altamente viscoelastica que
es resistente a la coalescencia (Dickinson y Matsumura, 1991; Dickinson
1992Db). Por lo que a mayor tamano de carbohidrato unido mayor flexibilidad

de la proteina, lo que seria debido al desplegamiento de la molécula
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ocasionado por la reaccion de las Lys disponibles de la B-Lactoglobulina con
los carbohidratos. Este desplegamiento seria mayor al aumentar el tamano del
carbohidrato unido a la proteina y ademas provocaria una mayor interaccion
entre las proteinas en la interfase generando una pelicula mas viscoelastica y

resistente a los procesos de desestabilizacion.

5.3.- Emulsiones de f3-Lactoglobulina

5.3.1 Formacion de emulsiones

En la presente seccion se exponen los resultados del estudio de
emulsiones o/w preparadas con B-Lactoglobulina sin glicosilar y con diferente
grado de glicosilacion. Las emulsiones preparadas con dispersiones acuosas
diluidas y con una baja relacion volumétrica entre las fases dispersa y acuosa,
tienden a desestabilizarse por cremado. La floculacion tiene un gran influencia
sobre el cremado y puede favorecer o no la separacion gravitacional
dependiendo del tamano y estructura de los floculos (Mc Clements, 1999).
Después de un tiempo considerable de almacenamiento, en la parte superior
de la emulsion se forma una fase crema, la cual no es mas que una emulsion
mas concentrada en gotas que la emulsion inicial. La fase inferior o suero esta
empobrecida en gotas de fase dispersa y por lo tanto enriquecida en la fase
acuosa. Diversos autores como Tornberg y Hermansson (1977), Dagorn-
Scaviner y col. (1987), Dickinson y col. (1997), Kauten (1991) han propuesto
distintos métodos, tanto destructivos como no destructivos, para el analisis de

la separacion gravitacional en las emulsiones o/w.

En general, en ausencia de fuerzas externas aplicadas, la coalescencia
es un mecanismo de desestabilizacion lento, comparado con el cremado y la
floculacion. Por lo tanto, excepto que el proceso de emulsificacion o el agente
emulsificante no hayan sido efectivos, la coalescencia tiene lugar una vez que
se ha formado la fase crema, es decir, cuando la floculaciéon y el cremado han
alcanzado un grado avanzado de desarrollo. Por el contrario, en una emulsion
mas concentrada en fase dispersa, como la fase crema, las gotas pierden
movilidad y pueden permanecer en intimo contacto durante un periodo
prolongado, lo cual promueve la coalescencia. La naturaleza de las
interacciones coloidales entre las gotas y la resistencia del film interfacial

determinara el grado de desestabilizacion (Mc Clements, 1999). Por
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consiguiente, la estabilidad frente a la coalescencia de una emulsion o/w de
baja viscosidad, se estudia a través de las caracteristicas de la fase crema
después de un tiempo prolongado de almacenamiento estacionario como

proponen Mitidieri y col. (2001).

En este trabajo, se llevd a cabo el estudio de la estabilidad global
(cremado, floculacion y coalescencia) de emulsiones o/w preparadas con
dispersiones diluidas (1 mg/mL) de proteina. Como se indico en el capitulo 3,
las muestras utilizadas exhibieron marcadas diferencias en la estructura,
hidrofobicidad superficial, grado de avance de la reaccién de Maillard, etc. Por
otra parte, el hecho de emplear dispersiones acuosas diluidas permite
observar mas claramente la relacion existente entre las caracteristicas

estructurales de las muestras y la estabilidad de las emulsiones resultantes.

En esta seccion se analizaran las caracteristicas de las emulsiones para
establecer una correspondencia, en primer lugar con la estabilidad frente al
cremado y en segundo lugar con el grado de coalescencia de la fase crema

después de 24 horas de almacenamiento estacionario.

5.3.1.1 Concentracion de proteina interfacial

Tabla 5.3 Concentracion de proteina interfacial, area interfacial y
concentracion de proteina adsorbida de las emulsiones en estudio.

T Sv %[P.]
(mg /m?) (m?/mL (mg/mL
emulsion) emulsion)
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Lg s tt 1,57+0,08 a 0,31+0,03 a 48+2 @
Lgctt 51h 1,60+0,03 a 0,30+0,03 a 48+1 ?
Lg c tt 96h 1,87+0,06 b 0,28+0,02 a,b 5242 2
1051 G 1,91+0,02 b 0,25+0,03 b 47+1°
1096 G 1,91+0,02 b 0,25+0,02 b 47+1 2
100 51 G 1,74+0,16 b 0,26+0,02 b 45+6 2
100 96 G 1,56+0,03 a 0,26+0,03 b 4112
1051L 2,52+0,05 ¢ 0,25+0,03 b 64+2 P
1096 L 2,77+0,17 ¢ 0,24+0,03 b 66+7 °
10051 L 2,36+0,07 ¢ 0,24+0,02 b 57+3°
100 96L 2,3240,10 ¢ 0,25+0,02 b 59+4 P
1051 D 1,79+0,02 b 0,25+0,02 b 4444 4
1096 D 2,0840,05 ¢ 0,23+0,02 b,c 4810 a
100 51 D 2,24+0,02 ¢ 0,23+0,02 b,c 51+] a
100 96 D 2,43+0,17 ¢ 0,21+0,02 ¢ 5043 a

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con
(a<0.05)

Las muestras glicosiladas con glucosa, lactosa y dextrano presentaron
valores de T significativamente mayores (a<0,05) que los de las muestras sin
modificar, con excepcion de la muestra 1 100 96 G. La concentracion de
proteina interfacial de las emulsiones elaboradas con [-Lactoglobulina
glicosildas con glucosa fueron menores significativamente (a<0,05) que la -
Lactoglobulina glicosilda con lactosa y dextrano no existiendo diferencias
significativas (a<0,05) entre estas ultimas. (Tabla 5.3).

Este aumento en la concentracion proteica interfacial de las emulsiones
preparadas con [-Lactoglobulina glicosilada estaria relacionado con los
cambios conformacionales ocurridos debido a la propia glicosilacion. Estos
permitirian una mayor interaccion entre las proteinas y por tanto un acumulo

de las mismas en la interfase.
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Figura 5.3 Diagramas electroforéticos PAGE-SDS correspondientes a las fracciones de
proteinas absorbida en la interfase de las emulsiones formuladas con B-Lactoglobulina

modificada con lactosa (calles 1 a 4) y glucosa (calles 5 a 8) y sin modificar (calles stt,
S1h y 96h).
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Figura 5.4 Diagramas electroforéticos PAGE-SDS correspondientes a las fracciones de
proteinas absorbida en la interfase de las emulsiones formuladas con B-Lactoglobulina
modificada con dextrano (calles 10-51, 10-96, 100-51 y 100-96) y sin modificar (calles
stt, 51h y 96h).

Los diagramas electroforéticos obtenidos muestran que las proteinas
adsorbidas en interfase corresponden a las estructuras proteicas de menor

PM, en particular ménomeros y dimeros (Figuras 5.3 y 5.4).

5.3.1.2.- Distribucion de tamaio de particula.
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Figura 5.5.- Distribucion en volumen de tamafo de gota, expresada en ntimero y en
area de gota, de emulsiones preparadas con una concentracion 1 mg/mL en buffer
fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5 de B-Lg s tt (1) (=), B-Lg c tt 51(2) (=) y B-Lg c tt 96h (3)
(=). Las medidas fueron llevadas a cabo en presencia de SDS.

