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Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP)
y su impacto en la gelificacién y espumado

Resumen

El objetivo de este trabajo fue estudiar mediante digperdinamica de luz (DLS) el
autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) en relaaiopH, tipo de &cido y
presencia de sales y su impacto en la gelificacién gpelreado. A pH 7,0, las soluciones
de CMP son estables con el tiempo y no gelifican ajo talentamiento. La forma
predominante del CMP en estas condiciones es la momamér pH < 4,5 ya sea a
temperatura ambiente o por calentamiento, el CMP gemeed Bempo una estructura
ordenada gelificada de caracteristicas viscoelasticgs, doseza y cohesividad. Dicha
estructura es reversible a un cambio ulterior de pH pera la forma monomérica
original. Se propuso un modelo de autoensamblaje y gelicaciel CMP. El
autoensamblaje del CMP vy su gelificacién estdn modulpdosiferentes condiciones del
medio: pH, temperatura, tipo de acido y presencia de &llépo de acido y la presencia
de sales impactan en la asociacién del CMP por via bhicaf, la cual constituye la
primera etapa del autoensamblaje, conduciendo a dime@s (etrameros (acido citrico,
acido lactico, NaCl, Caglo hexameros (acido acético). Estas formas asocibddlSMP
son las que posteriormente interactlan a pH < 4,5 potedgaastatica (segunda etapa del
autoensamblaje) conduciendo en el tiempo a una estructdemanla gelificada. Las
propiedades de espumado del CMP también estan relacionadas entoensamblaje y
gelificacion ya que la estabilidad de las espumas tammlagiso como al drenado aumenta
significativamente a pH < 4,5.

Palabras claves caseinomacropéptido, autoensamblaje, gelificaciépumado, péptidos
lacteos.



Caseinmacropeptide (CMP) self-assembly
and its impact on gelation and foam.

Abstract

The aim of this work was to study by dynamic light scaite(DLS) the self-assembly of
caseinomacropeptide (CMP) as affected by pH, type ofawdsalts as well as its effect
on gelling and foaming. At pH 7.0, CMP solutions are stabé tine and do not gel even
under heating. The dominant form of CMP in these conditierthe monomer. At pH <
4.5, at room temperature or upon heating, the CMP genenatesdered gelled structure
with viscoelastic characteristics, low hardness antiesweness. This structure is
reversible to a subsequent change of pH but not to th@alrigionomeric form. CMP self-
assembly and gelation are modulated by different envirotaheconditions: pH,
temperature, type of acid and presence of salts. A modedadain CMP self-assembly and
the formation of a gel is proposed. The type of acid t#edpresence of salts have an
impact on the association of CMP via hydrophobic intérast which constitutes the first
stage of self-assembly, leading to dimers (HCI), tetran(etric acid, lactic acid, NaCl,
CaCyp) or hexamers (acetic acid). These associated forteract subsequently at pH < 4.5
via electrostatic interactions (second stage of ssieimbly) leading over time to a gelled
structure. The foaming properties of CMP are also relaidd self-assembly and gelation

as the stability of foams both to drainaige or cokayere slightly increased at pH < 4.5.

Keywords: caseinmacropeptide, self-assembly, gelation, foam, peititides
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Autooensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impacto enfieagébn y espumado

El caseinomacropéptido (CMP) es un péptido que presentaasliwopiedades bioactivas
que lo hacen un ingrediente particularmente Gtil para atanda calidad de diversos
productos alimenticios (Tolkach y Kulozik, 2005). Originafite, el estudio del CMP se
enfoco en su deteccién, en especial para reconoadsificacion de leche por el agregado
de suero de queso (Thomé&, Krause y Kulozik, 2006) o comonsegto del proceso

enzimatico de la coagulacion del queso (Coolbear, ElgareysA1996). En la actualidad,
la investigaciones se centran principalmente en sus prop®dzoactivas y en menor

lugar en sus propiedades funcionales (Kreul3, Strixner ¢zi12009b).

1. Origen del caseinomacropéptido.

El “suero de queso”, es un co—producto obtenido durante laratadn del queso, proceso
en la cual se agregan enzimas coagulantes a la lech@sijua o0 pepsina, que catalizan la
ruptura de un enlace especifico deaaseina (Phe 105-Met106). Debido a esta ruptura
enzimatica, lac-caseina se rompe en dos porciones: el CMP que permahdue sm el
suero y la para-caseina que forma parte del coagulo. Por lo tanto, el CMRen
encuentra naturalmente en la leche ni el “suero &acido” sguebtiene después de la
acidificacion directa o indirecta de la leche pararigparacion de caseina acida y queso
cottage.

Se han descripto en la literatura muchos métodos lpacdtencion del CMP, en su
mayoria patentados (Ayers, Coolbear, Elgar y Pritch2083; Berrocal y Neeser, 1993;
Etzel, 2001; Holst y Chatterton, 2002). Se puede obtener i garsuero de queseria
(aislado o concentrado) o directamente de la hidrélisik-daseina por quimosina o
pepsina. Los primeros métodos de produccién del CMP seohasarla precipitacion
selectiva con etanol, &cido tricloro acético, caeménto y precipitacion por
desnaturalizacion. Las técnicas mas recientes utiliatrafiltracion y resinas de

intercambio i6nico (Théma-Worringer, Sgrensen y LépemFe, 2006).



Autooensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impacto enfieagébn y espumado

2. Estructura del caseinomacropéptido

El CMP es en realidad un grupo heterogéneo de péptidos IEERS&I-Shibiny y
Buchheim, 1996) de 64 aminoacidos que corresponden a la fraé¢&minal de la k-
caseina bovina (residuos 106-169) (Delfour, Jolles, Alaidlgs)d 965). EI CMP también
es conocido como glicomacropéptido o caseinoglicomaptijpédebido al alto contenido
de carbohidratos unidos a la cadena peptidica. Aproximadaeiese60% del CMP esta
glicosilado (Thoma et al., 2006). Es el tercer péptido/praten abundancia en el suero de
gueso después de p-lactoglobulina(B-lg) y la a-lactalbimina ¢-la) (Théma-Worringer

et al., 2006) y constituye entre el 15% y el 25% de las ipestelel suero de queso.

ElI CMP contiene las modificaciones post-translaciende la k-caseina de partida:
fosforilacion y glicosilacién, y por consiguiente ddatles variables de carbohidratos y
fosforo (El-Salam et al.,, 1996). EI CMP tiene dos vdea genéticas (A y B) (Daali,
Cherkaoui y Veuthey, 2001; El-Salagh al., 1996; Mollé y Léonil, 2005) que difieren
solamente en dos aminoacidos. Se considera que existexinggatamente 20 formas
moleculares del CMP (Mollé y Léonil, 2005).

El CMP comercialmente disponible contiene una mexelias fracciones glicosiladas y no
glicosiladas, la relacion entre ambas fraccionesritbgé tanto del procedimiento como de
la fuente de obtencién (Kreul3, Krause y Kulozik, 2008). &e &abajo se utilizara la
nomenclatura de Kreul3, Strixner y Kulozik (2009b) quienesbnamgCMP a las
fracciones de caseinomacropéptido glicosiladas (y fitedas) yaCMP a las fracciones

de caseinomacropéptido sin glicosilar (y fosforiladas).

2.1 Composicién aminoacidica.

En este trabajo se utilizo CMP bovino, por ese mo®otexto se referird a esta
procedencia. La secuencia de aminoacidos del CMP fue adpopor primera vez por
Mercier, Uro, Ribadeau-Dumas y Grosclaude (1972). Efrigmra 1 se muestra la
composicién de aminoacidos de las dos variantes del QWP B extraida de Brody

(2000). Se conocen mas de 11 variantes genéticas pareakeina bovina (Farrell Jr.,

3



Autooensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impacto enfieagébn y espumado

Jimenez-Flores, Bleck, Brown, Butler, Creamer, Hicksplldd, Ng-Kwai-Hang y

Swaisgood, 2004), pero son dos las variantes dominantesCéiRelA y B (Thoma et al.,
2006). En la posicion 136 la variante A posee treonina y lantari isoleucina, mientras
gue en la posicion 148, la variante A posee un residuo detiespa la variante B un

residuo de alanina.

106 13 10 120 20
H.Met - Ala - lle - Pro - Pra - Lys - Lys - Asn - GIn - Asp - Lys -Thr - Glu - lle - Pro -Thr - lle - Asn -Thr - lle -

130 30 140 a0
Ala - Ser - Gly - Glu - Pro -Thr - Ser -Thr - Pro -Thr -[Thr|- Glu - Ala - Val - Glu - Ser -Thr - Val - Ala -Thr
Varient B |lle

150 50 180 60
Leu - Glu -|Asp| - Ser - Pro - Glu - Val - lle - Glu - Ser - Pro - Pro - Glu - lle - Asn -Thr - Val - GIn - Val - Thr
Variant B |Ala| P

64
Ser -Thr - Ala - Val.OH

Figura 1. Estructura primaria del CMP bovino de la variante A. Lomaétidos entre paréntesis son los
sitios correspondientes a diferencias en la variante Bejiralican debajo de cada paréntesis. Los pequefios
numeros en cursiva indican la secuencia de aminoaerdbase a la—caseina. Los sitios de glicosilacion y

fosforilacién se sefialan en negrita (Brody, 2000).

El CMP no tiene aminoacidos aromaticos (Phe, Trp) &yrsu composicion y por lo tanto
no da sefal a 280 nm, la longitud de onda comun para lecidetete proteinas (Brody,
2000), pero puede ser detectado a 205-220 nm (El-Salam €it986). Es bajo en
metionina (solo contiene un residuo) y rico en amino&cilocadena ramificada (valina e
isoleucina). EI CMP también es pobre en otros aminoa@denciales (arginina, cisteina,

histidina). Tiene muy alto contenido de treonina.

2.2 Glicosilacion y fosforilacion.

Las formas glicosiladas del CMP bovino representan apemamente el 50 % del total
(Mollé y Léonil, 2005). La cadena peptidica puede contenemediies oligosacéridos, que
incluyen al &cido N-acetilneuraminico o acido sialicoyN&c (Figura 2); galactosa, Gal,

y N-acetilgalactosamina, GalNAc, unidos covalentement®s residuos de serina o

4



Autooensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impacto enfieagébn y espumado

treonina del CMP (Fernando y Woonton, 2010). Se conside&M& como fuente de
acido sidlico en el suero de queso (Nakano y Ozimek, 19990né$ estudios consideran
gue no son solo el péptido sino también los oligosacariddssifespecialmente el acido
sidlico) los responsables de las propiedades biolégicaGMEI (Dziuba y Minkiewicz,
1996; Li y Mine, 2004; Manso y Lopez-Fandifio, 2004).

Figura 2. Estructura del &cido sialico (Fernando y Woonton, 2010)

A la fecha, se han identificado mas de 50 carbohidratasades del acido siélico,
encontrandose en vertebrados, algunos invertebradaggamganismos, incluyendo virus,
bacterias y protozoos, pero también se han encontragtamtas y protozoos (Spichtig,
Michaud y Austin, 2010). El &cido sialico est4 involucrado iateracciones
intermoleculares e intercelulares, en la difereméiay proliferacion celular incluyendo la
carcinogénesis. Existen evidencias en animales, que indica el 4cido sialico exdégeno
influye en el crecimiento del cerebro y en la habdidie aprender (Wang, Brand-Miller,
McVeagh y Petocz, 2001). Las membranas de las neuronasnem 20 veces mas acido
sidlico que otro tipo de membranas. Como los neurotranses tienen carga positiva, el
acido sialico de carga negativa asiste a la neurotransnfacilitando la uniéon de las
moléculas a la membrana sinaptica (Wang et al., 2001)M& Gbtenido del calostro
humano contiene cadenas de carbohidratos mas complemsables que la leche; por
ejemplo, el calostro contiene niveles de acido sideaproximadamente 2000 mg/L, que
disminuye a aproximadamente 200—-300 mg/L después de la décimaaseentactacion
(Brand-Miller, Miller, McVeagh y Bull, 1994; Spichtigt al., 2010). La-caseina bovina
esta mas glicosilada que la de otras especies conja, dugro o cabra (Dziuba y

Minkiewicz, 1996) sin embargo, lac-caseina humana contiene tres veces mas
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carbohidratos que la-caseina bovina (Egito, Girardeta, Miclo, Molle, Humbest
Galillarda, 2001; Kim, Park, Oh, Kang, Kim y Lee, 2005). Eldgrale glicosilacién se
incrementa con infecciones como la mastitis (Dzybéinkiewicz, 1996). Las cadenas de
oligosacaridos son las responsables de la estabilizdeidam micela de caseina, la mayor
parte del acido sialico estd localizado en la superfitdelas micelas (Dziuba vy
Minkiewicz, 1996).

Monosacéarido GalNAc-O-R (0,8%),

Disacérido Gal Bp1—3 GalNAc-O-R (6,3%),

Trisacéarido NeuAc a2 —3 Gal Bl —3 GalNAc-O-R (18,4%),

Trisacarido Gal B1 —3 (NeuAc a2 —6) GalNAc-O-R (18,5%),
Tetrasacérido NeuAc a2 —3 Gal f1 —3 (NeuAc a2 — 6)GalNAc-O-R (56%),

Figura 3. Cadenas de oligosacaridos identificadas en el CMP bovino @aldegalactosa,
GalNAc = N-acetilgalactosaminay NeuNAc = acido s@liEntre paréntesis figura la composicion relativa
de cada grupo glicosilado (Brody, 2000; Saito y Itoh, 1992).

El CMP contiene todos los carbohidratos dexl@aseina de origen (Tran, Daali,
Cherkaoui, Taverna, Neeser y Veuthey, 2001). Se han idadbtficinco diferentes
cadenas de carbohidratos en el CMP bovfigufa 3): un monosacarido que contiene
GalNAc; un disacéarido con GalNAc y Gal; dos trisas@si con GalNAc, Gal y NeuAc y
un tetrasacarido formado por GalNac, Gal y dos residleosNeuAc (Brody, 2000).
Generalmente, el acido sialico altamente cargado elebhidrato terminal (Kreul et al.,
2009b). Se ha encontrado que el tetrasacéarido es dominame56f0 en las cadenas de
oligosacaridos del CMPF{gura 3). La glicosilacién de la-caseina ocurre en una unién
O-glicosidica a través de residuos de serina y treonirlacsifizacion especifica. Ha sido
demostrado que son sitios de glicosilacion T131 y T133 (Brad§0), T135 y T136
(variante A) (Kanamori, Kawaguchi, Ibuki y Doi, 1980), S14tafTy col., 2001) y que
T165 es un sitio de glicosilacion menor (Pisano, Padkedmond, Williams y Gooley,
1994).

El principal sitio de fosforilacion es Ser 149 (Brody, 2000iuba y Minkiewicz, 1996) y
el segundo mas importante Ser 127 (Yuleivys, Escobar geR@002). Segun Talbo,
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Suckau, Malkoski y Reynolds (2001) el residuo Ser 149 siempadosforilado. Mollé y
Leonil (1995) reportaron la presencia de una forma digfiteeda del CMP que posee una
sola cadena del tetrasacarido. La poca abundancia deldClRrifosforilado, indicaria
que la multifosforilacion inhibe drasticamente la capatidle glicosilacion de I&-
caseina, posiblemente porque los sitios de glicosilacidosfprilacion se encuentran
situados en un corto segmento de apenas 20 aminoacidosakr@idP (Mollé y Léonil,
1995). La glicosilacion en las células mamarias tendrimecanismo al azar (El-Salam et
al., 1996).

2.3 Estructura secundaria

Ono, Yada, Yutani y Nakai, (1987) estudiaron la conformagd@ta molécula de CMP por
dicroismo circular y sugirieron que tiene una estractunuy poco organizada.
Practicamente no tiene estructura secundaria, es urd@édsordenado con pequefias
regionesp-plegada (Loucheux-Lefebvre, Aubert y Jolles, 1978; @nal, 1987; Smith,
Edwards, Palmano y Creamer, 2002). La estructura confornadciel CMP tipo “random
coil” no es afectada por el grado de glicosilacion deadena peptidica (Smith et al.,
2002).