Las emulsiones preparadas con [-Lactoglobulina sin tratamiento térmico, -
Lactoglobulina con tratamiento térmico de 51 horas y P-Lactoglobulina con
tratamiento térmico de 96 horas presentaron una distribucion tamano de
particula que abarca el intervalo comprendido entre 0,08 a 110 pm
aproximadamente (Figura 5.5). Las distribuciones de tamano de particula
expresadas tanto en volumen como en superficie, de las emulsiones
preparadas con [-Lactoglobulina sin glicosilar, exhibieron un caracter bimodal
con dos poblaciones de gotas bien definidas: gotas con diametro mayor y
menor a 10 pm. Este tipo de comportamiento fue observado con anterioridad
por Mitidieri y Wagner (2002) y Panizzolo (2005), y fue atribuido al tipo de
homogeneizador utilizado (pequefio volumen de muestra y al tiempo de
homogeneizacion relativamente corto), el cual es equivalente al empleado en
este trabajo.

Tanto el numero de particulas con un diametro inferior a 10 pm, como
el porcentaje de area y volumen que estas ocupan fue equivalente (a<0,05)
para las emulsiones preparadas con [3-Lg s tt, B-Lg c tt 51 y B-Lg c tt 96h
(Tabla 5.4). El 75% de la fraccion de volumen de aceite de la emulsion
correspondio a gotas con diametro superior a 10 pm, sin embargo se puede
apreciar que el 99,99% de las particulas tienen diametros menores de 10 pm,
lo que estaria indicando que entre muy pocas gotas, una proporciéon menor de
0,01%, se distribuiria la mayoria del volumen de aceite emulsionado (Tabla
5.4). En la misma Tabla se puede apreciar que el mayor porcentaje de area
formada, 85%, correspondi6 a las particulas con diametro menor de 10 pm en

consonancia con la distribucion del nimero de particula.

Tabla 5.4. Valores promedio de volumen, numero de particula y area
correspondiente a gotas con diametro inferior a 10 pm, de las emulsiones en
estudio tratadas con SDS
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UM Ber (%)

Muestra Volumen Numero de Area

(0,04-10 um) particula (0,04-10 um)
(0,04-10 um)
Lg s tt 26,8 0,6 % a 99,99 % 84+4 % a
Lg c tt 51h 25,5+0,7 % a 99,99 % 8413 % a
Lg c tt 96h 25,7£0,6 % a 99,98 % 833 % a
10 51 G 16,5+0,7 % b 100 % 82+5 % a
1096 G 16,0x0,8 % b 100 % 833 % a
10051 G 16,2+0,7 % b 100 % 8414 % a
10096 G 15,4+¥0,7 % b 100 % 84+3 % a
1051 L 19,6£0,6 % b 99,99 % 8314 % a
1096 L 15,1%0,6 % b 100 % 83+3 % a
10051 L 14,4+0,7 % b 100 % 83+3 % a
100 96L 13,8%0,8 % b 100 % 84+3 % a
1051 D 15,840,6 % b 100 % 804 % a
10 96 D 16,2 £1,0% b 100 % 775 % a
100 51 D 16,5£0,7 % b 100 % 81+3% a
100 96 D 16,0£0,8 % b 100 % 83x1% a

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con
(a<0.05)
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Figura 5.6. Distribuciéon en numero de gota de emulsiones preparadas con una
concentracion de muestra: 1 mg/mL en buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5 en
presencia de SDS A)- B-Lg s tt (=), B-Lg c tt 96h (=), 1:10 96 G (-), 1:100 96 G (=), 1:10
96 L (=), 1:100 96 L (w). B)- B-Lg s tt (=), B-Lg c tt 51 (=), 1:10 51 G (), 1:100 51 G (=),
1:10 51 L (=), 1:100 51 L (=) C)- B-Lg c tt 51 h (=), B-Lg c tt 96h (), 1:10 51 D (=), 1:10
96 D (), 1:100 51 D (=), 1:100 96 D ( ).

Las curvas de distribucion expresadas en numero de gota de
emulsiones preparadas a pH 7,5 de -Lactoglobulina glicosiladas con glucosa
(A), lactosa (B) y dextrano (C), comparadas con las de B-Lactoglobulina sin
glicosilar presentaron un corrimiento significativo hacia valores menores de

0,04um (Figura 5.6).
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Figura 5.7. Distribucion en volumen de gota de emulsiones preparadas con una
concentracion de muestra: 1 mg/mL en buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5 en
presencia de SDS A)- B-Lg s tt (=), B-Lg ¢ tt 96h (-), 1:10 96 G (-), 1:100 96 G (=), 1:10
96 L (=), 1:100 96 L (=). B)- B-Lg s tt (=), B-Lg c tt 51 (=), 1:10 51 G (=), 1:100 51 G (=),
1:10 51 L (=), 1:d00 51 L (=) ©)- B-Lg c tt 51 h (=), B-Lg c tt 96h (-), 1:10 51 D (=), 1:10
96 D (), 1:100 51 D (=), 1:100 96 D ( ).

Las curvas de distribucion de particulas expresadas en volumen de
emulsiones preparadas a pH 7,5 para las muestras de [(-Lactoglobulina
glicosiladas con glucosa (A), lactosa (B) y dextrano (C), comparadas con las
muestras sin glicosilar presentaron el maximo desplazado hacia mayores
tamanos de particula (Figura 5.7), disminuyendo el porcentaje de la fraccion
de volumen de aceite correspondiente a particulas menores de 10um de 25 %

a 15% (Tabla 5.4).
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Figura 5.8. Distribucién en superficie de gota de emulsiones preparadas con una
concentracion de muestra: 1 mg/mL en buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5 en
presencia de SDS A)- B-Lg s tt (=), B-Lg c tt 96h (=), 1:10 96 G (-), 1:100 96 G (~), 1:10
96 L (=), 1:100 96 L (=). B)- B-Lg s tt (=), B-Lg c tt 51 (=), 1:10 51 G (), 1:100 51 G (=),
1:10 51 L (), 1:100 51 L (<) C)- B-Lg c tt 51 h (), B-Lg c tt 96h (-), 1:10 51 D (), 1:10
96 D (-), 1:100 51 D (=), 1:100 96 D ( ).

En las curvas de distribucion de particula expresadas en superficie de
emulsiones de B-Lactoglobulina glicosiladas se puede observar una mayor
separacion entre los dos poblaciones encontradas que en las muestras de f-
Lactoglobulina sin modificar, la poblaciéon correspondiente a tamanos de
particula menores se desplaz6 hacia valores mas bajos de diametro, mientras
que la poblacion correspondiente a tamanos de particula mayores se corrio

hacia valores mas altos (Figura 5.8). Este comportamiento se refleja en el valor
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de Ds;, correspondiente a las emulsiones de [3-Lactoglobulina glicosiladas y sin

modificar (Tabla 5.7).

Tabla 5.5. Valores promedio Dz, y D.s de las emulsiones en estudio en
ausencia de SDS

D32 Dajs
Lg s tt 4,4+0,4 a 19,310,9 a
Lgctt S51h 4,5+0,9 a 27,1+0,7 b
Lg c tt 96h 4,8+0,7a,b 24,5+0,6 b
1051 G 6,5+0,1 ¢ 37,2+0,6 ¢
1096 G 5,6%0,8 c 34,1+0,9 ¢
100 51 G 6,2+0,4 b,c 39,0+0,9 ¢
100 96 G 5,5+0,3 b,c 35,1+£0,9 ¢
1051L 6,0£0,2 ¢ 33+0,9c
1096 L 5,7+0,8 c 33,9+0,9 ¢
10051 L 6,1+0,8 c 32,0+0,9 ¢
100 96L 5,5%0,8 b,c 35,2%+0,9 c,d
1051 D 6,3+0,7 b 35,9+0,8 b
1096 D 6,6+0,8 b 35,810,9 b
100 51 D 6,7+0,8 b 35,0 +0,9 b
100 96 D 7,1+£0,8 b,c 34,6 £0,9 b

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con

(a<0.05)