El CMP esta considerado como un péptido intrinsicamenteddg®mdo, IDP por sus siglas
en inglés (Kreul3 et al., 2009b). Uversky (2011) describi6 rerregiente trabajo que
mientras que las proteinas ordenadas “normales” soneticaminoacidos promotores del
orden como lle, Leu, Val, Trp, Tyr, Phe, Cys y Asis, IRP son sustancialmente ricas en
Ala, Arg, Gly, GIn, Ser, Glu, Lys y Pro. Las IDP, aaterizadas por una secuencia Unica
de amino&cidos, tienen ademas baja hidrofobicidad y alig ceata. Las investigaciones
en las IDP son uno de los campos mas dinAmicos derai@imoderna de las proteinas
(Uversky, 2011).
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2.4 Peso molecular

Las formas A y B del CMP no glicolisado tienen una maséecular teérica de 6787 y
6755 Da, respectivamente y el CMP altamente glicosilada dariante A tiene una masa
molecular de 9631 Da (Minkiewicz, Slangen, Lagerwerf, Heav@p, Rollema y Visser,
1996). La masa molecular promedio es aproximadamente 750adhé ¢ Léonil, 2005).
Experimentalmente se han determinado masas molecuagses. La masa molecular
detectada por filtracion en gel fue entre 20 y 50 kDa & pténtre 10 y 30 kDa a pH 3,5
(Kawasaki, Kawakami, Tanimoto, Dosako, Tomizawa, Ketay Nakajima, 1993;
Minkiewicz et al, 1996; Xu, Sleigh, Hourigan y Johnson, 2000). Estos cambios
dependientes del pH fueron atribuidos a la asociacioCB# en oligobmeros a través de
interacciones no covalentes a pH neutro y la disa@icigearcial de estos oligémeros a pH
acido (Kawasaki et al., 1993). Sin embargo, algunos autorestan de acuerdo con estos
resultados. Benitez, Ponce y Noa (2001) hallaron un pe$ecular experimental para el
CMP de 10 kDa por filtracién por gel de alta resolucién (&fRL.C). Por electroforesis
SDS-Page, se encontré que la banda mayoritaria obtesideepCMP también presento
un peso molecular alto, entre 20 y 24 kDa (Katral, 2005; Morr y Seo, 1988; Nakano,
lkawa y Ozimek, 2007; Rojas, Valbuena, Torres, Garcia, r®iffe Galindo, 2009).
Mikkelsen, Frgkiser, Topp, Bonomi, lametti, Picariellberranti y Barkholt, (2005)
sugirieron que el CMP se puede agregar como un tetramestemés a los cambios de pH.

2.5 Punto isoeléctrico

Las proteinas comunmente son caracterizadas por su ipaetéctrico (pl), que es el pH
en el cual su carga neta es cero. El valor precispldil CMP depende de la naturaleza y
el contenido de cadenas de carbohidratos que presente geldgrdosforilacion (Lieske,
Konrad y Kleinschmidt, 2004; Nakano y Ozimek, 200Rjeuf, Strixner y Kulozik
(2009b) han reportado que es 3,15 y 4,15 para gCMP y aCMP, reapexuite. El pl del
CMP es menor al de otras proteinas del suero de duesela, la -lg y la seroalbumina
bovina (BSA) son proteinas débilmente acidas con un pl dg,3,8,5,1, respectivamente.
Las inmunoglobulinas (Ig) tienen un alto pl: la tgne un pl de 5,5-6,8 y lajd@ntre 7,7

y 8,3 (Xu et al., 2000). El bajo pl del CMP también estéciehado con la alta cantidad de

8
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aminoacidos &cidos en la cadena peptidica (6 Glu y 2 Aspufg et al., 2009b) y las
serinas fosforiladas (Nakano y Ozimek, 2000; Silva-Herrgrndakano y Ozimek, 2002).
La alta concentracion de &cido sialico (con un valopl§e de 2,2) es el responsable del
menor pl del CMP (Kreut al., 2009b; Nakano y Ozimek, 2000; Silva-Hernandez et al.,
2002).

3. Importancia nutricional

La fenilcetonuria es un desorden genético causado poffidedeia de la fenilalanina
hidroxilasa hepatica que requiere de una dieta baja en dmilaldurante toda la vida del
fenilcetondrico (van Spronsen y Enns, 2010). Aproximadameudi dada 10000 nifios
nacidos en Argentina tienen ausencia o deficiencia de exstama (Asociacion de
Fenilcetonuria de Argentina (FENI)). Si la dieta de ®#tdividuos no se modifica durante
los primeros 20 dias de vida, la Phe se acumula emdpesy el cerebro, causando dafio
neuroldgico y retardo mental. Las dietas bajas etafanina requieren de la restriccion de
las proteinas naturales y la suplementacion con amin@sidtéticos. La composicion
Unica de aminoacidos del CMP permite que éste pueda serdinctui dietas de
fenilcetonudricos (Marshall, 1991; Ney, Hull, van Calc&iu y Etzel, 2008). La
incorporacion del CMP podria mejorar la textura, palatakiligflavour de los alimentos
para fenilcetonuricos, donde la fuente proteica son amamsgsintéticos. Marshall (1991)
fue precursor en la utilizacion del CMP en la formulacde diversos alimentos para
fenilcetondricos. Lim, van Calcar, Nelson, Gleason gy N(2007) disefiaron con éxito
budines, galletitas tipo cracker y bebidas para fenilceta®idon CMP. Se han publicado
diversos trabajos en los cuales se utilizé CMP eerslds productos para el manejo de la
fenilcetonuria focalizados todos ellos en los nivelesméticos de fenilalanina en sangre,
con buenos resultados (La Clair, Ney, Leod y Etzel, 28@9et al., 2008).

ElI CMP es bajo en metionina (solo contiene un residuioyen aminoacidos de cadena
ramificada (valina e isoleucina), por ello, se lo ad@s un ingrediente Util para el control
de varias enfermedades hepaticas en las cuales loséidios de cadena ramificada son

utilizados como fuente energética (El-Salam et al., 1996).
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El alto contenido de Thr puede causar hipertreonimenia eantast (Rigo, Boehm,
Georgi, Jelinek, Nyambugabo, Sawatzki y Studzinski, 2001). @enienda la reduccién
del aminoacido treonina para disminuir la incidencia dertrgmninemia, que se presenta
en infantes alimentados con féormulas lacteas elabsradabase a suero de queso con
CMP, porque podria afectar su desarrollo cerebral (Rigal.e2001). El contenido de
treonina en la leche humana es similar al de la lbok@a pero el enriquecimiento de las
formulas para lactantes con suero de leche, rico eR,@Mede aumentar el contenido de

treonina en un 20%.

4. Propiedades biolégicas.

Las propiedades biologicas del CMP han sido muy estudiadias @ltimos afios (Brody,
2000; Dziuba y Minkiewicz, 1996; El-Salaet al, 1996; Kawasaket al, 1993; Théma-
Worringeret al, 2006). Entre ellas se encuentran la inhibicion dedid@es bacterianas

y virales, neutralizacion de endotoxinas, inhibicion dedamas del colera, inhibicién del
crecimiento deEscherichia coli(Isoda, Kawasaki, Tanimoto, Dosako y Idota, 1992;
Nakajima, Tamura, Kobayashi-Hattori, Yoshida, Hara-KudoddkeSugita-Konishi y
Hattori, 2005),Salmonella typhimuriun{Otani y Monnai, 1993)Salmonella entediritis
(Nakajima et al.,, 2005)y Shigella flexneri(Briick, Kelleher, Gibson, Graverholt y
Lénnerdal, 2006), de la adhesién de las bacteiasptococcus mutan@aner, Diaz,
Peldez y Requena, 20043, Vangisy S. Sobrinugn la cavidad oral (causante de caries) y

del virus de la influenza (Dosako, Kusano, Deya y ldota, 1992).

Se conoce que el CMP cumple un efecto en la modulaedas hormonas de saciedad,
especialmente colecistocinina (CCK) (Burton-Freeman, 20R8quena, Daddaoua,
Guadix, Zarzuelo, Suérez, Medina y Martinez-Augustin, 2009naslénhibe la secrecion
gastrica en terneros y ratas (Chung Chun Lam, Moughamati y Morton, 2009). En
humanos, su efecto en la saciedad no esta aun dema&€iadw Chun Lanet al., 2009;
Gustafson, McMahon, Morrey y Nan, 2001; Keogh y Clifta2008; Veldhorst,
Nieuwenhuizen, Hochstenbach-Waelen, Westerterp, EngeBmymmer, Deutz vy
Westerterp-Plantenga, 2009). Sin embargo, estudios rexiembstraron que el CMP
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puede inhibir la proliferacion, diferenciacién y acumidaale lipidos en preadipositos in
vitro (Xu, Mao, Ren y Che, 2011)

El CMP ha sido recientemente objeto de estudio por stioeétla modulacién de la

composicion de la placa dental bacteriana, la reduccida disolucion de hidroxiapatita

(componente estructural de los dientes) (Nejad, Kanekanlatham, 2009; Setarehnejad,
2011) y la promocion de la remineralizacion (Aimutis, 2004).

El CMP es promotor del crecimiento de prebibticos (JaRetaez y Requena, 2004) y
Bifidobacteria (Idota, Kawakami y Nakajima, 1994) y tiene un efecta-iafflamatorio
indirecto en el intestino (Brick et al., 2006; Briick, Kelteli@bson, Nielsen, Chatterton y
Lénnerdal, 2003; Daddaoua, Puerta, Zarzuelo, Suarez, Medirmatin®-Augustin, 2005;
Requena et al., 2009; Requena, Gonzalez, Lépez-Posadasia-Mudtha, Suarez,

Zarzuelo, Médina y Martinez-Augustin, 2010).

Esta considerado como antitrombadtico (Chabance,sJd#iquierdo, Mazoyer, Francoual y
Drouet, 1995; Rutherfurd y Gill, 2000), como también algunos gé@ptiesultado de su
digestion (Chabance et al., 1995).

Estudios recientes en animales revelaron un efectioigertensivo del CMP hidrolizado
(Miguel, Manso, Lopez-Fandifio, Alonso y Salaices, 2007).

Kelleher, Chatterton, Nielsen y Lonnerdal, (2003) hallague suplementando una
formula para monos rhesus lactantes con CMP aumeartidsbrcion de Zinc, permitiendo

una reduccién de este mineral en la formula.

Algunos estudios han considerado que no solo el péptido también los grupos
glicosilados son responsables de las propiedades bioldgftaionales del CMP (Li y
Mine, 2004; Manso y Lopez-Fandifio, 2004). El &cido sialico pagticularmente
importante en la actividad bioldégica del CMP y en algucesos su pérdida reduce la
bioactividad (Daali et al., 2001).

11
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Todas estas actividades biologicas demuestran que el CME ppnaeamplia gama de
posibilidades para utilizarlo en la formulacion de diveedosentos.

5. Propiedades funcionales

El CMP se encuentra hoy disponible comercialmente compolvo blanco, similar a la
leche en polvo, ideal para utilizarse como suplementiardbe(Ahmed y Ramaswamy,
2003). Como ingrediente nuevo, se necesita estudiar allededmo actda en la matriz
alimentaria y sus propiedades funcionales (Ahmed y Raamagw 2003; Thoma-

Worringer et al., 2006). Sin embargo, se conoce poco dardgpsedades funcionales del
CMP (Kreul3, Krause y Kulozik, 2009a; Thoma-Worringsr al., 2006) y muchos
resultados contradictorios se han reportado en latiites.

El CMP es altamente hidrofilico, muy soluble en aguaaaliajos pH, con una solubilidad
minima entre pH 1 y 5 (Chobet, Touati, Bertrandharbg&latrondo y Nicolas, 1989). Los
resultados publicados por Moreno, Lopez-Fandifio y Olano (26@&traron que la
solubilidad se incrementa alrededor de pH 5. Segun Kreu3(80@Bb) la solubilidad de
las dos fracciones (aCMP y gCMP) fue del 100% en el rdaguH entre 2 y 10.

El CMP tiene buena capacidad emulsificante, con un madamactividad a pH alcalino y
un minimo a pH 4,5-5,5. Sin embargo, las emulsiones noestables a las 24 hs de
almacenamiento, particularmente a pH neutro y alcémwbet et al., 1989). Moreno et
al. (2002) encontraron resultados similares para el Cliti® 0Segun Kreul3 et al. (2009b)
las propiedades emulsificantes del aCMP son superiaresraparacion a las del gCMP
en el rango de pH entre 2 y 10 indicando la influencia deddsnas glicosiladas en la
actividad superficial del CMP, ambas fracciones mostranejores propiedades
emulsificantes a pH &cido. La diferencia entre las pagules emulsificantes entre las dos
fracciones es una combinacion de efectos estéricakpfiicos y electrostaticos
adjudicados a la cadenas glicosiladas del CMP (Kreul3 2089D).

12
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Moreno et al. (2002) glicosilaron con lactosa al CMPodgen ovino a través de la
reaccion de Maillard, mejorando la actividad emulsificge sin afectar la solubilidad y

la estabilidad al calor.

Pocos y contradictorios datos existen en la literaabse la capacidad de gelificacion del
CMP. Burton y Skudder (1987) obtuvieron un gel con una solucié@Mie a 9,3% (p/p) a
pH 4,5 a 20 °C, pero no cuando la solucién se calenté a 98iiGembargo, Marshall
(1991) no reprodujo esos resultados. Ahmed y Ramaswamy (2008yy=ron que una
solucién de CMP al 12,5% (p/p) gelifica a 80°C y pH 7.

Estudios realizados con diferentes concentrados de saarerciales (15% p/v, pH 7,0)
revelaron que la presencia de CMP fue perjudicial endezdude gel y la capacidad de
retencion de agua. El CMP no se incorpor6 a la red deipastg compitié con las otras
proteinas del suero por el agua (Veith y Reynolds, 2004)ei8lvargo, Martin-Diana,
Peldez y Requena (2004) investigaron las propiedades reoldgidashe fermentada de
cabra suplementada con CMP (pH 4,6): la adicion de CMRerment6 la estabilidad,
redujo el &ngulo de fase y resulté en un gel mas ordgnadtructurado comparado con
geles hechos con concentrado de suero proteico. EI CMPnpbdsmente actué como
puente interconectando las micelas de caseina, acemsinds estructuras y favoreciendo

el cross-linking interno.

Ahmed y Ramaswamy (2003) estudiaron la influencia delniatdo con alta presion
durante 30 min a 20°C en las caracteristicas reolégicdasddispersiones de CMP a
12,5% (p/p) y pH neutro. La consistencia y la viscosidadeaparse incrementaron con
presiones superiores a 300 MPa; sin embargo, decrecienathoclagpresion se incremento
a mas de 400 MPa. Martin-Diana (2001), observé una viscosigaerhente superior para
los aislados de CMP ovino y caprino en relacién a G¥®Pno en condiciones de pH
neutro. Cuando se utiliz6 CMP en geles de fruta y carrageoma gelificante se mejoré
la apariencia y la firmeza de los mismos a pH 4,5 (Mdlst091).

Marshall (1991) estudi6 las propiedades espumantes de selsiclerCMP al 10% (p/p) a
pH 6,0, las cuales resultaron tener una alta capacidasbdenado, pero poca estabilidad
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comparada con espumas de clara de huevo. La espuma derCéilemas reales como
merengues no fue estable y presentdé una baja densidad rerseciThoma y Kulozik
(2004) mostraron que la capacidad de espumado del CMP es sapridara de huevo,
el concentrado de suero de leche fy-lg.

6. ¢, Por qué estudiar el CMP?

Por todo lo mencionado anteriormente, se resumendtigas principales que sustentan el

presente trabajo:

)] Los conocimientos acerca de las propiedades fisicogquengidancionales del
CMP son pocos y contradictorios.

i) Por sus importantes propiedades bioldgicas, el CMP corsstittyngrediente

de interés para la elaboracion de alimentos funcionales,

iii) Es una fuente proteica de interés en el tratamientofdaileetonuria.
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Objetivos



Objetivo general

v' Determinar las interacciones a nivel molecular del GWMPsolucién y su impacto
en la formacion de geles y espumas.

Obijetivos especificos

v Evaluar el efecto del pH y el tipo de acido utilizado lesu¢oensamblaje del CMP

a temperatura ambiente.

v' Evaluar el efecto de la temperatura en el autoensanuab{&VP.

v' Analizar el efecto de la presencia de sodio y calciel antoensamblaje del CMP.

v' Evaluar la dinamica de gelificacion y las propiedades dgdtes de CMP.

v' Analizar el impacto del autoensamblaje del CMP en sysigmtades de espumado.
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Autooensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impacto enfieag#hin y espumado

1. Materiales

Se utilizaron dos productos comerciales de caseinomatidpéCMP).

- BioPURE-GMP® es la marca comercial del CMP provigtor Davisco Foods

International, Inc. (Le Sueur, Minnesota, USA).

Su composicién, segun el proveedor fue (en base seca} 9M% (p/p) de CMP

(N x 7,07), 0,6 £ 0,2% (p/p) de grasa, 6,3 = 0,2% (p/p) de cerézads; 0,2% (p/p) de

humedad. El contenido de acido sidlico fue 7% (p/p) (Ferngioonton, 2010).

- LACPRODAN® CGMP-10 es la marca comercial del CMP dta Aoods Ingredients
(Viby J., Dinamarca) que fue gentilmente donado para estatigacion. Su composicion,
segun datos del proveedor fue (en base seca): 85 + 2% (pmtdmas (N x 6,38) siendo
80 £ 5% (p/p) del total el correspondiente a CMP, maximaatesa 2% (p/p), maximo de
grasa 0,5% (p/p), maximo de cenizas 6,5% (p/p) y maximo dedadné&% (p/p). El

contenido de acido siélico fue 4,2% (p/p).

En el texto se menciona al CMP provisto por Arla, CMPy al provisto por Davisco,
CMP D. Cuando se nombra simplemente CMP se refiere aincasacropéptido provisto

por Davisco.

Los minerales fueron determinados mediante espectofafandd absorcion atémica
previa calcinacion en mufla a 500 °C. La composicion deerales fue la siguiente
(mg/100 g de muestra):

CMP D: 950% Na; 125% Ky 540% Ca.

CMP A: 316% Na, 241% Ky 978% Ca.