Tabla 5.6. Valores promedio D3,y D.s; de emulsiones en estudio tratadas con

SDS

D32

D
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Lg s tt 4,8+0,4 a 16,9+0,9 a
Lgctt51h 5,0+0,2 a,b 21,6+0,9 b
Lg c tt 96h 5,340,4 a,b 22,140,6 b
1051 G 6,10,1 b,c 30,8+0,6 c
1096 G 6,1#0,2 b,c 33,1+0,9 c
100 51 G 5,8+0,4 b 31,9+0,9 c
100 96 G 5,7+0,3 b 32,1+0,9 ¢
1051L 5,0+0,2 b 28,2+0,9 b,c
1096 L 6,30,2 ¢ 27,90,9 b,c
10051 L 6,240,4 c 31,#0,9 ¢
100 96L 5,9+0,4b 33,240,9 ¢
1051 D 6,10,1 b,c 32,7+0,6 ¢
1096 D 6,5+0,8 c 33,0+0,9 b
100 51 D 6,620,8 c 33,9+0,9 c
100 96 D 7,0£0,8 ¢ 33,6+0,9 c

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con

(a<0.05)

Tabla 5.7. Valores promedio D;,y D4z de las emulsiones en estudio tratadas
con SDS, dividida en dos zonas: una de menos de 10pm y la otra mayor a

10pm
D;2 (<10um) Ds3 (<10um) D;3,(>10um) D,;;(>10um)
Lg s tt 1,5£0,4a 3,5+0,3a 2713 a 32t6a
Lgctt 51h 1,5£0,4a 3,410,2a 31+3a,b 34t4 a,b
Lg c tt 96h 1,6+0,4a 3,4+0,1a 32+1a,b 35+1 a,b
1051 G 1,2+0,1b 3,3+0,1a 30+2a,b 36+1b
1096 G 1,4+0,3b 3,5%0,1a 30+2a,b 3612b
100 51 G 1,2+0,1b 3,5+0,1a 31+la,b 38+1b
100 96 G 1,2+0,4b 3,2%0,1a 33£1b 40+2b
1051L 1,1+0,1b 3,3+0,1a 31+la,b 36+1b
1096 L 1,2+0,2b 3,4+0,2a 31+3a,b 37+4b
10051 L 1,1+0,1b 3,2+0,4a 30+1a,b 36+1b
100 96L 0,940, 1c 3,3%0,1a 31+la,b 37+1b
1051 D 1,4+0,4b 3,410,2a 31+la,b 37+2b
1096 D 1,6+0,3a 3,5+0,1a 29+1a 35+1 a,b
100 51 D 1,4+0,2b 3,4%0,1a 32+1a,b 40+1b
100 96 D 1,30,1b 3,4%0,2a 331 b 41+2b

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con

(a<0.05)

Tabla 5.8. Valores promedio Dz, y D.s; de las emulsiones en estudio en
ausencia de SDS, dividida en dos zonas: una de menos de 10um y la otra
mayor a 10 pm
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D;,(<10um) D,;;3(<10um) Ds;,(>10um) D,;(>10um)

Lg s tt 1,5£0,4a 3,7+0,4a 27t1la 3216 a
Lg c tt 51h 1,6+0,4a 3,5%0,6a 3143 a 354 a,b
Lg c tt 96h 1,5+0,1a 3,8+0,2a 321 a,b 36%1 a,b
1051 G 1,2+0,2¢ 3,5%0,6a 301 a 36%1 a,b
1096 G 1,2+0,8c 3,3+0,2a 31+1 a 38t1 b
100 51 G 1,1£0,1c 3,310,1a 311 a 36%1 a,b
100 96 G 1,4+0,4b 3,610,3a 31+1 a 37t1 b
1051L 1,4+0,3b 3,610,2a 302 a 362 a,b
1096 L 1,2+0,3c 3,5+0,2a 331 a,b 40+2 ¢
100 51L 1,4+0,4b 3,610,2a 3143 a 374 b
100 96L 0,9+0,2c 3,210,1a 31+1 a 37t1 b
1051 D 1,3+0,8b 3,410,4a 35+3 b 45+8 ¢
1096 D 1,3+0,6b 3,3+0,2a 33+2a,b 404 ¢
100 51 D 1,4+0,8b 3,610,6a 33+3 a,b 38t1 b
100 96 D 1,3+0,1b 3,310, 1a 34+2 a,b 4212 ¢

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con
(a=<0.05)

Los valores de D.z; de las emulsiones estudiadas fueron
significativamente mayores que los valores Dj, (Tablas 5.5, 5.6, 5.7 y 5.8), ello
denota que las emulsiones obtenidas son polidispersas. Este fenomeno es mas
significativo cuanto mayor es el incremento de D43 con respecto a D3, (Walstra,
1983). En la Figura 5.6 correspondiente a la Distribuciéon en numero de gota
de emulsiones preparadas con las muestras de [(-Lactoglobulina glicosiladas
con glucosa, lactosa y dextrano, se puede observar que la amplitud del
intervalo de tamano de particula aumenté respecto a la B-Lactoglobulina sin
glicosilar, abarcando aproximadamente desde 0,04 a 200 pm. Es posible
observar que al igual que las emulsiones obtenidas con (-Lactoglobulina sin
glicosilar, las correspondientes a los compuestos glicosilados también
presentaron una distribuciéon bimodal. En las emulsiones obtenidas con -
Lactoglobulina glicosiladas con glucosa, lactosa y dextrano un 0,05% de las
gotas de diametros superiores a 10 pm se distribuyen el 80% del volumen de
aceite emulsionado. Este nimero de particulas inferior al equivalente de las
emulsiones obtenidas con (-Lactoglobulina sin glicosilar se distribuyeron un
volumen de aceite emulsionado mayor que aquellas (a<0,05) (Tabla 5.4).

Las muestras glicosiladas presentaron un aumento significativo en los
valores de Ds;, (Tablas 5.5 y 5.6) respecto de las muestras nativas, no

encontrandose diferencias significativas entre las distintas muestras de -
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Lactoglobulina glicosiladas con lactosa, glucosa y dextrano. Sin embargo, los
valores de D3,y Dss correspondientes a los intervalos por encima y debajo de
10pm mostraron un comportamiento diferente. Para las muestras glicosiladas
el Ds,, con y sin SDS, correspondiente a la zona de diametros inferiores a 10
pm fue significativamente menor (a<0,05) que el correspondiente a la B-
Lactoglobulina sin glicosilar. En cambio, para la zona de particula con
diametros mayores a 10 pm el comportamiento detectado fue el inverso, los
valores de D;,. de las muestras de - Lactoglobulina glicosiladas fue superior

al correspondiente a la B- Lactoglobulina nativa.

El tamano de las gotas producidas durante la formacion de emulsiones
depende de dos procesos: 1) la generacion de gotas de pequeno tamarno y 2) la
rapida estabilizacion de estas gotas lo que evita su coalescencia una vez
formadas. Es decir que el tamano final de las gotas resulta del balance entre
dos procesos fisicos opuestos: ruptura y coalescencia de gotas (Figura 5.10).
Estos procesos a su vez dependen del balance entre el tiempo que necesita un
emulgente para adsorberse en la superficie de la gota (tadasobsion) (generacion de
la gota) y el tiempo de colision entre dos gotas (Tcision) que permite la
coalescencia de las gotas si no existe una buena estabilizacion (Mc Clements,

19909).

Droplet
Disruption

(! [ v
Slow adsorption: Rapid adsorption:
Coalescence X Stabilization

Figura 5.9. El tamafio de las gotas producidas durante la homogeneizaciéon depende del balance
entre el tiempo para que un emulgente se adsorba en la superficie de la gota (Tadsobsion)
(generacion de la gota) y el tiempo de colision entre dos gotas (Tcoisien). (Tomado de Mc Clements,
1999).