El agua utilizada se obtuvo mediante una unidad Millipordlid@i) y su resistividad fue

18 mQ-cm. Las soluciones de CMP fueron preparadas disolviendantédad apropiada

de polvo en agua Milli-Q ultrapura a temperatura ambientery agitacion durante 30
minutos y luego mantenidas en heladera (4 °C) por 24 hs peeVéascalizacion de los

ensayos.
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El pH se ajusté entre 2,0 y 8,0 usando HCI o NaOH de altamatidad para evitar
dilucion. El ajuste de pH con &cidos organicos (acétaticb y citrico) también se realiz

con diluciones de alta concentracion.

Las soluciones de CMP con sales (NaCl o gag&l prepararon agregando a la solucién de
CMP de pH original, la cantidad apropiada de sal sélida.

Las concentraciones de las soluciones de CMP utilizaddss ensayos de gelificacion
fueron 3,0, 5,0, 8,0, 10,0 y 12,0% (p/p). Para evitacretimiento bacteriano en estas
soluciones se adiciond 0,02% (p/p) de BladNcada muestra. Las concentraciones de las
soluciones de CMP utilizadas en los estudios de dispediidgdimica de luz laser
estuvieron entre 1,0y 8,0 % (p/p). En ellas no se adic@aida sédica.

2. Métodos

2.1 Electroforesis

Las proteinas del suero fueron analizadas por electsifd8®S-PAGE usando una celda
doble Mini-Protean Il (Bio-Rad Laboratorios, HerculéSA, USA) en condiciones
disociantes (2% p/p de SDS) de acuerdo al procedimientaatarhli (1970).

Las proteinas analizadas fueron: aislado proteico de sudextde (WPI) de Arla Food
Ingredients, Viby J., Dinamarca; concentrado proteico dedaeteo enriquecido (88% en
base seca) com-lactoglobulina ¢-la) de Arla Food Ingredients, Viby J., Dinamarfa;
lactoglobulina,-lg, (97,8% en base seca) de Davisco Food Internacionséuke MN,
USAy CMPAYD.

Las proteinas fueron diluidas en agua desionizada Milli@Q28b (p/p) y luego mezcladas

con el buffer de muestra (1:4) en presencig-theercaptoetanol como agente reductor a

temperatura ambiente. El buffer de muestra fue el sitgui@bm de Tris—HCI (pH 6,8);
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25% (v/v) de glicerol; 0,05% (p/v) de azul de bromofenol; @¥) de dodecil sulfato de
sodio (SDS).

Dos geles fueron preparados simultdneamente. El volumesieddra fue 20 pl y se

depositaron 40 pg de proteina por calle.

El buffer de corrida fue 0,025 M de Tris—Base (pH 8,3); 0,19%Mflicina; 0,1% (p/v) de
SDS. El gel separador fue 1,5 M de Tris—HCI (pH 8,8); 15% déamida (30% p/v
acrilamida; 0,8% p/v de bisacrilamida) y 0,1% p/v de SDSjelEtoncentrador 0,5 M de
Tris—HCI (pH 6,8); 4% de acrilamida (30% p/v acrilamida; 0,886 de bisacrilamida);
0,1% p/v de SDS. La polimerizaciéon de los geles se inici®pagregado de 10% (p/v) de
persulfato de amonio y 0,5% (p/v) de N, N, N,"N —tetraretiién—diamida (TEMED).

Las geles de acrilamida fueron teflidos con una solucién (o8 de Azul Coomassie y
destefiidos con una mezcla 8:1:1 de metanol:acido acéticmlgigua de manera tal de
visualizar las bandas de proteinas.

Temperatura: ambiente. Voltaje: 200 V. Corriente: 500 mA diaaciéon de este

procedimiento fue aproximadamente 45 min.

Los estandares de proteina de Bio-Rad fueron utilizados ocwencadores: miosina 200
kDa; B—galactosidasa 116 kDa; fosfolipasa B 97,1 kDa; sero afadbovina 66 kDa;

ovoalbumina 45 kDa; anhidrasa carbdnica 31 kDa; inhibidor denaif2di,5 kDa; lisozima
14,5 kDa y aprotinina 6,5 kDa.

2.2 Andlisis por RP-HPLC

Los andlisis de cromatografia liquida de alta resolueidfase reversa (RP-HPLC, siglas
en inglés) fueron realizados con una concentracion ateipa de 4 mg/mL usando una
columna Hi-Pore RP-318 (250 x 4.6 mm de didmetro interno}gi/aMilford, MA) en
un sistema Waters 600 HPLC. EIl solvente A fue 0,37% (v/vadéo trifluoracético
(Scharlau Chemie, Barcelona, Espafia) en agua bi-destikidsolvente B fue 0,27% (v/v)
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acido trifluoracético en acetonitrilo para HPLC (LalaSc Gliwice, Polonia). Las
condiciones cromatograficas fueron recomendadas paH€) Chicon, Recio y Lopez-
Fandifio (2007). La deteccién fue a 220 nm y los datos fueracegados usando el

software Empower 2 (Waters).

2.3 Medicion del tamafio de particula del CMP.

La técnica de dispersion dinamica de luz (DLS, por suassigh inglés: dynamic light
scattering) proporciona informacion cuantitativa solareasociacion de las moléculas
proteicas. La intensidad de dispersiéon de luz de una partésulproporcional a su
(diametro§. Por lo tanto, esta técnica es muy sensible a lacijrade formas asociadas o
agregadas de las proteinas y a la presencia de impuaéaas pajas concentraciones. DLS
también permite determinar las poblaciones existentesnanmuestra con mdltiples

tamafios de particulas.

Una de las ventajas mas importantes de esta técnigahesho de que es un método no
invasivo que permite monitorear el tamafio de particuldaeempb real y por lo tanto se
puede analizar como evoluciona una muestra ante diferefégetos. Ademas se requiere

un volumen muy pequefio de muestra.

Figura 4. Equipo de dispersion dinamica de luz laser, Zetasizer NandAalvern Instruments.
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El autoensamblaje del CMP fue determinado por DLS en wasiZet Nano-Zs, Malvern
Instruments (Malvern, Inglaterra) que esta provisto ddaser He-Ne (633 nm) y un
correlador digital, modelo ZEN3600. Las mediciones sazegah a un angulo fijo de
dispersion de 173°. Se realizaron mediciones de tamafipadiula a temperatura
ambiente y también durante la exposicién de la muestraaaampa de calentamiento
dentro del equipo. La rampa de calentamiento consté de umtudesde 25 hasta 85 °C
en etapas de 5 °C y manteniendo la muestra durante 5 mincada éemperatura, durante
ese tiempo se registraba el tamafio de particulangbrde medicion del equipo es de 0,6
nm a 6 um. Para las mediciones de tamafio de particula a tatoperambiente se
utilizaron celdas de poliestireno descartables y celdasidi@® para realizar en las
muestras un tratamiento térmico. Las soluciones fuBitcadas a través de microfiltros
Whatman International Ltd. (Maidstone, Inglaterra) @&5, 0,22 y 0,02 um. Las
mediciones de tamafio de particula se informan compmeledio y la desviacion estandar
de al menos tres mediciones. La muestra se colota eida dentro del compartimento
gue se observa abierto erFigura 4.

En DLS la muestra es iluminada con un haz de laseinyelasidad de la luz dispersada es
registrada por un detector 6ptico. La intensidad de ladisgersada por las particulas
fluctia a una velocidad que es dependiente del movimiento Bxownjue es el
movimiento aleatorio de las particulas en el solverds. particulas pequefias se mueven
rapidamente y las particulas grandes se mueven mas laet¢ar@anto mayor sea el
tamafio de la particula, menor sera el movimiento Brawaniy viceversa. Si se sigue este
movimiento de las particulas a intervalos de tiempo spgoede obtenerse informacion

de cuanto se ha movido y relacionarlo asi con su tamdfgrijpucion.

La funcién de correlacion de intensidaglzgesta dada por Bcuacién 1(Alatorre-Meda,

Taboada, Sabin, Krajewska, Varela y Rodriguez, 2009).:

@) (t+7)

g,(r) = | (t)2

E¢uacion )
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I(t) es la intensidad de la luz dispersada por la muestra ganmglot y I(t+ 7) es la
intensidad de la luz dispersada por la muestra en el tiem@s el tiempo de correlacion,

1, dado en s.

02() esta relacionada por la funcidon de correlacidm)g

9,(r) = (9, () - 1) E¢uacion 2

Las particulas esféricas monodispersas muestran poaencial simple en):

g,(r) =e > Ecjacion 3

dondeD es el coeficiente de difusion translacional de laigaet (nf s*) y q es la longitud

del vector de dispersion (hhque esté relacionado con el &ngulo de dispefsion

4m . (60 .
q= TS”-(EJ Equacion 4

dondeX es la longitud de onda usada en el vacio s el indice de refraccion de la

muestra.

Para muestras polidispersas la funcion exponergiaiacion 3 debe ser reemplazada por

las contribuciones de las diferentes poblaciones.gi(s), queda expresada:

T,

0,(r)= [e""G)dr Eguacion 5

T,

min

Donde T (velocidad de decaimiento) es iguaDg’ y G(I) es la funcién de distribucién
relacionada con la velocidad de decaimiento. Para eb&dvalor deD de laEcuacion 5
se utilizan paquetes de sofware como CONTIN y Cumudgtiatorre-Meda et al., 2009).
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FinalmenteD se relaciona con el diametro hidrodinamitid]) de la particula mediante la

ecuacion de Stokes-Einstein:

KT (Ecuacion §
3rnD

d(H)=

donde d(H): diametro hidrodinamico (m]): coeficiente de difusién translacional(&t);
k: constante de Boltzmann (1,38 x 20N m K%); T: temperatura absoluta (K)i:

viscosidad del solvente (N s3n

Las dos aproximaciones utilizadas para obtener el tandafiparticula, CONTIN vy
Cumulantes, se ajustan para obtener diferentes pacsnoket la medicion.

En primer lugar, el andlisis de CONTIN ajusta una exponkengidtiple a la funciéon de
correlacion para obtener los percentiles de distribud@tos tamafios de particulas. Los
mismos se informan en un gréfico de intensidad de luziv&laispersada por las
particulas en varios rangos de tamafos (distribucion mhafi@s por intensidad). La
distribucion por tamafios es un gréafico de la intensidative de la luz dispersada por las
particulas en funcién del tamafio de particulas y seceocomo “distribucion de tamafios
de particulas”. Aunque la distribucion de tamafios eddnmentalmente generada en DLS
por la intensidad, esta puede ser convertida, de acuerdeai®a de Mie (1908), en una
“distribucién por volumen”. En segundo lugar, el andlide Cumulantes ajusta una
exponencial simple a la funciébn de correlacion para ebteh tamafio de diametro
promedio (didmetro hidrodindmico promedio o z-averagielamafio de una particula que
corresponde a la media de la distribucion de intensidadayestimacion del ancho de la
distribucion (indice de polidispersidad) que es consideratia cm indicador del grado de
agregacion. El valor del z-average es adecuado para ohtensimple valor con el
propésito de comparacion pero inadecuado para dar una cang@sctripcion de los

resultados para sistemas polidispersos.

Un ejemplo muy utilizado (Malvern-Instruments) para poender las diferencias entre las
distribuciones de tamafios de particula por intensiddaimeém y nimero es considerar una
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muestra comprendida por particulas esféricas de dogidap nm y 50 nm, presentes en

igual cantidad.

La Figura 5 A muestra la distribucién por numero de estas dos poblaca@mearticulas,
en la que se observan dos picos ubicados en 5 nm y 50 nmnaealacion 1:1. Cuando
se analiza la distribucién por volumdfigura 5 B), la relacion entre estas dos poblaciones
es ahora 1:1000, debido a que el volumen de una esfesa.&diametro/23. Si se quisiera
graficar una distribucién por intensiddeiqura 5 C), la relacion entre los dos picos seria
de 1:1000000, porque la intensidad de dispersion es proporciofiginetds a partir de la
aproximaciéon de Rayleighs. Es importante recordar que €8, D4 distribucién de
tamanos que se obtiene originalmente es en intensidadlggydistribuciones de volumen
y nimero son obtenidas a partir de ésta, de aqui la imp@tde que la lectura del tamafio
de particula se haga a partir de la distribucion deftaspor intensidad. La distribucion
de tamafios en volumen es analizada para obtener ada@nmde la proporcion de cada
pico de la muestra. La distribucibn en nimero no sdizaré en este trabajo ya que

arrastra muchos errores a partir de su calculo y noaaipdormacion extra.

(A) (B) (C)

| ' 1.000 1,000,700
E c 3
; : :
£ = Z
= =] i
< - L=

| } 1
i .
T | T 1 T
5 10 a0 100 5 10 a0 100 5 10 a0 100
Tamaifio (d.nm) Tamafio (d.nm) Tamadio (d.om)

Figura 5. Distribucion en namero (A), volumen (B) e intensidad (C) de unatnaugisnodal de particulas de

5 y 50 nm presentes en igual cantidad.
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2.4 Transicion Sol-gel

El tiempo para que ocurra la transicién sol-gel se ohérpor el ensayo de la inclinacion
o “tilting test” modificado (Relkin, Meylheuc, Launay y Wel, 1998). Tubos de 4 ml de
capacidad conteniendo 2,0 g de solucion de CMP se mantuvéetemperatura constante
(desde 25 a 90 °C). Los tubos fueron sellados para eviaaperacion de agua. El tiempo
de gelificacion ;) se asumidé como el tiempo donde no hubo deformaciémeeisco al
inclinar el tubo. La velocidad de gelificacion obtenida ggte método se denominafgy
se calcula como tiy. Los valores reportados fueron la media de al meiplisados.

2.5 Dinamica de gelificacion y propiedades viscoelasticas de trdes

La reologia dinAmica es una técnica que involucra pequef@sndeiones por lo cual es
de suma utilidad para el estudio de la transicion sol-gehra la caracterizacién del
comportamiento viscoelastico de los geles en la “relji@al’, en la cual las amplitudes
de deformaciones y esfuerzos son suficientemente pajasasegurar la proporcionalidad
deformacion-esfuerzo (Baeza, 2003).

Para una respuesta elastica ideal, el esfuerzo resulistard en fase con la deformacion
aplicada; para un material viscoso ideal, la respuastaéedesfasada en 90° respecto a la
deformacion aplicada.

En un experimento de reologia dinamica oscilatoriaelzcion entre la deformacién y el
esfuerzo esta descripta por el médulo complejo:

G*=G +iG” (Ecuacion 7

dondeG’ es el modulo de almacenamiento o elasti&'yel médulo de pérdida o viscoso.
G’ da una idea de la energia almacenada en la red tridonah$s” de la energia
disipada por la muestra en forma de flujo. La tangentpéddida,zan o, es la relacion
entre el médulo viscoso y el elastid®, / G’, e indica la viscoelasticidad relativa del
material. El angulo de desfasajendica su caracter viscoelastico.
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La viscosidad complejap# esta relacionada con la viscosidad de los componentes

Viscosos y elasticos; y ", como sigue:

¥ =) +")? E¢uacion 9§

La parte real de la viscosidad compleja, se llama viscosidad dindmica y para un fluido

Newtoniano corresponde a la viscosidad de corte.

AR CONPACT RHEOMETER

Figura 6. Redmetro de esfuerzo de corte controlado.

Las mediciones se realizaron en un reémetro de esfderzorte controlado Paar Physica
(MCR 300) con sistema de platos paralelos con un gap de (Gram, Austria) Eigura

6). Inmediatamente ajustado el pH, se vertieroni@® solucién de CMP en el plato del
reémetro. La temperatura fue controlada por un sistertgerP@/iscotherm VT2, Paar
Physica). Se aplicd en la superficie expuesta parafinaeuatiar la evaporacion de las
muestras. La frecuencia fue de 1 Hz vy la deformacion 0,08$@s condiciones
corresponden a la region viscoelasticidad lineal. Durtagemediciones se registré la
evolucion deG’, G” y la tangente del angulo de pérdidex, o.
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Las muestras fueron rapidamente calentadas desde 2&%Caleanzar la temperatura de
los ensayos (entre 40 y 90 °C) en un minuto para simul@alemtamiento isotérmico
como en el ensayo del ‘tilting test” y se mantuvo éstaperatura durante 30 minutos,
tiempo suficiente para permitir q@& alcance el equilibrio. Luego se enfrié el sistema a
25°C en 10 min.

Cuando laan 6< 1 el material se comporta como soélido y cuatatod > 1 el material se
comporta como liquido. La transicion de una estructwgeoga (sol) a una viscoelastica
(gel) durante el calentamiento es determinada por el puntorube entreG” y G,
momento en el cual el &ngulo de desfasajes de 45° y la tad es igual a 1. Luego de
este punto de cruce o “punto g&” asciende notoriamente y se observa el consecuente
descenso de kan o. La velocidad de gelificacion obtenida por este métodteseminara

comoVye Yy Se calcula como thé,.
Las propiedades viscoelasticas del gel formado se midérdancion de la frecuencia de
oscilacion entre 0,05 y 10 Hz a 25 °C con la misma defoion, 0,01%. Los datos

informados son la media de al menos duplicados.

El grado de dependencia & con la frecuencia puede ser expresado por medio de la

constanten segun la siguiente ecuacif®tading y Hermansson, 1990):

logG’ = n. logf +K E¢uacion 9

donde,G’ es el modulo elasticd, la frecuencia de oscilacionkyuna constante.

La dependencia del médulo elastico con la frecuencia fdamacion sobre el tipo de

estructura que presenta el gel (Stading y Hermansson, 1990).