La naturaleza precisa de los procesos fisicos que ocurren durante la
formacion de la emulsion depende del tipo de homogeneizador usado. Sin

embargo, existen algunos aspectos comunes de la ruptura de gotas que se
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pueden aplicar a la mayoria de los homogenizadores. El estado inicial de la
homogeneizacion incluye la ruptura e incorporacion de las fases oleosa y
acuosa a través de gotas bastantes grandes de un liquido dentro del otro
liquido. La ultima etapa de la homogenizacion incluye la ruptura de las gotas
grandes en otras mas pequenas. Es entonces importante entender la
naturaleza de las fuerzas responsables de la ruptura de gotas durante la
homogeneizacion. La existencia o no de ruptura de gotas esta determinada por
el balance entre fuerzas interfaciales, las cuales tienden a mantener las gotas
integras, y las fuerzas de ruptura generadas por el homogenizador, las cuales
tienden a romperlas (Walstra, 1983, 1993). Los emulsificantes tienen una
funcion importante en la ruptura de gotas. La facilidad con la cual una gota
puede ser rota durante la homogeneizacion se incrementa cuanto mas bajo es
el valor de la tension interfacial. Otro factor que ademas influye es la velocidad
con la cual el emulsificante se adsorbe en la interfase de las gotas durante la
homogeneizacion (Walstra, 1983). Inmediatamente después de la formacion de
las gotas, éstas tienen una baja concentracion de emulgente adsorbido en su
superficie, lo cual dificulta la ruptura porque la tension interfacial es
relativamente alta. Con el tiempo una mayor cantidad de emulgente se
acumula en la superficie lo cual disminuye la tension interfacial y facilita la
ruptura de las gotas. Por ello, cuanto mas rapidamente se adsorba el
emulgente sobre la superficie de las gotas durante la homogeneizacion menor
sera el tamano de las gotas producidas.

Las emulsiones son sistemas altamente dinamicos en los cuales las
gotas se mueven continuamente y frecuentemente colisionan entre si. La
colision entre gotas es particularmente rapida durante la homogeneizacion
debido a la intensa agitacion mecanica de la emulsion. Si las gotas no estan
bien protegidas por una membrana de emulgente suficientemente fuerte
tienden a coalecer durante la colision (Walstra, 1993). Inmediatamente
después de la ruptura de la gota de una emulsion existe una cantidad de
emulsificante insuficiente para cubrir completamente la nueva superficie
formada y entonces las nuevas gotas probablemente coalescan con sus
vecinas.

La importancia de la cinética de adsorciéon del emulgente sobre el
tamano de gotas producido durante la homogenizacion ha sido demostrado
experimentalmente (Schubert y Armbruster, 1992). Bajo las mismas

condiciones de homogenizacion se ha demostrado que emulgentes que se
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adsorben rapidamente producen tamano de gotas mas pequenos que otros que
se adsorben mas lentamente. Muchos emulgentes alimentarios no se adsorben
con suficiente rapidez para prevenir completamente la coalescencia de gotas y
entonces el tamano de gota obtenido durante la homogenizacion es grande con
respecto al que teéricamente podria ser obtenido. La tendencia de las gotas a
coalescer durante la homogenizacion depende ademas de la efectividad de la
membrana interfacial a resistir la coalescencia durante la colision de gotas.
Esta resistencia depende de la concentracion de moléculas de emulgente
presente asi como de su estructura y propiedades fisicoquimicas (dimension,
carga eléctrica, empaquetado, interacciones).

Las soluciones proteicas elaboradas con P-Lactoglobulina glicosiladas
con gluosa, lactosa y dextrano no presentaron diferencias significativas en la
velocidad de absorcion en la interfase respecto a las muestras de J-
Lactoglobulina sin modificar. Por lo tanto el menor tamano de gota de las
emulsiones elaboradas con (- Lactoglobulina glicosilada se podria atribuir
principalmente a la resistencia de la membrana interfacial a la coalescencia.
Esta resistencia de la interfase creada por las proteinas glicosiladas respecto a
la B- Lactoglobulina nativa, esta relacionada con la mayor concentracion de
proteina en la interfase, mayor interaccion proteica debido a la formacion de
polimeros y aumento en la repulsion estérica factores que favorecen la

estabilidad de las emulsiones formadas con los compuestos glicosilados.

5.3.1.3 Floculacion de gotas durante la formacion de la emulsion

La adicion de SDS, segun Anton y col. (2002), permite la disociacion de

cualquier forma de agregado presente en la emulsiones que estuviera

estabilizado Maestrteracciones G coyalentes. @Rseclientemaie(tosadjametros
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Respecto al GF total, se puede observar que de todas las emulsiones
estudiadas las preparadas con - Lactoglobulina glicosilada con dextrano son
las que presentaron el menor grado de floculacion, en particular para la
relacion molar 1:100. Esta mayor estabilidad frente a la floculacion en funcion
de la relacion molar mayor también se puede observar en las muestras
modificadas con lactosa. En el caso en que la reaccion de glicosilacion se llevo
a cabo con glucosa el mayor grado de floculacion se detecté en las muestras

tratadas durante 51 h.

Si se determina el grado de floculaciéon correspondiente a los intervalos
de particulas con diametros por encima y por debajo de 10 pm se puede
apreciar un comportamiento diferente, debido al caracter bimodal encontrado
en estas emulsiones. Las gotas mayores a 10 pm presentaron un GF
significativamente mayor que las gotas de tamano menor a 10um.

En el caso de las emulsiones obtenidas con B-Lactoglobulina glicosilada
tanto las gotas con diametros menores a 10 pm como las mas grandes
presentaron una disminucion significativa (a<0,05) en el GF, respecto a las
emulsiones obtenidas con p-Lactoglobulina nativa. Este comportamiento
estaria relacionado con los cambios conformacionales provocados por la union
de los carbohidratos a la P-Lactoglobulina. La union de los carbohidratos

aumenta la repulsion estérica, provoca un desplegamiento de la -
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Lactoglobulina y probablemente, segin Morgan y col. (1999a), induciria una
polimerizacion mediada por puentes disulfuro y enlaces covalentes de otra
naturaleza entre los monémeros y los carbohidratos formando asi una pelicula
interfacial mas flexible que impediria la floculacion debida a las colisiones de

las gotas durante la formacién de la emulsion.

5.3.2.- Estabilidad de emulsiones

La estabilidad de una emulsion se refiere a la capacidad de resistir a los
cambios en sus propiedades con en el tiempo. Al considerar la estabilidad de
una emulsion, es muy importante distinguir entre la estabilidad
termodinamica y la cinética. La estabilidad termodinamica indica si un
determinado proceso se llevara a cabo o no, mientras que la cinética nos

indica la velocidad a la que el proceso ocurre (Dickinson, 1992b).

5.3.2.1 Estabilidad de las emulsiones frente al cremado

En la Figura 5.10 se muestran los perfiles de retrodispersion (RD) en
funcién de la altura del tubo de muestra correspondiente a una emulsion
preparada con [3-Lactoglulina sin tratamiento térmico. Un perfil equivalente se
ha obtenido para el resto de las muestras estudiadas. En la zona inferior del
tubo de muestra, zona I (10 — 20 mm), se observa una disminucion de los
valores de RD con el transcurso del tiempo, que evidencia el desarrollo de un
proceso de cremado, mientras que en la zona II se puede apreciar la fase
crema formada, que permanecio aun después que se acumularan las gotas de
aceite en la parte superior del tubo.

Para estudiar la estabilidad de las emulsiones obtenidas frente al
cremado se analiz6 la disminucion de los valores promedio de la
retrodispersion en la parte inferior (zona 10-20 mm, RDp10-20) del tubo de
medida en funcion del tiempo. Las curvas de variacion de los valores promedio
de RD (RDp) en la zona 10-20 mm (RDpl0-20) en funcion del tiempo
correspondientes a todas las emulsiones ensayadas se presentan en las

(Figuras 5.11, 5.12 y 5.13).
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Figura 5.10. Perfil de retrodispersion (RD) en funciéon de la altura del tubo para
emulsiones aceite en agua de B-lactoglulina sin tratamiento térmico concentracion 1
mg/mL, pH 7,5 fraccion volumétrica de aceite 25%. Las flechas indican el cambio de
perfil con el tiempo. El tiempo esta representado en la escala a la derecha.
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Figure 5.11 Variacion de valores promedio de retrodispersion en la zona 10-20 mm
(RDp10-20) €n funcién del tiempo de emulsiones preparadas con Lg s tt, Lg c tt 51 h,
Lgctt96h,11051G,11096G, 110051 G, 110096 G
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Figure 5.12 Variaciéon de valores promedio de retrodispersién en la zona 10-20 mm
(RDp10-20) €n funcién del tiempo de emulsiones preparadas con Lg s tt, Lg c tt 51 h,

Lgctt96h,11051L,11096L,110051L,110096L
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Figure 5.13 Variaciéon de valores promedio de retrodispersién en la zona 10-20 mm
(RDp10-20) en funcién del tiempo de emulsiones preparadas con Lg s tt, Lg c tt
51h,Lgctt96h,11051D,11096L,110051L,110096L

Se puede constatar que todas las curvas obtenidas de RD en funcién del

tiempo presentan una forma de tipo sigmoidea. Segun lo planteado por
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Panizzolo (2005), los perfiles de RD de naturaleza sigmoidea pueden ajustarse

a una ecuacion con dos parametros que responde a la siguiente expresion:

rD@) = RDD ., 2RD,

- 2.34
RD,K,t+1 2+ (RDk)t (2:34)

Donde RD(t) es el valor de RD a tiempo t, K. es la constante de
velocidad de variacion de RD en funcion del tiempo para una cinética de tipo
hiperbdlico, ks es la constante de velocidad de variacion de RD en funcién del
tiempo para una cinética de tipo sigmoideo y RDy» y RDs son los parametros de
amplitud correspondientes a las cinéticas hiperbolicas y sigmoideas

respectivamente, tales que RDy + RDg = RD;.

¢ RDexp.

50

%RD

10 -

0 : . , s T 1

0] 10 20 30 40 50 60
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Figure 5.14 Variacién de valores promedio y parametros sigmoideo e hiperbélico de
retrodispersion en la zona 10-20 mm (RDy10-20) €n funcién del tiempo de
emulsiones preparadas con -Lg s tt.

Los valores iniciales de RD que corresponden a la cinética sigmoidea
descienden acusadamente su contribucion al valor de RD total, haciéndose
casi cero alrededor de los 30 min, mientras que la componente hiperbélica
disminuye paulatinamente y aumenta con el tiempo su contribucion al valor

de RD total, siendo casi total luego de 30 min (Figura 5.14). Por tanto es
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adecuado asociar las gotas de mayor tamano a la variacion de RD con cinética
sigmoidea. Los valores iniciales de RD que corresponden a la cinética
hiperbdlica son casi el doble de los correspondientes a la cinética sigmoidea
(Figura 5.14). Como ya se indico6 RD depende de la cantidad y del numero de
particulas de la fase dispersa, en este estudio el mayor nimero de particulas
correspondiéo a las gotas con diametros menores a 10 pm. Entonces seria
apropiado vincular las gotas de menor tamano a la variacion de RD con

cinética hiperbdlica.
0,7
0,6
0,5 1

0,4

....
n
0,3  Emg,
IIII.....
.......
m

dRD/dt

0,2 s [ .
L L[ -

0,1 7

O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
t (min)

Figure 5.15 Representacion de la derivada de retrodispersion en funcion del tiempo
(dRD/dt) correpondientes a las cineticas signfibidea ( ) e hiplirtbdlica () de
emulsiones preparadas con Lg s tt (proteina)= 1 mg/mL, pH 7,5

La velocidad de variacion de RD con respecto al tiempo se puede asociar
a la velocidad del proceso de cremado (Panizzolo, 2005). Para el caso de la
cinética de comportamiento hiperbdlico la expresion que la representa es:
dRD/dt = (knRD? /(1 + knRDt)?

y a la cinética de comportamiento sigmoideo le corresponde la ecuaciéon:

dRD/dt = (22.k2.R D?".t)/[ 22 + (k..RD)? .t%?
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La representacion de la derivada de la retrodispersion en funcion del
tiempo (dRD/dt) correspondiente a las cinéticas sigmoidea e hiperbolica de
emulsiones preparadas con Lg s tt se muestra en la Figura 5.15. En ella se
puede observar que la cinética hiperbolica presenté un comportamiento tal
que la velocidad fue maxima al comienzo y luego fue disminuyendo, en
cambio en la cinética sigmoidea la velocidad de cremado se incremento6
hasta un un tiempo dado, alcanzando un maximo, y luego disminuy6 de
forma similar a la presentada por la cinética hiperbélica. Tal como lo
senala Panizzolo (2005) en el caso de la cinética hiperbdlica las
desviaciones a la Ley de Stokes serian tales que si bien afectan la
velocidad de cremado de las gotas, éstas lo harian de manera de mantener
la tendencia esperada donde las gotas de mayor tamano creman mas
rapidamente que las de menor tamano. Por tanto ki se podria asimilar a
una constante de velocidad que describe el proceso de cremado y sus
valores estarian indicando el comportamiento de las emulsiones con
respecto a la estabilidad. En cambio en la cinética sigmoidea la magnitud
e incidencia de las desviaciones a la Ley de Stokes serian tales que las
gotas de mayor tamano tendrian impedido el movimiento en el primer
intervalo del proceso de cremado, pero con el transcurso del tiempo los
efectos retardadores del proceso disminuirian su magnitud e incidencia de
modo que la velocidad de cremado pasaria a tener un comportamiento
similar al de las emulsiones de perfil de tipo hiperbélico. Por consiguiente,
ks es un indice del efecto de retardo en la velocidad de cremado.

Todas las emulsiones preparadas con P-Lactoglobulina glicosiladas y
sin glicosilar presentaron comportamiento sigmoideo en la cinética de
cremado. Dicho comportamiento se deberia al movimiento simultaneo de las
dos poblaciones de gotas encontradas en estas emulsiones, las gotas menores
de diametro entre 0,04 pym y 10 pm y las mayores a 10 pm con un intervalo
entre 10 pm a 110 pm. Una de estas poblaciones tendria un perfil hiperbadlico
y las otras un perfil sigmoideo. Dado que el 99,99% de las particulas tienen
diametros menores de 10 pm es apropiado vincular las mismas a la variacion
de RD con cinética hiperbodlica. Las gotas pequenas no tendrian impedido el
movimiento, por el contrario su disminuciéon es continua y lenta dado el alto
porcentaje de particulas comprendido en este intervalo de tamano. En cambio
las gotas de mayor tamano que presentaron un GF significativamente mas

alto, podrian estar formando fléculos en estructura de red abierta y tendrian
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impedido el movimiento en el primer intervalo del proceso de cremado. Una
vez que los floculos pasaron esa barrera estarian liberados aumentando la
velocidad de cremado hasta un maximo en el cual nuevamente disminuiria la
velocidad debido a que el niumero de particulas de este intervalo disminuye
hasta llegar a O.

Otra razén posible de este comportamiento seria la concentracion de
gotas. Cuanto mayor es la concentracion de gotas y mas polidispersa mas
acentuada es la disminucién de la velocidad de cremado hasta tal punto que el
cremado puede ser completamente inhibido cuando se excede un determinado
valor de ®c. En general el valor de ®c depende del ordenamiento de las gotas
en el seno de la emulsion la cual es determinada por su polidispersion e
interacciones coloidales (Mc Clements, 1999). En el caso de las emulsiones de
B-Lactoglobulinas glicosiladas y sin glicosilar, las gotas de mayor tamano que
se encuentran en menor numero, serian las que tenderian a moverse mas
rapido y antes, sin embargo tendrian impedido el movimiento en las primeras
etapas del proceso de cremado debido a la presencia de una gran cantidad de
particulas de menor tamano con una velocidad de cremado mucho menor. De
todos modos el conjunto de gotas tenderia a un movimiento ascendente
permitiendo que poco a poco se fuera descongestionando el sistema y que la
poblacién de gotas de mayor tamano fuera aumentando su velocidad (Figura
5.15). Luego que el efecto retardador de la poblacion de gotas de menor
tamano fuera superado las gotas de mayor tamano tendrian un
comportamiento cinético acorde con la Ley de Stokes.