2.6 Formacién de geles

La obtencion de geles para su observacion visual y edtude la textura se llevo a cabo

a temperatura ambiente en recipientes herméticamentadaese a 25 °C o mediante
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calentamiento en un bafio seco (Thermolyne Dry Batt®mperatura constante (40 - 70
°C). Las soluciones fueron gelificadas en envases de Zj@ diametro y 3,5 cm de altura,
de material plastico para los geles formados a temparatobiente y vidrio para aquellos
formados por calentamiento. Los geles de CMP al 5 - 2089 fueron obtenidos a

diferentes valores de pH (entre 2,0 y 4,0) y almacenadogdfaigeracion al menos 24

horas antes de su andlisis. Es importante aclarar qugeles de CMP no pudieron ser
desmoldados y las propiedades texturales fueron medidasatinente en el recipiente en

el cual se prepararon.

2.7 Textura de los geles

Los métodos empiricos son importantes en la evalnad#® caracteristicas de geles
alimentarios. Dentro de éstos se encuentran los ensi@yoompresion y penetracion, que
permiten la obtencion de parametros tales como la dweftaneza de los geles. El
andlisis de perfil de textura (TPA) es un método objetivo spieorrelaciona con el
andlisis sensorial adaptado por Bourne (1982) para seradmbriginalmente en la prensa

Instron.

El ensayo de TPA esta basado en el reconocimiento tbxtlara como un atributo de

multiples parametros. El mismo consiste en comprima pieza de alimento del tamafio
de un bocado dos veces en un movimiento que imita laradeita mandibula y extraer de
la curva resultante fuerza-tiempo un nimero de paranmsgrtextura. Se pueden distinguir
parametros primarios (por ejemplo dureza, fracturabilidadhesividad, elasticidad) y

parametros secundarios calculados a partir de los prer@n@sticabilidad y gomosidad).

A continuacién se detallan los parametros utilizadoslgwesente trabajo y su célculo a
partir de la curva fuerza-tiempbigura 7):

1. Fracturabilidad (N): es la fuerza méaxima antes de producirse una caidacemia
de fuerza y corresponde a F
2. Dureza (N): es la fuerza méaxima de compresion en la primera iderg

corresponde a;P
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3. Cohesividad(sin unidades): fuerza de los enlaces internos que compaine
producto. Se calcula como la relacion entre las arelds.A.a cohesividad puede
ser tomada como una medida de la velocidad con la quatetiah se desintegra
bajo accibn mecanica.

4. Adhesividad(J): trabajo necesario para superar las fuerzas deciatragntre la
superficie del alimento y la superficie de los otros nmts con los que el
alimento entra en contacto. Es el valor del arga A

5. Elasticidad corresponde a la relacion/db.

T T
Primera mordida | I Segunda mordida
< * + -
| I
o | I
. c o | — )
Primera compresion I I Espera I Segunda retirada
| Primera retirada ! I Segunda I
I | compresién
+ L
I | |
|
P, ! | |
I I
I
| I
i I | I
i
; F, I [ P2
I |
| |
| 1
| |
I I
Asw ! ! Aow
A1 d3 | I A2
1 -~
) N A | N\
| y "1
d, I d, .
! Tiempo de deformacion ——»

Figura 7. Esquema den tipico perfil de textura con un ciclo de compresion dendardidas. Extraido de
Mehmet Ak y Gunasekaran (2003).
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Figura 8. Texturémetro.

Los ensayos de perfil de textura (TPA) se realizarbnesmuestras cilindricas de geles en
un texturometro TA-XT2i de Stable Micro SysterfigUra 8). Para la compresién de los
geles se utiliz6 una punta de prueba cilindrica de ebonita geldadas de diametro
(P/05). Se comprimié la superficie de los geles un 20% deltgra ariginal, a una
velocidad de deformacion de 0,5 mm thinEste porcentaje de compresion fue
determinado de modo de obtener repetitividad en los ensBysoftware del equipo
(Textura Expert Exceed) permitid obtener a partir declasas de fuerza en funcién del

tiempo los diferentes parametros texturales. Los esssg hicieron por cuadruplicado.
2.8 Propiedades de espumado.

2.8.1 Formacién de espuma.

Las espumas se formaron por agitacion de 20 ml de soldei@MP al 3,0 y 4,0% (p/p)

durante 3 minutos tiempo suficiente para obtener el maxiolomen de espuma, a
temperatura ambiente (20 — 25° C) en una probeta graduada de de5d@dmetro. Se usé
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un agitador de tres palas Griffin & George a 2500 rpm. Lapigdades de espumado se
estudiaron sin trasvasar la espuma. Este método @seathja que puede ser aplicado a
sistemas de alta concentracion proteica.

2.8.2 Capacidad espumante.

La capacidad espumantek (%) fue calculada como:

CE (%)=[(Ve-Vsn)/ Vsn] - 100 Ecuacion 10
Donde: \t es el volumen de espuma obtenido (tomado como el totaotiehen de la
dispersion) y ¥y es el volumen de la solucién a partir del cual se goolduespuma (20
ml).

Los ensayos se hicieron por duplicado o triplicado resdgt@n un error menor al 15%.
2.8.3 Estabilidad de las espumas.

Una vez espumada la muestra, se registré el descen$ altura de la espuma en la
probeta graduada y simultaneamente el drenado de liquida, lease de la probeta, a

temperatura ambiente.

Se evalué el tiempo necesario para que drenen 15 ml ddoljgqpamo una medida de la
velocidad de drenado, y se denomtieinpo dedrenado

Se evaluaron dos parametros para describir el colapse ésgamas (disminucién de la
altura de las espumas): a) el tiempo requerido para qu@uanascomience a colapsar,
tiempo lagy b) el tiempo requerido para que colapsen 50 ml de la esplamaddaiempo

decolapso

Los datos reportados fueron el promedio de duplicadostdElfae menor al 15%.
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2.9 Analisis estadistico
Se utilizé el paquete estadistico SPSS (version 15.0; IB&), Chicago, IL, USA) para

Windows. Los datos fueron analizados a través de un iarddis/arianza (ANOVA). Las
diferencias fueron determinadas por la prueba de Tukey pafgdb.
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Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impactogefifiaacion y espumado

Se describen aqui algunos conceptos que ayudaran a la ldetesta tesis:

Autoensamblaje (o “self assembly”)es una organizacion (asociacién) espontanea y
reversible de moléculas por medio de interaccionescawalentes, es decir, puente
hidrogeno, hidrofébicas, van der Waals, electrostaticas qu@niaa las moléculas en
estructuras ordenadas a multiples escalas. Algunos ejgmigleste tipo de asociacién son
la formacion de micelas, de cristales de lipidos y deatapas.

Asociacion son cambios a nivel molecular caracterizados por unior@kesi@ntre sitios

especificos de unién, por ejemplo formacién de monémdfogros.
Agregacion:es el término general que describe diferentes tipostel@ationes proteina—

proteina promovidas por factores externos como temperatugaugde involucrar uniones

covalentes y puede entonces ser irreversible.
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Introduccion al Capitulo I

Las proteinas y los péptidos, son propensos al autoensamablajpedio acuoso como
resultado de la formacion de uniones fisicas débileactaistica que varia marcadamente
con las condiciones del medio, como la acidez, lei@dide iones divalentes o sustancias
de bajo peso molecular, temperatura, tratamientos aitan presion o fermentacion
(Semenova, 2007). El autoensamblaje esta recibiendo unae@idé atencion de varias
disciplinas, como la quimica, la fisica, la mediciaghiologia, la ciencia de materiales y la
ciencia de los alimentos (van der Linden y Venema, 20&#%).el area médica, se estan
desarrollando péptidos anfifilicos que se autoensamblan en vamgedad de
nanoestructuras. Los péptidos anfifilicos son una clasmaléculas que combinan las
caracteristicas estructurales de los surfactanteslianffton las funciones de los péptidos
bioactivos que se autoensamblan en una variedad de nanagatudn tipo especifico de
péptidos anfifilicos son conocidos por autoensamblarse r@moestructuras
unidimensionales bajo condiciones fisiolégicas, predaniemente nanofibras con
estructura cilindrica. Las nanoestructuras resultantes pagriaaltamente bioactivas y son
de gran interés en muchas aplicaciones biomédicas, cugdn la ingenieria de tejidos, la
medicina regenerativa y el “delivery” de drogas (Cui, VéehbStupp, 2010).

El mecanismo que conduce a la asociacion de cadenas ppiolipgs en estructuras
proteicas tridimensionales es el punto de partida para codgrdas interacciones
proteina—proteina en gran escala. En la cadena polipepté&laamayoria de las proteinas
existen porciones que estan organizadas en una estrdefimda, y forman cadenas tipo
hélices, cadenas tipo ldminas o cadenas curvas. Estasnpsrconstituyen la estructura
secundaria de las proteinas y son el resultado de icitamas entre aminoacidos
especificos. Las proteinas también se caracterizamr@orconfiguracion tridimensional
Unica que se define como su estructura terciaria. Si e&laasestructuras terciarias

independientes, la proteina tendréa una estructura cuatdiMaeiaa, 2005).

A diferencia de las proteinas, los péptidos normalmgeteen muy baja organizacion
secundaria e inexistente estructura terciaria y/o cuatarnLos péptidos, en general,

tienen una conformacion al azar en solucion. En aambs proteinas mantienen su
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conformacion mediante un equilibrio de fuerzas hidrof&hicaiones hidrégeno, fuerzas
van der Waals e interacciones electrostéticas (que puseteatractivas o repulsivas).
Ademas, la estructura terciaria y cuaternaria de unaipaopeiede estar estabilizada por la
presencia de uniones covalentes entre aminoacidos, puoplejeuniones por puente

disulfuro o uniones lisina-alanina (Milena, 2005).

La estructura de una proteina es dinamica, y el equilintice las fuerzas estabilizantes de
la estructura tridimensional puede cambiar por variasi@melas condiciones ambientales
como temperatura, calidad del solvente, pH y presién. Brreh procesamiento o
cambiando las condiciones del medio, las fuerzas qabikzin a las proteinas pueden
debilitarse, permitiendo el desplegamiento o la desnatac#din proteica y exponiendo
aminoacidos reactivos antes ocultos en el interior ladeestructura proteica. Los
aminoacidos cargados de la cadena polipeptidica interaatims con otros causando
atraccion o repulsion de las cadenas laterales. Al ieareb pH del medio, ocurre una
redistribucion de cargas en la cadena polipeptidica. rit@sacciones electrostaticas no
actlan soélo localmente entre grupos especificos essatoitizla estructura terciaria de una
proteina, sino también interactian entre diferentes pestelia proteina tiene carga neta a
un pH lejos del punto isoeléctrico de la proteina (el ptaeual su carga neta es nula). La
carga neta de la proteina causa atraccion o repulsiérostética.

A una distancia corta, las proteinas pueden interactuaameduerzas de van der Waals.
Estas fuerzas, inversamente proporcionales a la dstamtre moléculas, son fuerzas

atractivas débiles entre dipolos transientes.

Otra fuerza que es importante en la interaccién decwlal& proteicas es la uniéon puente
hidrégeno. Las uniones hidrégeno estan formadas por dipologjgaplo los grupos

amino y carboxilo de una proteina.

Las interacciones hidrofébicas juegan un rol fundamentdh®interacciones proteina—
proteina y la presencia de aminoacidos no polares eglemda una caracteristica muy
importante en la determinacion del potencial de una protegrao ingrediente

“funcional”, ya que esta relacionada con su potenciabcagente espumante o gelificante.
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Uniones proteina—proteina pueden también formarse por aediberacciones covalentes
entre aminoacidos de diferentes proteinas. La formad@uniones disulfuro entre las
gluteninas del trigo es fundamental para determinar ladudda masa de pan (Li y Lee,
2000).

La presencia de aminoacidos cargados puede causar una codondaspecifica con iones.
Algunas proteinas son estabilizadas por puentes de saledfiegpe Por ejemplo, la
rigidez de la estructura tridimensional de la o—la es aumentada por los puentes d& Ca
(Kuwajima, Harushima y Sugai, 1986). En ausencia d&, @sta proteina tiene una

estructura relajada con una baja temperatura de desrmtcicaii (Milena, 2005).

Existen numerosas técnicas para evaluar la presencitetgcgiones proteina—proteina en
solucion. Entre ellas se pueden mencionar: cromatogmesfeectroscopia, microscopia,
calorimetria diferencial de barrido, técnicas de dsperde luz, etc. Muchas de estas
técnicas han avanzado en precision y calidad de resultadte ellas se encuentran las
técnicas de dispersion de luz que brindan gran cantidad denadidm para evaluar y

caracterizar dichas interacciones. Las técnicas gfediion dindmica de luz laser (DLS,
por sus siglas en inglés: dynamic light scattering) wilizadas para determinar el peso
molecular, el radio hidrodinAmico y la cinética de amtién/autoensamblaje de

biopolimeros. Estas técnicas se caracterizan por serdpiélas, no invasivas y directas
(Jachimska, Wasilewska y Adamczyk, 2008), permitiendo trabajaconcentraciones de

proteina muy altas (la concentracion tipica es de o (flaszuba, Connah y Mattison,

2004.).

En los afos recientes, DLS ha sido usada para estldi@de de asociacion/agregacion
de proteinas en solucién, por ejemplo,pdiactoglobulina (Baeza, Gugliotta y Pilosof,
2001; Elofsson, Dejmek y Paulsson, 1996; Harnsilawat, Poragseamit y McClements,
2006; Sharma, Haque y Wilson, 199&)lactoalbumina (McGuffey, Otterb, van Zantenc y
Foegeding, 2007), caseinas (Eliot y Dickinson, 2003; Mehaigtalai y Durand, 2008;
Vauthey, Santoso, Gong, Watson y Zhang, 2002), de mezclésod&na y p-caseina

(Pan, Yu, Yao y Shao, 2007), caseinato de sodio y sacd@asanson y Matia Merino,
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2002), caseinato de sodio y surfactante anionico-CITREM €B8ewa, Belyakova,
Polikarpov, Stankovic, Antipova y Anokhina, 2007). Por otro Jdddécnica de DLS ha
sido utilizada con éxito para entender la asociacidéne eptoteinas relacionadas con
enfermedades neurodegenerativas como el Alzeheimer, ehbtom y el Parkinson, entre
otras (Rubin, San Miguel, Bommarius y Behrens, 2010). Tanti@ésido utilizada para
estudiar las micelas formadas por moléculas de surfastavibteniendo informacién con
respecto a la forma, el tamafio, y peso moleculaadi@r S., Gonzalez-Pérez, Nimo y
Rodriguez, 2004). Sin embargo, no hay estudios en la bibliogsdt@e la
asociacién/agregacion del CMP.

Objetivo del Capitulo I:
El objetivo del presente capitulo fue analizar el aigaelaje pH-dependiente del CMP.

Se estudiara el efecto de la temperatura, la acididicacon acidos organicos (lactico,
citrico y acético) y la presencia de sales (NaCl €lga
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|.1 Caracterizacion del CMP.

I.1.1 Perfil electroforético.

Los perfiles electroforéticos en SDS-PAGE, de los DMPA asi como de otras proteinas

del suero de queso se muestran dfidara I.1.

Figura I.1. Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) del CEIFF CMPA. Se incluyen los perfiles de aislado

de proteinas de suero, WBHactoglobulinaf-lg y a-lactoalbiminag-la.

El perfil electroforético del aislado de proteinas de suaf@l, en condiciones reductoras
(2-Mercaptoetanol) presentdé numerosas bandas, siengwokesnas presentes en mayor
proporcion:p-lg (18,3 kDa) yo-la (14,2 kDa). En la misma figura se pueden observar
ademas los perfiles de aisladospdlg y a-la respectivamente. En el perfil electroforético

del aislado de:-la es posible observar la presencia de importantesiades dg-Ig.
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Las bandas CMAD y CMP A mostraron una banda mayor de forma irregular cuya
movilidad fue superior a la anhidrasa carbonica (31 kDa) y smoreli6 a una masa
molecular entre 23 y 28 kDa (Egito, Girardeta, Midlmlle, Humberta y Gaillarda, 2001;
Nakano, lkawa y Ozimek, 2007; Nakano y Ozimek, 2000; Silva-HdemrNakano y
Ozimek, 2002; Silva-Hernandez, Nakano, Verdalet-Guzman y €kzi2004). En ambos
CMP ([ y A) también se observé una banda menor débilmente tefiidedoeaentre la
aprotinina (6,5 kDa) y la lisozima (14,5 kDa). Esta bandaesponderia a la forma
monomeérica del CMP. Nakano et al. (2007) también hallesten banda menor débilmente
tefiida por Azul Coomassie en la electroforesis de CEIRCMP A mostré ademas la
presencia de otras proteinas del suerda(y B-lg), reflejando una menor pureza en

comparacion con el CMB.

La amplitud e irregularidad de la banda mayor se atrilauige variacion en el grado de
glicosilacion del CMP (Nakano y Ozimek, 2000; Silva-Hernaretea., 2002). Nakano et
al. (2007) analizaron el contenido de &cido sialiceata fraccion proteica obtenida en
una electroforesis SDS-PAGE del CNAP Encontraron que el acido sialico esta presente
mayoritariamente en la banda mayor e irregular dell peictroforético aunque también
en una regién con menor movilidad que no se tifid con Baoimassie, por encima de la
banda mayoritaria. Ademas, en el mismo trabajo latsras mostraron que sélo una
pequefia cantidad de acido sialico fue detectado en lasdimeds se observé la mayoria
de las bandas tefiidas con Azul Coomassie en la el@esef del CMP en acetato de
celulosa. Por el contrario, la mayor parte del asidbco del CMP (cerca de un 70 %) se
encontr6 en la regién correspondiente a la banda mb#émedéte tefiida con Azul
Coomassie, que presentd la mayor movilidad. Esto se ariéougue el CMP glicosilado
negativamente cargado con acido sialico y grupos fosta@oe baja afinidad con el
colorante Azul Coomassie (Doultani, Turhan y Etzel, 2088nandez Ledesma, 2002;
Nakano et al., 2007; Nakano y Ozimek, 2000; Tek, Turhan y,E2@65).

Considerando que la masa molecular de la forma massigida del gCMP es

aproximadamente 11 kDa (Kreuf3, Strixner y Kulozik, 2009) y la GMR es

aproximadamente 7 kDa, la banda irregular entre 23 y 28 kDa [igura 1.1 podria
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consistir en formas asociadas por ejemplo: tetrdAméeoaCMP o dimeros de gCMP,
probablemente formados durante la ruptura enzimatica deckseina o bien en la
purificacion del CMP. Sin embargo, estas formas asocieslasian presentes junto a las
formas monoméricas del CMP. Silva-Hernandez et al. (20@28jraron, mediante técnicas
electroforéticas, que la mayoria del CMP provenientecleel de cabra contiene al menos
dos componentes separados, uno que no se disocia y otro djgecs® en presencia de
SDS, pero que el Ultimo es el componente menor. Sinrgmbas posible que la forma
disociada del CMP descripta por Silva-Hernandez et al. (200Pservada en Ieigura

l.1 no sea el componente menor. Las aparentes formeiada® del CMP también pueden
adjudicarse a la baja afinidad entre el SDS y el CMHlifdo-Amaya, Valbuena-
Colmenares y Rojas-Villarroel, 2006), que conferiria mexaoga negativa al péptido. Las
lipoproteinas, que llevan unidos lipidos y las glicoproteim@sentan un comportamiento
anémalo en SDS-PAGE (Bagger, Hoffmann, Fuglsang y Weéi/; Gavilanes, 1996).
Las cargas propias de las proteinas quedan enmascaradasdagdebido al SDS. Como
cada molécula de SDS proporciona una carga negativa (@@ los complejos
proteina/SDS se cargan negativamente de modo uniformertieanpaproteica, que puede
constituir una fraccion importante de la masa totals@ une al SDS y puede impedir el
acceso de las micelas de SDS a las cadenas protesiatasAglicoproteinas unen menos
SDS que la mayoria de las proteinas. Esto hace que t@relzarga/tamano de estos
complejos sea menor, y también su movilidad relatiea, lo que se comportan como Si
tuvieran una masa molecular mayor (Gavilanes, 1996). Kamk, ®h, Kang, Kim y Lee
(2005) obtuvieron CMP humano recombinante por cultiv&a@echaromyces cerevisige
compararon sus resultados con CMP bovino (Sigma). Esttmges encontraron que la
deglicosilacién del CMP bovino produjo una mayor movilidachg menor tincién de la
banda (tincion con nitrato de plata) en SDS-PAGE. Pe@ndo hicieron el mismo
tratamiento de deglicosilacion al CMP recombinante nornaron diferencias entre las
bandas electroforéticas, demostrando el menor grado desiglcion del CMP

recombinante con respecto al CMP bovino.
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Figura I.2. Perfiles cromatograficos obtenidos mediante RP-HPLC deM¥} D que incluye una
ampliacién de los picos obtenidos y[B)g (Davisco Foods Internacional). gCMRvariantes genéticas A y
B del CMP glicosilado), aCMP(variante genética A del CMP sin glicosilar), aGMPariante genética B
del CMP sin glicosilar).
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1.1.2 Perfil cromatograéfico.

La Figura 1.2 A muestra el cromatograma del CMP obtenido por RP-HPLC. Los
resultados obtenidos fueron similares a los reportadds éibliografia por numerosos
autores (Coolbear, Elgar y Ayers, 1996; Minkiewicz, Slandeagerwerf, Haverkamp,
Rollema y Visser, 1996; Mollé y Léonil, 1995; 2005; Taylor y \Wom, 2009; Thoma,
Krause y Kulozik, 2006). Las formas glicosiladas del CMRadevariantes genéticas A y
B fueron las primeras que eluyeron. Se obtuvieron a ragation dos picos mejor
resueltos correspondientes a las formas monoméricagllisosilar de las variantes
genéticas A y B del CMP (aCMPy aCMR;). El cromatograma muestra que el CMP
analizado contiene tanto la fraccion sin glicosilamo la glicosilada. Segun lo reportado
por Mollé y Léonil, (2005) aproximadamente el 50% del CMP glgtésilado.

A modo de comparacion se muestra eRidara 1.2 B el cromatograma correspondiente a
un aislado dep-lg (Davisco Food International), donde se resolvieroa fucos
pertenecientes a [&lg junto a aquellos correspondientes ada. Es importante sefalar
aqui la pureza de la muestra de CRPya que no se observaron los picos de estas
proteinas mayoritarias del suero de questa y B-lIg. Estos resultados indican que todas
las bandas del perfil electroforético del CNIP de la Figura .1 correspondieron a

diferentes isoformas del CMP.

.2 Efecto del pH en el autoensamblaje del CMP.

1.2.1 Caracterizacién a pH 6,5.

El pH del CMPD en solucion acuosa fue 6,5. ErfFlgura 1.3 A se muestra la distribucién
de tamafos de particulas por intensidad obtenida por Dispddgidmica de Luz (DLS)
de soluciones de CMP al 5% (p/p) a este pH, la cual presentd tres poblacidfies

diametro hidrodinamicog(H), del primer pico se encontré entre 1 y 5 nm con un valor

maximo a 2,5 nm. Se observaron ademas otros pica{dmlrededor de 15y 100 nm.
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Figura 1.3. Distribuciones de tamafios de particulas por (A) intensidBd volumen a pH 6,5
para soluciones de CMP (m) y CMPA (o) al 5% (p/p). Se incluye la solucién fidg (A) al 5% (p/p) a

modo de comparacién. Temperatura; 25 °C.
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Sin embargo estos ultimos fueron despreciables cuantiteiie como puede apreciarse
en el grafico de la distribucion por volumésigura 1.3 B). Por lo tanto, el primer pico de
la distribucién de tamafos de particula por intensidad Beylira 1.3 A fue la poblacién
predominante. Es importante sefialar que en esta técnitaraidad de la luz dispersada
es proporcional al diAmetro de la particula elevadomtencia sexta por la aproximacion
de Rayleighs (Malvern-Instruments) por lo cual las ipalds de mayores tamafios
produciran una intensidad de luz muy significativa alun estgmésentes en una

proporcién muy baja.

El software del Zetasizer Nano-Zs permite estimad(@l) que tendria una proteina
globular de masa molecular conocida. La estimaciorm @l para la forma monomérica
del CMP (aproximadamente 7,5 kDa) arrojé un valor de 2,6 nta.dssimacion debe ser
tratada con precaucion porque el CMP no es una protedmalgl (Smith, Edwards,
Palmano y Creamer, 2002). Dado que el pico predominante d&ribution de tamafos
de particulas por intensidad para el CBIRe encontré en 2,5 nm se infiere que a pH 6,5
el CMP D se encuentra predominantemente en la forma monoméiicambargo, el
ancho de este primer pico (1 a 5 nm) sugiere la presencfrageestructuras asociadas

como dimeros, trimeros y tetrameros.

Los resultados obtenidos de la distribucién de tamafio dieyda a pH 6,5 coincidieron
con los resultados electroforéticos ya que estosaralicla presencia de dos formas
predominantes en el CMP: una monomérica y otra aso@idenaximo cuatro unidades
de CMP), todas ellas incluidas en el pico de menorftamza electroforesis PAGE revelo,
en forma opuesta a los estudios de DLS, que la formaadsoftie la predominante. Puede
decirse entonces que, la concentracion real de CMP m@iw glicosilado seria mucho
mayor que la aparente observada en el perfil electt@orédebido a la poca afinidad del
CMP con el colorante Azul Coomassie y/o el SDSlalfigura 1.3 A también se muestra

la distribucion de tamafos de particulas por intensidach dmlucion de CMRA que
presenté tres poblaciones. dH) del pico predominante fue de 3,5 nm, indicando que la
forma monomérica del péptidd(H) = 2,6 nm) no prevalecié. Se encontraron otros picos
de tamafios de 10 y 200 nm pero fueron despreciables en cactitiadlo muestra el

grafico de distribucion de tamafio de particula por volur(fégura 1.3 B). Esta
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distribucion de tamafios de particula por intensidaddifemente para las soluciones de
CMP de distinta procedencia se deberia a la presenciarae mbteinas del suero,
principalmenteB-lg, en el CMPA como se mostré en leigura I.1. Martinez, Carrera
Sanchez, Rodriguez Patino y Pilosof (2009) estudiaronmestanixtos CMM-Ig por
DLS, calorimetria diferencial de barrido (DSC, siglas inglés), fluorometria y
electroforesis PAGE nativa con el objeto de analiaarposibles interacciones entre el
CMP y laB-lg en fase acuosa y pH neutro. Los resultados obtenidd3li®para sistemas
mixtos mostraron una distribucién de intensidad monongidalar a la distribucién dp-

lg donde el pico predominante no incluy6 a la forma muérica del CMP. Los estudios
por DSC de las mezclas indicaron la formacién de cqopl€MPB-Ilg debido a
interacciones electrostéticas y/o uniones puente hidré@éaninez et al., 2009). Asi, la
ausencia de formas monomeéricas en el CMPodria ser atribuida a la formacion de

complejos entre CMP §-Ig.

1.2.1.1 Efecto de la concentracién del CMP a pH 6,5.

La Figura 1.4 A muestra las distribuciones de tamafios de particulanpemsidad a
temperatura ambiente de soluciones de @M diferentes concentraciones (1, 3, 5y 8%
p/p) a pH 6,5. Las distribuciones fueron bimodales pareolasentraciones 1y 3% (p/p) y
trimodales para 5 y 8% (p/p). La concentracién de CMP yiéflmuy levemente en la
posicion del primer pico predominante, que se encontrd gntre nm. De los gréficos de
distribucion por volumenHigura 1.4 B) se deduce que solamente el primer pico de
intensidad fue el predominante. La intensidad de los picdandafios mayores a 30 nm
aumentd con la concentracidfigura 1.4 A), sin embargo, estas formas mas asociadas
fueron despreciables cuantitativamente como se obsarlas aistribuciones de tamano
por volumen de l&igura .4 B. En esta Figura se observa un desplazamiento detlpico
la distribucion por volumen hacia tamafios superioraset@umento de la concentracion
de CMP, sugiriendo la presencia de una mayor propodadiormas asociadas (dimeros,

trimeros y tetrameros).
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Figura I.4. Distribuciones de tamafios de particulas por intensidag p&) volumen (B) a pH 6,5 y 25 °C

para soluciones de CMP a diferentes concentracionesV);(3 (0); 5 @)y 8% (p/p) A).
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Figura I.5. Dependencia del diametro hidrodinamico promedio, Z-avecagda concentracion de CMP

a 25 °C. Las barras representan el desvio estandar.

Mediante el analisis de Cumulantes se evalud(id) promedio o Z-average para cada
concentracion del péptidéigura 1.5). A valores de concentracién superiores a 3% (p/p)
de CMP el valor del Z-average aument6 con la apariciofagigpoblaciones de mayor
grado de asociacion (superiores a 100 nm) aun cuando enadastid marginales. La
tendencia a la asociacién con la concentracion fserehda también para fa-lg por

Martinez (2010) por dispersion dinamica de luz.
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Figura I.6. Distribuciones de tamafios de particulas por intensidaddganes de CMP (m) y CMP A (o)

al 5% (p/p) inmediatamente después de ajustar el pH a difevaitess con HCI. Temperatura: 25 °C.
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Figura I.7. Distribuciones de tamafios de particulas por volumenldei@oes de CM® (m) y CMPA (o)

al 5% (p/p) inmediatamente después de ajustar el pH a diferaftessvcon HCI. Temperatura: 25 °C.
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|.2.2 Caracterizacién a pH < 6,5.

El pH tiene mucha influencia sobre la carga neta sujertiel CMP (Kreul et al., 2009)
lo cual impacta sobre la interaccion entre las mddésode CMP. En laBigura 1.6 y 1.7 se
muestra el efecto del pH en la distribucién de tamafio dé&pa por intensidad y por
volumen respectivamente de las soluciones de CMP intaethate después de ajustar el
pH a diferentes valores. Asi, con la disminucién del pstees,5 a 3, al(H) del pico
predominante de la distribuciébn de tamafo por intensidadsdsolaciones de CMP se
desplazé hacia valores mayores, desde 2,5 nm a 6,6 nm @GP ® y desde 3,6 a 7,5
nm para el CMPA. Los picos correspondientes a las formas masadasci(100-150 nm)
fueron despreciables en cantidad para ambos CMP como pusdesudas distribuciones
por volumen de ld&igura I.7 lo cual indica que, la mayoria de las particulas tuvieron
d(H) menor a 10 nm. No hubo diferencias significativas eniktsibuciones de intensidad
y volumen de las soluciones de CNdPal disminuir ulteriormente el pH desde 3,0 hasta
2,0 siendo el valor maximo del pico predominante de 6,5 nmgdatoostrados). Debido
a la dificultad que present6 en el filtrado, la muedgaCMPA no pudo analizarse por
DLS a pH menores a 3,5.

En laFigura 1.8 se encuentra ampliado, el pico predominante déglara 1.6 para el
CMP D con el objeto de analizar con mayor detalle los estatsasociacion
predominantes. Se puede visualizar el desplazamiento del ppemtominante hacia
tamanos superiores al disminuir el pH, evidenciando quecsementaron las formas
asociadas del CMP. Los pesos moleculares de estassf@soaiadas fueron estimados
mediante el software del Zetasizer Nano—Zs. ERidgaira 1.9 A se muestra elalor de
d(H) maximo del pico predominante y las formas asociadas deP GMe le
correspondieron de acuerdo al peso molecular estimadel mswftware del equipo. Se
observé un comportamiento similar a una concentrad®B y 5% (p/p) de CMB. El
valor maximo ded(H) del pico predominante por encima de pH 6,0 fue 2,5 nm,
correspondiente a la forma monomeérica del CMP. Ahdisir el pH se incrementaron las
formas asociadas. Se observé que a pH inferior a 4g@lominaron las formas mas
asociadas del CMP, con dfH) entre 6 y 7 nm.
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Intensidad (%)

d(H) (nm)

Figura 1.8. Ampliacién del pico predominante deAmura |.6 para los siguientes valores de pH:

(0) 3,5; ) 4,0; @) 4,5; (V) 5,0; ©) 5,5 y () 6,5. Temperatura 25 °C. El pH fue ajustado con HCI.

Para las soluciones de CM¥Pal 5% (p/p) Figura 1.9 B) también se observo que el valor
maximo ded(H) del pico predominante se increment6 desde 3,6 nm hasta 8 nm al

disminuir el pH pero debido a la presencia de otras protedmaaminantes no se realizo la
estimacion de la masa molecular.
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Figura 1.9. Valor maximo detl(H) del pico predominante (de las distribuciones de intensida de |
Figura 1.6 a 25 °C) inmediatamente después de ajustar el pH con HCI.
A) CMP D a las siguientes concentraciones: 3% (pipy (5% (p/p) (A). Se indica el estado de asociacion
predominante estimado mediante el software del Zetasirer-R&
B) CMPA al 5% (p/p). Las barras de error representan el desdiodes (n = 3).
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1.2.2.1 Efecto del tipo de acido.

El tipo de acidulante empleado podria afectar la formagd@las estructuras asociadas de
CMP. Por este motivo se analizaron las solucion&&a(p/p) de CMMD en las cuales el
pH se disminuyé desde 6,5 (pH original del CMP) hasta 3,5 dfenentes acidos
organicos: acético, lactico y citrico. El analisis ptS se realizé inmediatamente después

de ajustar el pH.

Las soluciones presentaron distribuciones de tamafpartieulas por intensidaéigura
1.10) y volumen Figura 1.11) semejantes entre ellos y al HCI. De los resultagopuede
concluir que el grado de asociacién del CMP apenas ajustgid® no es afectado por el

acido utilizado.

.3 Evolucion del autoensamblaje del CMP en el tiempo.