Los parametros de amplitud hiperbodlica y sigmoidea de las emulsiones
de [B-Lactoglobulina sin glicosilar y glicosiladas no presentaron diferencias
significativas. Las muestras de B-Lg s tt, B-Lg c tt S1h y B-Lg c tt 96 h no
presentaron diferencias significativas (a<0,05) en los valores de las constates
cinéticas ky y k.

Todas las emulsiones preparadas con (-Lactoglobulinas glicosiladas con
glucosa, lactosa y dextrano presentaron una disminuciéon significativa (a<0,05)
en los valores de las constantes K. y Ks respecto a los valores obtenidos para
las muestras de [B-Lactoglobulina sin glicosilar. La constante cinética ky
disminuy6 en las muestras glicosiladas con glucosa y lactosa con el aumento
del tiempo de reacciéon y de la relacion molar. En el caso de la modificacion
con dextrano este efecto de retardo del cremado solo se constaté al aumentar

la relacion molar utilizada. La constante cinética Ks no presento diferencias
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significativas entre las muestras glicosiladas con glucosa, lactosa y dextrano

(Tabla 5.10).

Tabla 5.10. Constantes cinéticas hiperbolica (ki) y sigmoidea (ki) y
parametros de amplitud RDy y RDs para las emulsiones formadas con las

proteinas en estudio.

K, (*104) RD, K, (*103) RD;
Lg s tt 4,1+0,1a 34+ 1la 8,6 £0,2 a 16+£2 a
Lgctt 51h 3,9 £0,3 a 32+2a 8,9+0,1a 16 £ 3 a
Lg c tt 96h 3,5+0,5a,b 35+3a 8,9+0,3a 16 +3 a
1051 G 3,7+ 0,6 a 32+2a 6,2+01c 19 £2 a
10 96 G 3,4+0,3b 34t1a 72%0,3c 16+2a
100 51 G 2,9+0,3c 35+t 1a 6,5+0,7 c 17+ 1a
100 96 G 2,4+£0,2d 29+ 2 a 6,1 +0,2c 24 2 a
1051 L 3,6 £0,3 a,b 32%+1a 6,7+ 0,3 c 21t2a
1096 L 3,4+0,3b 33+2a 6,4+0,1c 19t1a
100 51 L 3,2+0,5¢c 34+3a 6,5+0,3c 16 £3 a
100 96L 3,2+0,3c 31+1a 6,4 +0,3 c 17+2 a
1051 D 3,0+ 0,1a 29+1a 7,0+0,2b 22+4a
10 96 D 4,0+0,1 a 33+x2a 6,9 £0,4 c 16+1a
100 51 D 3,1+0,4c 34+£2a 6,3+0,2c 203 a
100 96 D 3,2+0,1c 34+5a 7,0+£0,3 c 16 3 a

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las muestras con
(a<0,05)

Para poder evaluar el retardo del proceso de cremado de las emulsiones
de B-Lactoglobulinas glicosiladas se tomaron en cuenta las desviaciones en la
velocidad de dicho proceso con respecto a la predicha por la Ley de Stokes
(Capitulo 1).

- Una de estas desviaciones es el movimiento Browniano, pero ya fue
indicado que su influencia es despreciable dado que el radio de las particulas
obtenidas en este estudio fue mayor de 25 nm (0,025 pm).

- La pB-Lactoglobulina posee un pl alejado del pH 7,5, al cual se
prepararon las emulsiones ensayadas, por lo cual es de esperar que las
proteinas presenten carga superficial neta. El grupo amino libre de la Lys tiene
un pKa de 10,5 por consiguiente al pH de la reaccion de glicosilacion se
encuentra cargado positivamente, por lo que dependiendo del grado de
glicosilacion la (-Lactoglobulina se puede encontrar menos cargada o sus
grupos cargados mas o menos expuestos dependiendo de la conformacion que

adopten las proteinas glicosiladas. Estos cambios estructurales afectan la
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estabilidad de la emulsion dado que las gotas cargadas tienden a moverse mas
lentamente que las gotas no cargadas por dos razones (Dickinson y Stainsby,
1982; Walstra 1996a). Primero, la existencia de mayor repulsion electrostatica
entre las gotas igualmente cargadas impide su acercamiento, por lo tanto a
medida que las gotas se mueven hacia arriba existe una gran probabilidad de
que sus vecinas sean atrapadas en el flujo descendente de la fase continua.
Segundo, la nube de contraiones que rodea a la gota se mueve mas lentamente
que la propia gota causando un desbalance en la carga eléctrica que se opone
al movimiento de la gota.

- Otro factor a tener en cuenta dentro de las desviaciones a la Ley de
Stokes es el aumento en la densidad efectiva de la fase dispersa por la
presencia de la pelicula de moléculas de emulsificante adsorbida en la
superficie de la gota. Tipicamente el espesor de una capa de proteinas
adsorbida se encuentra entre 2-10 nm por lo que este efecto es significativo
solamente para gotas muy pequenas (<0,lpum). Cuando las gotas estan
rodeadas por una pelicula adsorbida se puede calcular la densidad efectiva de
la fase dispersa asumiendo que el espesor de la pelicula adsorbida es mucho

menor que el radio de las gotas (6<<r), usando la siguiente ecuacion:

p2 = (pgota + 3(6/1)ppelicula)/(1+ 3(5/1)) (5.20)

La densidad de la pelicula de emulsificante es comtinmente mayor que
la de las fases continua y dispersa y por tanto la adsorcion de emulsificante
aumenta la densidad efectiva de la fase dispersa (Tan, 1990). La densidad de
gotas grandes (r>>8) es aproximadamente la misma que la de la fase dispersa
pero la de las gotas pequenas puede ser alterada significativamente. Entonces
es posible retardar el cremado en el caso de [3-Lactoglobulina glicosilada con
carbohidratos, principalmente con dextrano, ya que posee mayor tamano
molecular y una mayor concentracion interfacial, modificando la densidad de
la pelicula interfacial.

- La velocidad de cremado también puede ser retrasada por la
formacion de fléculos con estructura de red abierta. Palazolo y col. (2004)
informaron que emulsiones preparadas con aislado (DSI) y suero (DWSP) de
proteina de soja desnaturalizados térmicamente presentaron floculos con
estructura de red abierta lo que reducia el cremado en comparacién con las

emulsiones formuladas con las fracciones nativas. Las muestras glicosiladas
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que presentan floculos, podrian formar una estructura de red abierta siendo
esta otra posible causa del retraso de la velocidad de cremado observada. Sin
embargo cabe recordar que las emulsiones glicosiladas con dextrano y lactosa
recién preparadas presentan un grado de floculacion muy bajo (Tabla 5.9).
Segun Palazolo y col. (2004) aunque los floculos existan en condiciones
estaticas, son inestables bajo las condiciones de medida de tamano de gota
(alta dilucion y flujo turbulento), en especial cuando se trata de emulsiones
preparadas con fracciones volumétricas bajas o intermedias (¢ = 0,25) y
concentraciones de proteinas bajas (1 mg/mL). No se descarta la formacion de
floculos aunque estos no hayan sido detectados experimentalmente. Cuando
existe una fuerte atraccion entre las gotas, tienden a formarse floculos de
estructura de red abierta (Mc Clements, 1999) debido a que las gotas se
adhieren firmemente al punto donde ellas primero se pusieron en contacto y
son incapaces de experimentar un reordenamiento estructural posterior
(Bremer, 1992).