En las soluciones de CMP a pH menor a 4,5 ocurrid un caemita distribucion de
tamafios de particula con el tiempo a temperatura ampieigetras que en aquellas cuyo
pH fue 4,5 o superior no se observaron cambios. A pH mané/5, con el tiempo,
disminuy6 la intensidad del primer y predominante piconyjukéneamente aumenté la
intensidad de los picos correspondientes a las foasasadas de tamafo superior a 200
nm. En otras palabras, el CMP a valores de pH menorésdaostrdé una progresion de
su autoensamblaje con el tiempo. Como ejemplo del pyodesautoensamblaje, se
muestra la evolucién en el tiempo de las distribucionesad®fios de particula por
intensidad de las soluciones de CMIR CMP A a pH 3,5 en lafiguras .12 Ay .13 A
respectivamente. Se observa que el pico predominante dyg@m$uuintensidad con el
tiempo, apareciendo picos a mayordsl). Estas formas asociadas de mayor tamafo
formadas fueron sin embargo despreciables como se mustias distribuciones de
tamafios de particulas por volumé&ig(ras 1.12 By 1.13 B). El pico de la distribucion de
tamafios por volumen se desplazé ligeramente hacia tanmadigores. Estos resultados
muestran la gran sensibilidad de la técnica de DLS parataeta aparicion de formas

asociadas.
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pH6,0

=3

pH5,5

d(H) (nm)

Figura 1.10 Distribuciones de tamafios de particulas por intensidaduBs®s al 5% (p/p) de CMP

d(H) (nm)

inmediatamente después de ajustar el pH con diferentes:acido

Lactico (), acético ), citrico (A) y HCI (). Temperatura 25 °C.
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Figura I.11. Distribuciones de tamafios de particulas por volumen de@uéscal 5% (p/p) de CMBP
inmediatamente después de ajustar el pH con diferentes:acido
Lactico (), acético ), citrico (A) y HCI (). Temperatura 25 °C.
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16 A 0 min -

Intensidad (%)
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1000 10000

Volumen (%)

d(H) (nm)

Figura 1.12. Distribuciones de tamafios de particulas por intensidag y@lumen (B) de soluciones de
CMPD al 5% (p/p) a pH 3,5 en el tiempo (minutog)t) O, ©) 20, &) 30, (V) 60y ) 120.
El pH fue ajustado con HCI. Temperatura 25°C.

74



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impacto elifigag#n y espumado
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Figura 1.13. Distribuciones de tamafios de particulas por intengiaglvolumen (B) de soluciones de
CMP A al 5% (p/p) a pH 3,5 en el tiempo (minuto&)) O, (O) 20, (1) 30, (V) 60y ©) 120.
El pH fue ajustado con HCI. Temperatura 25°C.
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Como se mostré previamente, inmediatamente después daralspH (t = 0), el
didmetro hidrodinamico promedio (Z-average) vario entdey517 nm para el CMB y
entre 14 y 21 nm para el CMP(Figura 1.14 A y B). El Z-average del CMR fue mayor
gue el CMPD debido a la presencia de otras proteinas contaminantedesteoferesis de
la Figura 1.1). Las soluciones de ambos CMP mostraron un evidentenento del Z-
average con el paso del tiempo para pH < 4,5 indicando elesmgel autoensamblaje.
Sin embargo, para el CMR el incremento deti(H) promedio con el tiempo fue menor,
posiblemente por la presencia de -Ig. Por ejemplo, a pH 3,5 a los 60 minutos de ajustado
el pH, el Z-average para CMR fue 40 nm mientras que para CNOPfue 2000 nm. El
CMP D no mostré ninguna transicién térmica a pH 3,5 y 7,0 (Meztiet al., 2009),
posiblemente debido a su conformacién tipo “random coilayalisencia de uniones
disulfuro. La estructura del CMP por dicroismo circularnsostré muy poco organizada
(Ono, Yada, Yutani y Nakai, 1987). Wang (2007) reporté que a pH &BI@ se agrega
debido a la aparicion de picos exotérmicos en estudiosnmpenocalorimetria. Esto
coincidié con los resultados obtenidos por DLS, modtvaque el autoensamblaje del

CMP solo es posible a pH menores a 4,5.

100000: 100
Al B

100001
e | ;
5 1000- p

104

1 T T T T T T 10 T T T T

2 3 4 5 6 7 3 4 5 6 7
pH pH

Figura I.14. Z-average en funcion del pH a distintos tiempos (minutes)d de ajustado el pH con HCI:
(o) 0, (o) 20, (A) 40 y (V) 60 para soluciones al 5% (p/p) de CHFA) y CMPA (B).

Temperatura 25°C. Las barras de error representan la desweatagdar (n=3).
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Inmediatamente después de ajustar el pH con los acidasamg&itrico, lactico y acético
(Figura 1.15, t=0), el valor maximo del Z-average del CMIP se obtuvo a pH 6,
correspondiendo a los siguientes valores: 10,7 nm el acéwa 10,4 nm para el acido
lactico y 15,1 nm para el acido citrico. Las formas astas entre 20 — 100 nrRigura
1.10) contribuyeron en las diferencias observadas en ler el Z-average. El valor
minimo para el Z-average de las soluciones de CMP savmbpara pH 4,5
inmediatamente después de ajustar el pH con cualquier tgcidte(HCI u organico). Las
soluciones de CMP acidificadas con los acidos organicttscé, lactico y acético)
también incrementaron su Z-average con el tiempo a pH Eigura 1.15). Sin embargo,

el Z-average al cabo de 60 min presenté el siguiente arifigoo > lactico > acético.
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3 4 oH 5 6 3 4 oH 5 6
100000
C
E
—10006G
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(@] ]
o
)]
>
©
N 1005
1 T T T
3 4 pH 5 6

Figura I.15. Z-average en funcion del pH y el tiempo (minutos) luegajdstado el pH:
(m) 0, (1J) 20, (@) 40, (x) 60 para soluciones de CMP D al 5% (p/p).
El pH fue ajustado con los siguientes acidos: A) acétjdadiico y C) citrico.

Las barras de error representan el desvio estandar (n =n§)efaura 25 °C.
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Para cuantificar el efecto del pH en la velocidad deesstimblaje del CMP se grafico el
log de Z-average en funcién del tiempo para solucionedhdle D acidificadas con HCI
(Figura 1.16). La pendiente de las rectas obtenidas es una medida \wiHocidad de
autoensamblajé. Los coeficientes de correlacion lineaf, Rariaron entre 0,928 y 0,986.
En la Figura 1.17 estan graficados estos valores de k en funcion del ps¢ puede
observar quek fue maxima para pH 2,5-3,0. A pH 2,0 la velocidad de autoenspgmbl

disminuyd nuevamente.
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Figura 1.16. Representacion grafica de log (Z-average) en funcion del tiparposoluciones de CMPall
5% (p/p). El pH fue ajustado con HCI. El valor de la pendiénteel coeficiente de regresion lineaf, R

estan detallados y provienen de duplicados o triplicados.
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Figura 1.17. Efecto del pH en la velocidad de autoensambldjelftenidas de I&igura 1.16.

El pH fue ajustado con HCI.

A fin de evaluar el efecto de la dilucién en la velocidacadtmensamblaje del CMP se
realizé el siguiente experimento: una solucién al 5% (@&gLMPD se ajustd a pH 3,0
con HCIl y 30 minutos después, se diluy6 1:2 o 1:5 (segun ensay@gua también a pH
3,0. Durante los 30 min previos a la dilucién, se obsgue el pico predominante en la
distribucion de tamafios de particula disminuy6 su intetisadaranscurrir el tiempo y
simultdneamente aumentd la intensidad de los picasayeres tamafios (no mostrado),
evidenciandose en un aumento del Z-average. Después de iandiklgroceso continué
pero mas lentamente. Se evaluaron las velocidades de sartd#ajek, antes y después
de la dilucion Figura 1.18). Cuando la solucién se diluy6 a la mitdigra 1.18 A), el
valor dek disminuy6é aproximadamente en la misma proporcion (desde 0:030,018
mint). Cuando la solucién se diluyd a la quinta paRigygra 1.18 B), el valor dek fue
aproximadamente 7 veces menor qudaesolucion original (desde 0,046 a 0,006 Hin
Estos resultados indican que la concentracion es tor fegstrictivo en la velocidad del
proceso de autoensamblaje. La dilucion podria ser urseggt para estabilizar el tamafio

de las particulas formadas a pH acidos.
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Figura 1.18. Representacion del log (Z-average) en funcién del tiempo pacaes CMMD al 5% (p/p) a
pH 3. Las soluciones se diluyeron a: (A) 1:2 y (B) 1.5 apuea pH 3 a los 30 min. El valor de la pendiente,
k, y el coeficiente de regresion lineaf, Bstan detallados. El pH fue ajustado con HCI

A partir de los datos obtenidos enHmyura 1.15, se graficé el log del Z-average de las
soluciones de CMM® en funcién del tiempo de modo de analizar la dependencia de
velocidad de autoensamblaje del CMP con el tipo de adiipado Figura 1.19). Las

velocidades de autoensamblaje obteni@tasiependieron del tipo de acido y el pH. Los
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valores dek fueron mayores a pH 3,5 que a 4,0 para todos los acglodiados. Se
observo que el tipo de acido no influyé en la cinéticad®ensamblaje a pH 4,0 con
excepcion del acido acético que presentd la mkenSm embargo, a pH 3,5, el tipo de
acido influyé significativamente en la velocidad de ansamblajek, en el siguiente

orden: acido citrico > acido lactico = HCI > acido aét

0.06

0.00

35 4.0
HCI citrico E=== |actico EEE acético

Figura 1.19. Velocidad de autoensamblajeen funcion del pH con ajustado con diferentes acidos.
La concentracion de CMP fue 5% (p/p). Las barras de error representan el desvimasia = 2).

Letras diferentes indican diferencias significativas<a(f05.

Los resultados muestran que el autoensamblaje en gdiel®l CMP a temperatura
ambiente sélo es posible para valores de pH inferiores yadue la velocidad del proceso
dependi6é del pH, la concentracién y el tipo de acido. Cuehgbl fue 3,5 se observé un
fuerte incremento de la velocidad de autoensamblaje cuasdwoluciones de acidificaron
con acido citrico y un decrecimiento cuando las solesiose acidificaron con acido

acético.
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El autoensamblaje del CMP a temperatura ambiente cdrcét@ acidificante condujo
con el tiempo a la gelificacién de las soluciones a nfieriores a 4,5. Esta gelificaciéon
espontanea del CMP se discutira mas adelante.

l.4 Evaluacion de la reversibilidad por pH del autoensamblaje deCMP.

Dado que el autoensamblaje del CMP ocurre a temperaturangéenbreforma espontanea
a pH < 4,5, es factible que este proceso se revierta araamnmel pH por encima de 4,5.
Para evaluar la reversibilidad por pH del autoensamblajeC#® se analizaron las
distribuciones de tamafios de particulas ydigi$) promedio (Z-average) del CMP antes
del autoensamblaje (pH 7,0), durante el autoensamblaje3a5p§Hluego al retornar el pH
a 7,0. En I&igura .20 A se muestra el Z-average de una solucion de CMP (3% p/@) sobr
la cual se realizaron sucesivos cambios de pH. En phirgar se midi6 el Z-average de la
solucién a pH 7 (minuto 0 a 10), luego el pH se ajusté ad)3HEI (minuto 10 a 50) y
finalmente se regresé al pH original 7,0 (minuto 50 a 135%-&lerage de la solucién
inicial a pH 7 fue 8 nm. Luego de ajustar el pH a 3,5 con ldCE-average aumento
rapidamente con el tiempo, llegando a un valor de 600 nm deb@atoensamblaje del
CMP. Cuando el pH se restauré a 7,0, el Z-average decégiitamente hasta alcanzar un
valor cercano al inicial. Como puede verse en el gradie distribucion de tamafios de
particula por intensidadrigura 1.20 B), las distribuciones a pH 7,0 antes y después del
experimento no coinciden. En ambos casos se presemtasgooblaciones aunque el pico
predominante fue el de menor tamafieg@ra 1.20 C). El valor maximo del pico
predominante se desplaz6 desde 2,3 a 3,6 nm, lo cual correspoad&s formas
monomeéricas y diméricas del CMP, respectivamenteealas a partir del software del
Zetasizer Nano-Zs). Estos resultados indicarian gueversibilidad del autoensamblaje
del CMP por HCI no fue total ya que la forma monoménizae volvié a encontrar luego
de promover la asociacion a pH 3,5. Esto indica la distadbide la forma dimérica del
CMP la cual una vez formada no se disocia por pH.
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Figura 1.20. (A) Z-average en funcion del tiempo para una solucion de DMP3% (p/p) a 25 °C con el

cambio de pH desde 7,0 a 3,5 y luego restaurando el pHRisttbuciones de tamafios de particulas por

intensidad (B) y volumen (C) antes) {y despuésq) del test de reversibilidad. El pH fue ajustado con HCI
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Para evaluar la reversibilidad por pH del autoensamblajeC ki obtenido con acidos
organicos (citrico, lactico y acético) se realizd6 neagio similar al detallado en fégura
.20 para las soluciones ajustadas con HCI.

El comportamiento del Z-average fue similar al obsenedpresencia de HCI (datos no
mostrados), presentando diferentes velocidades de autddagasegln el tipo de acido
segun lo mostrado enfagura 1.19.

Las distribuciones de tamafio de particula por intensidaalnen antes y después del
ensayo de reversibilidad se muestran eRigmra 1.21 donde puede observarse que las
distribuciones a pH 7,0 antes y después del experinmentoinciden. El valor maximo del
pico predominante se desplaz6 desde 2,5 a 4,8 nm cuandoifaaiih fue realizada
con &cido lactico y citrico, lo cual corresponderiaaafdrma tetramérica del CMP
(calculada a partir del software del Zetasizer Nano-Z%)r otro lado, cuando la
acidificacion fue realizada con &cido acético el vat@dximo del primer pico fue 5,6 nm
gue correspondi6 a la forma hexamérica. El grafico steilolicion de tamafios de particula

por volumen Figura 1.21 B), mostrd que la mayoria de las particulas tiened(bdih < 10
nm.
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Volumen (%)

d(H) (nm)
Figura I.21. Distribuciones de tamafios de particulas por intensidad/¢lumen (B) después del test de

reversibilidad (pH 7,0) para soluciones de CMBI 5% (p/p). El pH fue inicialmente ajustado a 3,5 con
acidos organicosiq) lactico; ©) citrico y (A\) acético y luego revertido a 7,0.

(m) Solucién original a pH 7,0.

Estos resultados indicarian que la reversibilidad deleagtomblaje del CMP por &cidos

organicos tampoco fue total ya que la forma monoméricenmlvidé a encontrar luego de

promover la asociacién a pH 3,5. Sin embargo, la presdac@aiones organicos favorece
la formacién de estructuras estables mas asociade@{éebs y hexameros) que no es
posible disociar con el cambio de pH y por lo tanto invakian uniones hidrofobicas.

.5 Efecto de la temperatura en el autoensamblaje del CMP.

La Figura 1.22 muestra el efecto de la temperatura de calentamiestie &5 a 85 °C en
las distribuciones de tamafios de particula por intadsid/olumen de soluciones de CMP
(3% p/p) ajustadas a diferentes valores de pH con H@. IBs valores de pH 3,0, 3,5y
4,0 la distribucién de tamafios de particula por intensidacbiéa En contraste, las
distribuciones de tamafio de particula por intensidadsdsolaiciones a pH 4,5 (datos no

mostrados) y 6,5 no cambiaron con el calentamiento.
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Figura 1.22. Distribuciones de tamafios de particulas por intensidagi€izla) y volumen (derecha) para
soluciones de CMP (3% p/p) para los valores de pH: 3,0; 3,5; 4,0 y 6,5 y déeeedtes temperaturas de
calentamiento: 25(), 35 (A), 45 (<), 55 (), 65 (O), 75 @) y 85 °C (). El pH fue ajustado con HCI

86



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impacto elifigag#n y espumado

Intensidad (%)

Volumen (%)

1 .“HHH;;;M‘
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Figura 1.23. Distribuciones de tamafios de particulas por (A) intensi¢Byl volumen a pH 7,0
para soluciones al 5% (p/p) de CNPTemperatura de medicion: 25 °C
Tratamiento de las soluciones: sin calentamietpy(con calentamiento durante una hora a 70 (

El pH fue ajustado con HCI

Con el objeto de verificar si en condiciones mas d@stitampoco ocurre el
autoensamblado del CMP a pH neutro, se analiz6 una soldei€MP mas concentrada

(5% p/p) la cual se calent6é durante una hora en un le&doas70 °C (con recipiente tapado
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para evitar evaporacion) y luego se enfri6 a 25 °C, sé filise determiné el tamafio de
particula. Los resultados, que se presentan Eiglaa .23 A, muestran que a ese pH, las
distribuciones de intensidad del CMP calentado presentdigeno aumento de la

intensidad del pico correspondiente a 100 nm. Sin embaydjsiibuciones de tamafo
de particula por volumen que se muestran drigara .23 B indicaron que esas formas
asociadas de tamafios mayores son despreciables em@¢aAsd a pH neutro tanto en el
CMP calentado como en el CMP sin calentar prevaledertaa monomérica con un

didmetro hidrodindmico aproximado de 2,5 nm, coincidiendo ocomstudiado para

soluciones al 3% (p/p) de CMPigura 1.22).

Los resultados confirmaron que el CMP a pH 4,5 o superiosenautoensambla por
calentamiento. Es conocida la alta estabilidad térmé@aCMP (Brody, 2000; Moreno,
Lépez Fandifio y Olano, 2002). Esta propiedad fue utilizada otirivDiana, Fraga y
Fontecha (2002) para separarlo de las otras proteinas del deequeso que se

desnaturalizan y precipitan por calor.

Las distribuciones de tamafio por intensidad de las soex@ipH 3,0 y 3,9gura 1.22)
indicaron que al incrementar la temperatura ocurrié un fitapte decrecimiento de la
intensidad del primer pico con un concomitante incremele los picos de mayores
tamafios que se desplazaron hacia tamafos superiorégndw la formacién de
estructuras mas asociadas con el aumento de la tempef&ituembargo, las poblaciones
correspondientes a los mayores tamafos formadas pajodele 55 °C fueron
despreciables como puede verse en las distribuciones jponero de laFigura 1.22. El
pico de tamafios menores desaparecidé tanto para daibutiiones de tamafios por
intensidad como por volumen al aumentar la temperatusgled®5 — 85 °C, y

predominaron estructuras mas asociadas con tamafios separid00 nm.

La intensidad del pico de menor tamafio en las distribasiale tamafios de particula por
intensidad del CMP a pH 4,0 también se redujo al incremsenta temperatura, con el
aumento simultaneo de los picos de mayores tamaiio®niargo, las poblaciones de
mayor tamafo fueron despreciables para todas las tempsratumo puede verse en la

distribucion por volumen de Rigura 1.22.
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Figura 1.24. Evolucién del diametro hidrodinamico promedio, Z-averagefuncion del tiempo para
soluciones de CMP al 3% (p/p) all) 25 °Cy () durante el calentamiento.
Los valores de pH analizados fueron: A) 3,0; B) 3,5 y @)Se informa el valor de la pendierkgmin™)
El pH fue ajustado con HCI.
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La Figura 1.24 muestra la evolucion del Z-average del CMP con el g@ende
calentamiento con el objetivo de mostrar el efecto ejeece la temperatura sobre la
velocidad de autoensamblaje. La velocidad de autoenganilgque es la pendiente de la
grafica de log del Z-average en funcion del tiempo, fue amamamente 5 a 10 veces
superior bajo el efecto del calentamiento que a temparatabiente (R> 0,950). Estos
resultados sefialaron que el tratamiento térmico deolasiones aumenté la velocidad de
autoensamblaje del CMP.

10000:'|'|'|_'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'75
1 calentamiento enfriamiento 2o

- 65
- 60
- 55

=
o
o
T

- 50
L 45

Temperatura (°C)

L 40

100-
] L 35

Z-average (d.nm)

[ 30
b —<— pH 4,5 [ o5

104 pH 6,5 -
T B o o o e o e L e s oy A 0
O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

tiempo (min)

Figura 1.25. Evolucién del diametro hidrodindmico promedio, Z-aveyageante el calentamiento
(hasta 70 °C) y enfriamiento a 25 °C de soluciones de BIslIF3% (p/p) a diferentes valores de p8&) (
3,5, (A)4,0,) 4,5 y @) 6,5. Se muestra también el perfil de temperatura
El pH fue ajustado con HCI.

La Figura 1.25 muestra el cambio del Z-average con el calentamiento syefpar
enfriamiento de las soluciones de CMP a diferentes emlate pH. Aunque las
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distribuciones de tamafio de particula por intensidad deolasiones a pH 4,5y 6,5 no
cambiaron significativamente, los valores finales deav&age se incrementaron
ligeramente con el tratamiento térmico. Esto podribed® a sutiles cambios en la
posiciones de los picos de tamafios mayores. Sin embdasgealores de Z-average de
estas soluciones decrecieron luego del enfriamiento yiqaawnte volvieron al valor
inicial. En contraste, las soluciones de CMP a pH pdrajdede 4,5 mostraron un
incremento importante del valor de Z-average con el tai@anto, relacionado con los
marcados cambios en las distribuciones de tamafio femsidad de I&igura 1.22. Para
estas soluciones (con pH menor a 4,5), el valor de Zageese mantuvo constante durante
el enfriamiento, sugiriendo que las estructuras autoensarsllet&MP formadas durante

el calentamiento fueron estables unas vez formadas.

Los resultados muestran que el CMP es estable a lamiesitos térmicos a pH superiores
4,5 en cuanto no se modifica su estado de asociaciéntriseque a pH cercano al valor
del pl & 4) y por debajo del mismo es afectado por la temperatunsafato estructuras
asociadas irreversibles por enfriamiento. Estos remgtastan de acuerdo con Lieske,
Honrad y Kleinschmidt (2004) quienes estudiaron la influendipldey el calentamiento
sobre la aislacion de CMP por ultrafiltracion del suereesficaron que el CMP aumenta
su sensibilidad al calor a pH acidos (entre 3,8 y 5,2)ntnaie que a pH neutro no

encontraron cambios significativos.

A fin de estudiar si estas estructuras asociadas de Chiadas por calentamiento a
valores de pH inferiores a 4,5 son reversibles con €ppiHejemplo retornando a pH 7,0)
como lo fueron aquellas formadas a temperatura amb{Setecion 1.4, se evalud la
reversibilidad de las estructuras autoensambladas obtgrudaslentamiento desde 25 a
70 °C. LaFigura 1.26 muestra la evolucién del valor del Z-average de uhzism de
CMP a pH 7,0 y 25 °C, cuyo pH se ajusto a 3,5, con HQlakentd hasta 70 °C y se enfrio
a 25 °C, momento en que el pH se ajusté nuevamente a 7,0.

91



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impacto elifigag#n y espumado

10000_'l'l'l'l'l'l'l'l'l'l'l'l'l'l'lllll
1pH 7 pH 3.5 pH 7
—_ Ny .l. u
E | |
S 1000~ - _
S 3 n ]
) ] o
< / "
: /
T 100- .
N ] a ]
|
./
/

10_: / SEguigpuEiSppingEnanfEnnl
...... ]
rrrrrrYrYrYrYrvrvrrrrrrrrrrrrrrvrrrtrrrrrrvrT

25 40 65 25 25 25 25 25 25 25

Temperatura (°C)

Figura 1.26. Evolucién del Z-average de soluciones de CMP (3% p/p) enfude la temperatura y el
cambio de pH desde 7,0 (a 25 °C) a 3,5 (desde 25 hasta 70 °C) selyregando a pH 7,0 (a 25 °C).
El pH fue ajustado con HCI.

La solucién inicial de CMP (a pH 7,0 y 25 °C) mostré uloivde Z-average entre 6 — 7
nm (Figura 1.26). Al ajustar el pH a 3,5, el valor de Z-average rapidaemaumento con la
temperatura hasta valores cercanos a 2000 nm. Después deaderral tratamiento
térmico, se enfrid hasta 25 °C (manteniendo la solucjitd 8,5) y durante ese periodo el
valor del Z-averaggermanecid constante como también se mostré éfiglara 1.25,
indicando la estabilidad de las estructuras formadas.&puego, se cambio elpHa 7,0y
el valor de Z-average se determindé en el tiempo. Serabaen rapido y marcado
decrecimiento, siendo su valor final cercano a 9 nm (gugeramente superior al valor
inicial de 6 - 7 nm) Kigura 1.26). Este comportamiento fue similar al observado para la
prueba de reversibilidad del CMP autoensamblado a pH 3dmpetatura ambiente
(Figura 1.20).
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Figura 1.27. Distribuciones de tamafios de particulas por intensidag yélumen (B) de una solucién de
CMPD al 3% (p/p), pH 7,0 y 25 °C, antes y después«) de la prueba de reversibilidad dé-igura 1.26.
El pH fue ajustado con HCI.
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La Figura 1.27 compara las distribuciones de tamafo de particula gensidad y
volumen de la solucién inicial del CMP a pH 7,0 y laeolida al final de la prueba de
reversibilidad de l&igura 1.26. Puede verse que la distribucion de tamafios de particulas
por intensidad antes y después del experimento no coir(€idjagra .27 A). Antes del
experimento, el valor maximo del primer pico fue 2,3 nm yrespondid a la forma
monomérica y al finalizarlo, el valor fue 4,25 nm, que aoederia a una forma de CMP
entre dimérica y trimerica. El desplazamiento deb phenor y predominante también se
observo en la distribucién por volumefigura 1.27 B). Estos resultados indicaron que a
pesar que el tratamiento térmico a pH < 4,5 promuefataacion de estructuras de CMP
estables al enfriamiento, estas estructuras no fueralimtaite reversibles con el cambio
de pH, por la formacion de dimeros/trimeros de CMPIY = 4,25 nm) estables. Nakano y
Ozimek (1998) quienes fraccionaron el CMP por técnicas atagraficas, sugirieron que
el CMP obtenido fue una estructura asociada de tres moo$yp&ue su peso molecular
no fue afectado por cambios en el pH. Mikkelsen et al. (908Bmostraron en sus
estudios que el peso molecular experimental del CMP es@uglgpeso molecular tedrico
debido a la asociacion de monémeros de CMP y sugirieroaldLidP puede asociarse en
hasta cuatro monémeros los cuales son resistengeslaos de pH.

|.6 Efecto del NaCl en el autoensamblaje del CMP.

1.6.1 Caracterizacion a pH 7,0.

En la Figura 1.28 A se presentan las distribuciones de tamafio de particuiatposidad
de soluciones de CMP solo (5% p/p) y en presencia de 0,02 MQje NaCl, que
corresponden a las relaciones de 0,2 y 4 milimoles dd/gNd€ CMP respectivamente.
Las mediciones se realizaron inmediatamente despuégsstier &l pH a 7,0 con NaOH. El
CMP en presencia de NaCl presentd una distribucién bimadafue el primer pico fue
predominante como puede observarse en la distribucién poneo Figura 1.28 B). Para
la solucién de CMP con una concentracion de 0,01 M d&, N pico predominante tuvo
una amplitud entre 1,7 y 5,6 nm y para 0,2 M de NaCl entre 8,7 wm. Por lo tanto,
puede apreciarse que la presencia de 0,01 M y 0,2 M de Na@Gateapvalor maximo de
d(H) del primer pico desde 2,3 nm (solucion de CMP sin NaCl)2ang y 4,8 nm
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respectivamente. De igual manera que las soluciones de €NMPa pH 7,0, las
distribuciones de tamafios de particula por intensidadliymem de las soluciones en
presencia de NaCl fueron transparentes y estables iemebt es decir no se observé un
cambio en el Z-average (datos no mostrados).

4,8 nm

| A

Intensidad (%)

d(H) (nm)

30

Volumen (%)

1 . 10 100
d(H) (nm)

Figura 1.28. Distribuciones de tamafios de particulas a pH 7,0 parei@oks de CMB® (5% p/p) por

A) intensidad y B) volumen a 25 °C. El pH fue ajustado con HCI.
Sin NaCl @) y en presencia de 0,01 M)(y 0,2 M de NaCl4).
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Como se mostro previamente erskeccion 1.2.11as soluciones de CMP sin NaCl a pH 7,0
se caracterizaron por el predominio de la forma monicen€2,5 nm) debido a las fuertes
cargas negativas de la molécula de CMP. Una estimdeida masa molecular del CMP
obtenida en presencia de NaCl con el software del Zetddano-Zs indico que d(H) de
3,2 nm corresponde a la forma dimérica del CMP y 4,8 nntedrlamérica. Por lo tanto, la
presencia de NaCl indujo la asociacion del CMP. Un efactitas de interaccion entre las
moléculas fue reportado para el caseinato de sodio empiesie NaCl a pH 6,7 por
HadjSadok, Pitkowski, Nicolai, Benyahia y Moulai-Mostgf2008). El caseinato en
condiciones de baja fuerza i6nica (3 mM) esta presem® enoléculas individuales, pero
forma estructuras asociadas (superiores a 100 nm) enicmedicle alta fuerza idnica. Al
aumentar la fuerza ionica, ocurre un apantallamientaasledrgas de las proteinas. La

disminucién en la repulsion eléctrica favoreceriaskacacion.
1.6.2 Caracterizacién a pH < 4.5.
Dado que el pH 4,5 es el limite por debajo del cual se obséauioensamblaje del CMP,

fue importante estudiar el efecto que produjo la disminucibpldesn las soluciones de
CMP en presencia de NacCl.

2!:

Intensidad (%)
Volumen (%)

d(H) (nm) d(H) (nm)

Figura 1.29. Distribuciones de tamafios de particulas a pH 4,5 por (Asioked y (B) volumen a 25 °C
para soluciones de CMP (5% p/p). El pH fue ajustado con HCI
Sin NaCl @) y en presencia de 0,01 M)(y 0,2 M de NaCl4).
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Las distribuciones de tamafio de particula por intensidaaluynen de las soluciones de
CMP solo y en presencia de NacCl, justo después de ajustauiden 4,5, se presentan en la
Figura 1.29. No se observaron cambios por la presencia de NaGial&l maximo del
primer pico, 5,6 nm, correspondi6 a la forma hexamérit€ N tal como se mostro en
la Seccion 1.2.2 En el tiempo, las distribuciones de tamafios de péatfor intensidad y
volumen de las soluciones de CMP en presencia de Nalgl45 no cambiaron (datos no
mostrados) como tampoco lo hicieron las de CMP &xacion 1.3.
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Figura 1.30. Distribuciones de tamafios de particulas a pH 3,5 por (@)sitad y (B) volumen a 25 °C
para soluciones de CMP al 5% (p/p). El pH fue ajustado con HCI
Sin NaCl @) y en presencia de 0,01 M)(y 0,2 M de NaCl4).

Inmediatamente después de ajustar el pH a valores poodibdj,5 se observo que, las
distribuciones de tamafios de particula por intensidaduynem de soluciones de CMP en
presencia de NaCl fueron similares a las obtenidas pdRag0lo. En l&Figura .30 A se
muestra, como ejemplo, la distribucibn de tamafios déicpls por intensidad de
soluciones de CMP solo y en presencia de 0,01 y 0,2 M de &lg®l 3,5. El valor
maximo del pico predominante de todas las distribucioneardafios por intensidad fue
aproximadamente 6,6 nm y las grandes estructuras correspiesda pico de mayor
tamano £ 100 nm) fueron despreciables en cantidad como puede observals&igara
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1.30 B. Sin embargo, las distribuciones de tamafios de partipatagolumen muestran
gue en las soluciones de CMP la presencia de NaCl deder@mente al pico hacia

mayores diametros hidrodinamicos.

d(H) (nm)

pH

Figura 1.31. Valor maximo del pico predominante de las distribuciondameafios de particulas por
intensidad de soluciones de CNDR5% p/p) inmediatamente después de ajustar el pH.
Sin NaCl @) y en presencia de 0,2 M de Nag).(El pH fue ajustado con HCI.

En laFigura 1.31 se puede visualizar el valor maximo del pico predominantfererion
del pH para soluciones de CMP solo y en presencia de unzaatidad de NaCl (0,2 M),
qgue corresponde a una relacion de 4,0 milimoles de NaCl/gMie, inmediatamente
después de ajustar el pH. Las mayores diferencias lastedluciones de CMP solo y en
presencia de NaCl se encontraron a pH superiores a 5gkt&ncondiciones, se observo
que predomino la forma tetramérica del CMP (4,8 nm).

Con el transcurso del tiempo a pH < 4,5, las solucioneSME en presencia de NaCl
(0,01 M y 0,2 M) presentaron autoensamblaje de la misnraafajue el CMP solo
(Seccién 1.3 que se manifestd como la disminucién de la intensidad ohe¢ppico de la
distribucion tamafos de particulas y el aumento simatt de la intensidad
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correspondiente a los picos de mayores tamafnos (a@damente 100 nm) (datos no
mostrados).

log (Z-average)

log (Z-average)

1 pH 3,5

0 5 10 15 20 25 30 35 40

tiempo (min)

Figura 1.32. Log (Z-average) en funcion del tiempo para soluciones de B&IPB% (p/p) apH 3,0y 3,5
Sin NaCl @) y en presencia de 0,01 M)(y 0,2 M de NaCl4). El pH fue ajustado con HCI.

El aumento de tamafio de las particulas en el tiempo<a4fB, se evidencié también por
el incremento del Z-average. EnHéagura 1.32 se presentan la evolucion del log de Z-
average en el tiempo para soluciones de CMP solo y sarmia de diferentes cantidades

de NaCl a pH 3,0 y 3,5. Las pendientes de las rectas désenorrespondieron a la
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velocidad de autoensamblada(R? > 0,976). Un andlisis de ANOVA de los valores de las
pendientes determiné que a pH 3,0, la presencia de NaCheantaciones hasta 0,2 M
en las soluciones de CMP no afect6 a la velocidad aeerasamblajek, cuyo valor fue
0,042+ 0,001 mift (P > 0,05). A pH 3,5, la presencia de baja concentracidtadé (0,01

M) tampoco influyé en la velocidad de autoensamblaje qué®,B&7+ 0,001 mif- (P >
0,05) en comparacion con la solucién de CMP solo. En icardabpresencia de 0,2 M de
NaCl la disminuy6 significativamente (P < 0,05) a 0,017,091 mir.

Las sales alteran la interaccion entre las proted@aiy que apantallan la repulsion debido
a las cargas eléctricas y favorecen su asociacioyariBry McClements, 1998). De los
resultados presentados se concluye que en las solucienéMP la presencia de NaCl
afectd principalmente el estado de asociacion del CNdPI auperior a 4,5, debido a la
formacion de estructuras asociadas donde predominaronvesodiy tetrameros de CMP,
dependiendo de la concentracién de NaCl. Para valongld d#eriores a 4,5, el estado de
asociacion de las moléculas de CMP en presencia de iNmEtiatamente después de
ajustar el pH y el autoensamblaje en el tiempo no fuafectados por el agregado de

NaCl, con excepcién de la presencia de alta cantidach@édNpH 3,5.