Las imagenes microfotograficas mostradas en la Figura 5.19 podrian
indicar la presencia de floculos en las emulsiones preparadas con f3-
Lactoglobulina glicosiladas y esto ser una de las causas que provocan la

disminucion del proceso de cremado.

5.3.2.2 Estabilidad de la emulsion frente a la floculacion y coalescencia

En la zona indicada como II de la Figura 5.10 se puede apreciar la fase
crema que permanecio después que las gotas de aceite se acumularon en la
parte superior del tubo. Para comparar las fases crema de las diversas
emulsiones ensayadas, los perfiles de RD vs la altura del tubo, que se
muestran en la Figura 5.9, fueron divididos en las zonas A, B y C,
correspondientes respectivamente a las partes baja, media y alta de la fase
crema. El perfil de todas las emulsiones, representativas de las distintas
condiciones estudiadas, presenta un pico en la zona A, atribuido a la
acumulacion de gotas pequenas con baja velocidad de cremado (Palazolo y
col.,, 2005). En la zona C aparece otro pico notorio como resultado de la
presencia de espuma en las emulsiones. Para analizar el proceso de
coalescencia en la fase crema, es necesario reducir al minimo la incidencia de
los procesos de acumulacion de gotas minusculas y de burbujas de aire, por lo
tanto, en la zona media (B) de la fase crema, una caida en el perfil de RD

puede ser considerado como la disminucion del numero de gotas, generada
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principalmente por coalescencia o por coalescencia mas un proceso de
floculacién (Palazolo y col., 2005).

Aunque la migraciéon de las gotas debido al cremado puede existir, este
proceso debe estar reducido al minimo por la alta viscosidad de la fase crema
(Mc Clements, 1999). Cuando las emulsiones estan preparadas con proteinas
como Unico agente emulsionante, en bajas concentraciones y condiciones
estaticas (Britten y Giroux, 1991), la coalescencia es un mecanismo de
desestabilizacion lento en comparaciéon con el cremado y la floculacion. Por lo
tanto un almacenamiento de las emulsiones bajo condiciones estaticas, a
temperatura ambiente y por 24 h, se considera tiempo suficiente para detectar

coalescencia (Palazolo y col., 2005).

5.3.2.3 Cinética de desestabilizacion en la fase crema.

Para analizar la cinética de desestabilizacion en la fase crema, se
registro la variacion de los valores RDp de la zona B (50-53 mm), obtenidos de
los perfiles del RD, en funcion del tiempo (0 — 60 minutos) para todas las
emulsiones ensayadas. El tiempo necesario para que RD, alcance un valor
maximo (RDymax.) es indicativo del balance entre las velocidades de
acumulacion y disminucion del numero de gotas. En la mayoria de las
emulsiones estudiadas en este trabajo el valor maximo de RD, se obtuvo a los
60 minutos lo que indica una lenta velocidad de formacién de una fase crema

estable (Figuras 5.16, 5.17, 5.18).
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Figura 5.16. Variacion de los valores promedio de retrodispersion en la zona 50-53
mm (RDp 50-53) en funciéon del tiempo de emulsiones preparadas con B-Lg s tt
(+);B-Lg c tt 51 h (e); B-Lg c tt 96h (*);1 10 51 G (¢); 1 1096 G (m); 1 100 51G (A);
110096 G (-)
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5.17. Variacion de los valores promedio de retrodispersion en la zona 50-53

mm (RDp 50-53) en funcién del tiempo de emulsiones preparadas con B-Lg s tt (+);B-
Lgctt 51 h(e); p-Lgctt 96h (*);1 10 51 L (¢); 1 1096 L (m); 1 100 51L (A); 1 10096 L
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Figura 5.18. Variacion de los valores promedio de retrodispersion en la zona 50-53
mm (RDp 50-53) en funcién del tiempo de emulsiones preparadas con B-Lg s tt (+);B-

Lg

ctt51 h (e); B-Lg ¢ tt 96h (*);1 10 51D (+); 1 10 96 D (m); 1 100 51D (A); 1 100 96
D (5
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Tabla 5.11 Grado de desestabilizacion global (%D)

de las emulsiones en

estudio Muestra %D
Lg s tt 0,1+0,1a
Lgc tt 51h 0+0,2a
Lg c tt 96h 0,3+0,2 a
1051 G 3,0x1,5b
10 96 G 1,5+2,0a,b
100 51 G 1,5+ 1,5a,b
100 96 G 2,0+1,2b
1051L 3,1+1,3b
1096 L 1,6 +0,8 a,b
100 51 L 0,8+0,8a
100 96L 0,9+0,9 a
1051 D 0,5+0,2 a
1096 D 0,5+0,2 a
10051 D 0,3+0,2 a
10096 D 0,3+0,3a

Letras iguales significa que no existe diferencia significativa entre las
muestras con (a<0.05)

Los valores de D(%) fueron obtenidos a partir de los perfiles de RD. Este
parametro permiti6 cuantificar la desestabilizacion global de la fase crema
desde su formacion hasta el final de su almacenamiento (24 horas). Puesto
que es un indice de la disminucion de RD,, asociado a un nimero mas bajo de
particulas, puede ser relacionado con la coalescencia y/o floculacion. En la
Tabla 5.11 se muestran los valores de D% calculada segun la (Ecuacion 2.34)
para todas las condiciones ensayadas. Las emulsiones elaboradas, en las
diversas condiciones estudiadas, fueron estables a los procesos de floculacion
y coalescencia, como se evidencia por los valores de D%, que en ninguin caso
superaron el 5%. Las emulsiones elaboradas con B-Lactoglobulina glicosilada
con glucosa y lactosa con menor relacion molar presentaron los mayores
porcentajes de desestabilizacion comparadas con el resto de muestras.

Durante el proceso de migracion de gotas hacia la parte superior del
tubo, las mismas colisionan entre si y en este lapso de tiempo la estabilidad de
la emulsion frente a la coalescencia esta principalmente gobernada por la
repulsion estérica entre las capas del surfactante adsorbido y las propiedades
viscoelasticas de la pelicula de surfactante. Existen también otros factores
importantes que influyen directamente sobre la estabilidad a la coalescencia

tales como el comportamiento reologico del film interfacial y la reologia global
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de la fase crema, la cual esta afectada fundamentalmente por la existencia de
floculos y su grado de hidratacion. (McClements, 1999).

En el caso de las emulsiones elaboradas con [-Lactoglobulina
glicosilada con dextrano la repulsion estérica es mas importante que en las
otras muestras glicosiladas y retarda la floculacién, etapa inicial que conduce
a la coalescencia (Damodaran, 2005). El desplegamiento encontrado en la (-
Lactoglobulina glicosilada, provocado por la reaccion de glicosilacion produce
interacciones por puente disulfuro y enlaces covalentes entre las moléculas
proteicas de la interfase generando una pelicula mas viscoelastica y resistente
a los procesos de desestabilizacion.

La velocidad de coalescencia aumenta, a medida que aumenta el
tamano de las gotas de una emulsion 6 cuando las gotas se aplastan unas
contra otras. Este proceso ocurre en emulsiones muy concentradas como en
las capas cremadas (Dickinson y Stainsby, 1982; Walstra, 1996a).

El grado de hidratacion de la fase crema se estim6 a partir del volumen
relativo de fase crema (V) calculado de los perfiles de BS % correspondiente a
las 24 horas de almacenamiento.Todas las emulsiones preparadas con [-
Lactoglobulinas glicosiladas con los diferentes carbohidratos, como las
preparadas con [B-Lactoglobulina sin glicosilar presentaron un alto grado de

hidratacion y no mostraron diferencias significativas en el % de hidratacion.

5.3.2.3. Analisis de Imagen

El limite de resolucion teérico de un microscopio optico es de
aproximadamente 0,2 um, pero en la practica es dificil observar imagenes
claras de particulas de tamafno menor a 1-2 pm debido al disenio del
instrumento y al movimiento browniano de las gotas. Por lo tanto, las gotas
pertenecientes a la poblacion I (0,04-10 um) que poseen el menor tamano y
son las mayoritarias en nimero, no se observan de forma completa. Por lo
tanto, las micrografias nos brindan wuna informacion parcial de la
microestructura de las emulsiones. Lo que se puede observar claramente es si
las gotas visibles estan o no floculadas y las caracteristicas de los floculos
formados.

Las micrografias de las emulsiones preparadas con las muestras
glicosiladas, Figura 5.19, mostraron una tendencia a la formacion de floculos.
Estos floculos parecen responder a una forma reticular o abierta, se

encuentrandose interconectados unos a otros en forma de collares.
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La presencia o no de floculos se atribuye a un balance entre las
interacciones coloidales atractivas y repulsivas entre las gotas (Mc Clements,
1999; Damodaran, 2005). Si hay un predominio de las interacciones
atractivas, las gotas se agregan formando floculos. Dado que los valores de los
diametros promedio (Ds»., Dass) variaron significativamente cuando las
determinaciones se realizaron en presencia y en ausencia de SDS, los floculos
que se observan por microscopia se correlacionan con los resultados obtenidos
por el analizador de tamano de particula en las condiciones de medicion

(dilucién y agitacion).

Figura 5.19. Microfotografias de emulsiones preparadas a pH 7,5 con [proteina] = 1
mg/ml de B-Lg s tt (A), B-Lg:Glucosa 1:10 51 (B), B-Lg:Lactosa 1:10 51 (C), B-
Lg:Glucosa 1:10 96 (D), B-Lg:Lactosa 1:10 96 (E), B-Lg:Glucosa 1:100 S1(F), B-
Lg:Lactosa 1:100 51 (G), B-Lg:Glucosa 1:100 96 (H), B-Lg:Lactosa 1:100 96 (I)
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Resumen y Conclusiones Parciales

v La velocidad de adsorcion (k.) y de reordenamiento (k;) en la interfase
de las muestras de P-lactoglobulina glicosiladas con los distintos
carbohidratos no presentaron diferencias significativas (a<0,05)
entre ellas ni con las muestras sin modificar. Lo que indicaria que el
proceso de adsorcion global y el reordenamiento en la interfase no

fue afectado por la glicosilacion ni con el tratamiento térmico.

v' Las muestras de - Lactoglobulina sin glicosilar tratadas
térmicamente durante 51 y 96 horas exhibieron el menor valor de
tension de equilibrio (ye) lo que se corresponde con su mayor

hidrofobicidad superficial (Ho) .

v" Todas las muestras presentan un comportamiento puramente
elastico. En el caso de las muestras glicosiladas se observo una
disminuciéon significativa (a<0,05) de Ped cuando aumenta el
tamano del azucar lo que estaria relacionado con un mayor

interaccion de la molécula en la interfase (mayor flexibilidad).

v Existen diferencias significativas (a<0,05) en el tamano de las gotas
de las emulsiones correspondientes a las muestras glicosiladas con
los distintos azuicares y las muestras sin modificar. Las primeras
presentan una disminucién significativa en el valor Dsjp,
correspondiente a las particulas de tamafno menor a 10um en tanto
que las particulas de tamano mayor de 10um presentan un
aumento significativo de D3, cuando la proteina es glicosilada. Al
analizar el efecto global del tamano se encontré que el D3, aumenta

significativamente (a<0,05) con la glicosilacion.

v De todas las emulsiones estudiadas las glicosiladas con dextrano
fueron las que presentaron el menor grado de floculacién, no mas
de 10%, en particular las muestras preparadas con la relacion
molar 1:100 fueron las mas estables. La mayor estabilidad en las
muestras de relacion molar mayor también se observa en el caso de

muestras de - Lactoglobulina modificadas con lactosa. En el caso
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de la modificacion con glucosa el mayor grado de floculacion se

presenta en las muestras glicosiladas durante 51 horas.

v Las muestras glicosiladas son mas estables al cremado que las
muestras sin glicosilar (B-Lg s tt ,p-Lg c tt 51h y B-Lg c tt 96 h). Las
constates cinéticas ki y ks no mostraron diferencias significativas
(a<0,05) entre las muestras sin glicosilar. En el caso de la constante
ks, cuando aumenta el grado de glicosilacion con el tiempo de
reaccion de 51 a 96 horas para glucosa y lactosa, su valor
disminuye. Lo mismo sucede cuando aumenta la relacion molar de
1:10 a 1:100. En el caso de la modificacion de - Lactoglobulina con
dextrano el efecto de retardo del cremado solo se observan cuando

aumenta la relacion molar de 1:10 a 1:100.

v' Las posibles causas de la mayor estabilidad de las muestras
glicosiladas son la modificacion del PI de la B-lactoglobulina por el
diferente grado de glicosilacion, la disminucién en el tamano de
particula y el aumento significativo (a<0,05) en la concentracion de
proteina interfacial (I') en el caso de las emulsiones preparadas con

muestras glicosiladas con dextrano y lactosa.

v" La velocidad de cremado también puede ser retrasada por la
formacion de floculos con estructura de red abierta: Aunque en la
determinacion de tamano de particula de las emulsiones
glicosiladas con dextrano y lactosa recién preparadas el grado de
floculacion fue bajo, las microfotografias opticas mostraron floculos
que parecen responder a una forma reticular o abierta,

interconectados unos a otros en forma de collares.

v' Las emulsiones, elaboradas en las diversas condiciones de
ensayo, fueron estables a los procesos de floculacion y coalescencia
en la fase crema formada, hecho evidenciado por el bajo %D (RDypso-
s3) encontrado a las 24 horas de almacenamiento estanco. Este
hecho correlaciona directamente con el alto porcentaje de
hidratacion presentado por las muestras, el contenido de agua

intersticial es suficiente para evitar la floculacion y coalescencia.
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6.- CONCLUSIONES FINALES

Los cambios estructurales inducidos en la [-Lactoglobulina por la
reaccion de glicosilacion se incrementan significativamente al aumentar el
tamano molecular del carbohidrato empleado en la reaccion. En tanto que el
grado de glicosilacion disminuy6 significativamente con el aumento del

tamano molecular del carbohidrato utilizado en la modificacion de la proteina.

La B-Lactoglobulina glicosilada con glucosa presento el mayor grado de
glicosilacion con un numero medio de monémeros unidos a la proteina que
alcanz6 a 19 en las condiciones de mayor relaciéon molar y mayor tiempo de
reaccion ensayados. Ademas presento el mayor grado de avance de la reaccion

de Maillard, evidenciado por el menor contenido de furosina

Las [P-Lactoglobulinas glicosiladas con lactosa y dextrano no
presentaron diferencias significativas en el grado de glicosilacion alcanzado al

variarse el tiempo de reaccion y la relacion molar.

Las propiedades espumantes de la p-Lactoglobulina mejoraron
significativamente (a<0,05) luego de la glicosilacion. El incremento del tamano
del carbohidrato sustituyente provocé un aumento significativo de los valores

de V;y Viemax ¥ de la estabilidad de las espumas formadas.

Las emulsiones preparadas con B-Lactoglobulina glicosilada presentaron una
mayor estabilidad global que las emulsiones formuladas con (-Lactoglobulina.
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	Aunque estos parámetros podrían calcularse también a partir del diámetro promedio de Sauter D3,2, es más conveniente utilizar D4,3 debido a que los cambios producidos en las emulsiones son detectados con mayor sensibilidad (Relkin y Sourdet, 2005). La diferencia de valores de diámetro promedio obtenidos en ausencia y presencia de la solución conteniendo SDS, se tomó como una medida de formación de flóculos o agregados en la emulsión (Anton y col., 2002). Las determinaciones fueron realizadas por triplicado.
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