.7 Efecto del CaCl,en el autoensamblaje del CMP

1.7.1 Caracterizacioén a pH 7,0.

La adicion de CaGlsolido a las soluciones de CMP produjo un ligero decrectmidel
pH desde 6,6 (pH original del CMP) hasta 6,1 (concentragi@hdie CaGlen la solucién
0,2 M). Este mismo efecto fue encontrado por Pitkowsldpli y Durand (2009) para
soluciones neutras de caseinato de sodio a la que se d® &g€J. La disminuciéon del
pH implicaria la liberacién de protones por la unién dedica la proteina (Pitkowski et
al., 2009).
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Figura 1.33. Distribuciones de tamafios de particulas a pH 7,0 parei@oés de CMP® al 5% (p/p)
por A) intensidad y B) volumen a 25 °C. El pH fue ajustada-®oh
Sin CaCj (m) y en presencia de 0,01 M)( 0,04 M (V); 0,06 M ©)y 0,2 M Cad{ (o).

En laFigura .33 A se muestran las distribuciones de tamafios de partfmiastensidad
de las soluciones de CMP solo al 5% (p/p) y en presenci@ad® (0,01 - 0,2 M)
inmediatamente después de ajustado el pH a 7,0 con Na@t¢tntrado para evitar
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diluciéon. Todas las soluciones de CMP en presencia de, @egdlentaron distribuciones
de intensidad bimodales pero solo el primer pico fue el predowe como puede
apreciarse en la distribucion en volumen dei¢aura 1.33 B. LaFigura 1.34 presenta una
ampliacion del pico predominante deHagura 1.33 A con el objeto de analizar en detalle
los estados de asociacion del CMP en presencia de.®&h soluciones de CMP con
0,01 M de CaGl(0,2 milimoles de Ca@lg de CMP), el valor maximo del primer pico fue
3,7 nm y su amplitud estuvo entre 2,0 — 6,5 nm. Para solscidee CMP con
concentraciones iguales o superiores a 0,06 M de,@AQI milimoles moles de Cafli

de CMP) el pico predominante tuvo un valor maximo en 5,6 s amplitud entre 2,7 y
10 nm. Puede observarse como la presencia de @a§plazé al valor maximo del pico
predominante hacid(H) mayores, evidenciando la ausencia de la forma mononica
CMP (2,5 nm) cuando la concentracion de Gd@? superior a 0,04 M (0,8 milimoles de
CaCl/g de CMP). La amplitud de los picos indica que el cgdoiomueve la asociacion del
CMP a dimeros, tetrameros, hexameros y formas stasaalas.

15 : : —_—

pH 7,0 5,6 nm

Intensidad (%)

d(H) (nm)

Figura 1.34. Ampliacion del pico predominante deRagura 1.33 A.
Sin CaCj (m) y en presencia de 0,01 M)( 0,04 M (V); 0,06 M ©) y 0,2 M de CaGl(o).
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7
1 pH 7,0
Hexameros g
Tetrameros
Dimeros
i Monomeros
2 T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

milimoles de CaGl g de CMP

Figura 1.35. Valor maximo del(H) del primer pico de la distribucion de intensidades dédara .33 A
en funcion de los milimoles deaC} por g de CMMD a pH 7,0. Temperatura 25 °C.

Se indica el estado de asociacion predominante estimediamie el software del Zetasizer Nano-Zs.

El estado de asociacién predominante se puede observaranssesite en I&igura 1.35
gue muestra la evolucion del valor maximodgel) del primer pico de la distribucién de
intensidad de tamafios de particulas (dd-itura 1.33 A) en funcién de la relacion
milimoles de CaGlg de CMP. A medida que aumenta la cantidad de GaCh solucion
de CMP las formas predominantes son dimeros, tetramgrosencima de 1,2 milimoles
de CaCl/g de CMP la forma predominante es hexamérica. A la dodimérica y
hexamérica del CMP corresponden pesos moleculares @yados entre 15 y 45 kDa.
Kawasaki, Kawakami, Tanimoto, Dosako, Tomizawa, Kotakeakdjma (1993), en uno
de los primeros trabajos publicados sobre la purificaciéhCMP, hallaron un peso
molecular entre 20 y 50 kDa para el CMP a pH neutro. Estielseria posiblemente a la
presencia de importantes cantidades d& €a el CMP donde se hicieron esos estudios
(2600 mg/100 g de muestra).
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Figura 1.36. Distribuciones de tamafios de particulas a pH 7,0 parei@oés de CMB® (5% p/p) y 0,2 M
de Ca(]j por A) intensidad y B) volumen a 25 °@) (nmediatamente después de ajustar el pB)ye( las
72 horas. El pH fue ajustado con HCI.

En laSeccién I.2.1se discutié que a pH neutro en ausencia de sales prévialdorma
monomeérica del péptido, y que las soluciones de CMP fustaimente transparentes
(datos no mostrados) y estables en el tiempo. Sin embargmmportamiento de las
soluciones de CMP en presencia de Ga@l concentraciones superiores a 0,06 M (1,2
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milimoles de CaGlg de CMP) a pH 7,0 fue totalmente diferente: se observé u
enturbiamiento y aumento de la viscosidad con el transcur$as demanas. Leigura
.36 A muestra la distribucion de tamafios de particula ponsitad y volumen de la
solucién de CMP con 0,2 M de CaQ#,0 milimoles de Ca@ly de CMP) luego de 72
horas a temperatura ambiente. Se observa la dismindeida intensidad del primer pico
(que correspondié a 5,6 nm) y la aparicion, a las 72 haesnayor proporcién de
particulas con tamafios mayores a 100 nm, aunque estasqu@daw fueron importantes
cuantitativamente como se deduce por la ausencia deidasasnen la distribucion por
volumen Figura 1.36 B). Kawasaki et al., (1993) también observaron el enturbigmi
de las soluciones de CMP, obtenido a partir de concentratkigor de suero, a pH neutro
a 25°C.

Los sitios de unién principales para el calcio en lasioas son los residuos de fosfoserina
y los residuos de glutdmico y aspartico de la cadena pap{idieisel y Olieman, 1998).
Aunque los residuos de glutamico y aspartico también bagtrh con sitios carboxilicos
libres potenciales para unir metales, estos presentaornmeportancia a medida que el pH
desciende (Kitts, 2006). Es necesaria menor concentrdei@mes divalentes que de iones
monovalentes porque para los iones divalentes es n@s/efel apantallamiento por su
habilidad de formar puentes (Bryant y McClements, 1998)fdrasas glicosiladas de la
caseina contienen entre 0 — 5 moles de &cido sidlicompbmpor lo tanto el fragmento C-
terminal, el CMP, contiene la misma relacion (Mikkegls Bakman, Sgresen, Barkholt y
Frokieer, 2005a). El &cido sialico es conocido por su habilpm@@ quelar calcio
preferentemente a pH 7,0 (Jaques, Brown, Barrett, BAelner, 1977). Por lo tanto,
son tres las posibles maneras de union del calcio I®GME, a través de los residuos de
aminoacidos acidos, por las serinas fosforiladas ygsorelsiduos de acido sialico.

1.7.2 Caracterizacion a pH < 4.5.
En primer lugar, fue de interés estudiar el comportamiéat@&€MP en presencia de CacCl
en la condicion limite de pH 4,5. En lgura 1.37 A se observa la distribucion de

tamafios de particulas por intensidad de las solucam&MP solo y en presencia de 0,2
M de CaCj (4,0 milimoles de Ca@g de CMP), inmediatamente después de ajustar el pH
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a 4,5. Se puede observar que no existieron diferencias dristeabuciones por intensidad
y volumen, mostrando que la poblacién predominante en amdmss tuvo un valor
maximo ded(H) aproximado de 5,6 nm, aunque también estuvieron presenteguzasuc
asociadas de aproximadamente 100 nm despreciables en cakiglad (.37 B). La
distribucion de tamafio de particulas por volumen de lecgw de CMP y CagGimostré
un sutil desplazamiento hacia tamafos superioressalasiones de CMP y CaCé pH
4,5 también fueron estables en el tiempo.

Intensidad (%)
Volumen (%)

d(H) (nm) d(H) (nm)
Figura 1.37. Distribuciones de tamafios de particulas a pH 4,5 por (Asioked y (B) volumen a 25 °C para
soluciones de CMP al 5% (p/p). El pH fue ajustado con HCI.
Sin CaCj (m) y en presencia de 0,2 M de Ca@l).

La Figura 1.38 muestra las distribuciones de tamafios de particulasnfensidad y
volumen de soluciones de CMP sin y con agregado de 0,2 M@ @20 milimoles de
CaC} por g de CMP) inmediatamente después de ajustar el pférardes valores (3,0,
3,5y 4,0). Se observa que no existieron diferencias &igtifas en el valor maximo y en
la amplitud del pico predominante entre las solucione€M® solo y en presencia de
CaC}. Las particulas de tamafios de aproximadamente 100 nm fuesprealables en
cantidad, como puede observarse en las distribucioneslui®en en las tres condiciones
de pH. Sin embargo, las distribuciones de tamafios decydargpor volumen de las
soluciones de CMP con agregado de Ga@@dsentaron un ligero desplazamiento hacia

tamafnos mayores.

106



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impacto elifigag#n y espumado

15 25
1 pH 3,0 1 pH 3,0
20-
;\; 104 = ]
< =
S 15
B T
3 E
c S ]
g R
£ > 104
5- ]
54
0 0
1000 1 10 100
25 d(H) (nm)
pH 3,5
g s |
= < 15
(15} % i
o
k= g |
c b= g
g R
= > 104
< 104 -
S S
3 S
(15} c
B £
c b=
g G
£ >

1000

d(H) (nm)

Figura 1.38. Distribuciones de tamafios de particulas por intensidagi€izla) y volumen (derecha) para
soluciones de CMP (5% p/p) para los valores de pH: 3,0; 3,5 y 4,0 inmediateEntmspués de ajustarlo
con HCI. Sin CaGl(m) y en presencia de 0,2 M de Ca@)).
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La Figura 1.39 muestra el valor maximo del primer pico en funcién deppka soluciones
de CMP solo y en presencia de 0,2 M de @4€J0 milimoles de Ca@l de CMP)
inmediatamente después de ajustar el pH. Se observdeoandias entre las soluciones
para los valores de pH superiores a 5,0. Asi, en estartoacion de Caglel CMP se

asocio para formar principalmente hexameros (5,6 nm).

d(H) (nm)

Figura 1.39. Valor maximo del pico predominante de las distribucionestéasidad para el rango de pH
entre 3,0 y 7,0, inmediatamente después de ajustar las sekidie CMMD (5% p/p) con HCI.
(m) Sin agregado de CaGf con agregado dea) 0,2 M de CaGl

En laFigura 1.40 se muestran las distribuciones de tamafios de panpiculiatensidad y
volumen para soluciones de CMP en presencia de 0,2 Ma@g & diferentes tiempos
después de ajustar el pH (3,0, 3,5y 4,0). A pH 3,0 y 3,5, se 6Haetisminucion de la
intensidad del primer pico de las soluciones de CMP convD@ CaC] pero para
tiempos mucho mayores que los observados con las sascide CMP solo. La
distribucion de tamarfos por intensidad de la soluci6@M®e con 0,2 M de Cagh pH

4,0 practicamente no cambié después de 5 dias.
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Figura 1.40. Distribuciones de tamafios de particulas por intensidagi€izla) y volumen (derecha) para
soluciones de CMP (5% p/p) con 0,2 M de Cagiara los valores de pH: 3,0; 3,5y 4,0 inmediatamente

después de ajustado el p) y a otros tiempos especificados en la figura (
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Figura I.41. Evolucién del diametro hidrodinamico promedio, log (Z-agejaen funcién del tiempo para
soluciones de CMP (5% p/p) a pH 3,0y 3,5. Sin CaQis) y en presencia de
0,04 M (V); 0,06 M )y 0,2 M @) de Cadd. El pH fue ajustado con HCI.

A fin de cuantificar el efecto de la presencia de dif@®obncentraciones de Ca&bbre
la cinética del autoensamblaje de CMP a temperatura ambpara los valores de pH 3,0
y 3,5, se evalud la evolucién del log del Z-average ecidardel tiempo Kigura 1.41).
De dichos gréficos se obtuvieron rectas con un ceefiei de correlacién lineal,’R
superior a 0,980. Las pendientes de las rectas son un@ameel la velocidad de
autoensamblajek. A pH 3,0,k disminuyé desde 0,042 + 0,002 fhifsolucién de CMP
solo) a 0,019 + 0,001 miin(solucién de CMP con 0,2 M Cafil Por otro lado, cuando el
pH fue ajustado a 3,% fue 0,039 + 0,001 mih (CMP solo). La presencia de 0,04 M
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CaC} en la solucién de CMP practicamente no cambi 8,033 + 0,001 mih. Sin
embargo, una mayor concentracion de Ga(@,06 M o superior) suprimié el
autoensamblaje a temperatura ambiente al menos ducent#0I| minutos que dur6 el

ensayo.
B l Agregado de 0,06 M de CaCl
D

E

c

<
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<

qTlozA
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Figura 1.42. Diametro hidrodinamico promedio (Z-average) en funcidniel®po para soluciones de CMP
D al 5% (p/p) a pH 3,5 y el efecto de una posterior incorgorate CaGlsélido.
Los puntos sefialado8,(B, C y D) son diferentes momentos del experimento.

Temperatura: 25 °C. El pH fue ajustado con HCI.

Con el propésito de comprobar la reduccion de la veldaitd autoensamblaje del CMP
por la presencia de Cafse realizé el siguiente experimento. A una solucio@e D al

5% (p/p) se le ajusté el pH a 3,5 con HCI e inmediatamsntietermind la evolucion del
tamafio de particula en el tiempo. El Z-average indgala solucién original fue 10,3 nm
(puntoA de laFigura 1.42). Al transcurrir el tiempo, el Z-average de la soluciamento
hasta alcanzar aproximadamente 100 nm a los 25 minutos @uaettaFigura 1.42). En

ese momento se agregd Casillidoa la solucion para lograr que su concentracion final
sea 0,06 M (relacion 1,2 milimoles de Cga@lde CMP) y se determiné la evolucion del
tamafio de particula en el tiempo (pu@ale laFigura 1.42). Se pudo observar que, el

agregado de Cagtlisminuy6 rapidamente el Z-average desde 100 nm a 7,7 nvajarn
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menor al inicial. Con el transcurso del tiempo (90 mindespués del agregado de GaCl
aumento6 el valor del Z-average hasta alcanzar nuevaneé valor de 100 nm, momento

en el cual finalizé el experimento (puridode laFigura 1.42).

Intensidad (%)

Volumen (%)

100

d(H) (nm)
Figura 1.43. Distribuciones de tamafios de particulas por (A) intensidgBywolumen de soluciones de
CMPD (5% p/p) a pH 3,5 para los diferentes momentoB,(C y D) mostrados en |gigura 1.42:
0 min, 0 M Cadl (momentad) (m); 25 min, 0 M CaGl(momentoB) (O); 30 min, 0,06 M CaGl(momento
C) (0) y 140 min, 0,06 M CaG(momentaD) ().
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La Figura 1.43 A muestra las distribuciones de tamafios de particulanpemsidad y
volumen de las soluciones de CMP cuyo Z-average pertéeen laFigura 1.42. La
solucién de CMP mostro inicialmente una distribucidintiensidad cuyo primer pico tuvo
un valor maximo del(H) de 6,6 nm (minuto 0, momen#). Luego de 25 min (momento
B), se observd, como era esperado, la disminucién deelasidad del primer pico y el
aumento simultaneo de la intensidad de los picos defi@nmayores (despreciables en
cantidad) Figura 1.43 B). El agregado de Cath la solucion del CMP (a los 30 minutos
de iniciado el experimento, momen&) mostré la ruptura de las grandes estructuras
asociadas superiores a 100 nm y el aumento de la intensidgidapredominante, cuya
posicion cambi6 ligeramente hacia tamafios menores (6,2 @om el transcurso del
tiempo, el pico predominante volvié a disminuir su intesdignientras que aumento la
intensidad de los picos de mayores tamafios, evidenciadbiétapor el incremento del Z-
average. En l&igura 1.43 A se muestra como ejemplo la distribucién de tamafos de
particula por intensidad de la solucién a los 140 minutasm@gntoD) de iniciado el
experimento. Los resultados mostraron que las grandestestis asociadas formadas
durante el ensamblaje del CMP en el tiempo a pH inferiard,5 se rompieron con el
agregado de Cag4 la solucién, pero que con el tiempo el CMP volvié aengamblarse.

1.7.3 Reversibilidad por pH del autoensamblaje del CMP.

Como se mostré en I8eccion 1.4 las estructuras de CMP formadas a valores de pH
inferiores a 4,5 por ajuste con HCI no fueron totalmeatersibles con el pH (retornando
a pH 7,0), porque los dimeros de CMP una vez formados,u@mrf revertidos a
mondmeros con un posterior cambio de pH. Por otro ladobiém se mostré que el
agregado de CafLla una solucibn de CMP a pH 3,5 disminuia la velocidad de
autoensamblajeF{gura 1.42). Por lo tanto es necesario plantearse si estascesas
formadas a pH 3,5 en presencia de @&0h reversibles con un cambio de pH, es decir
regresandolo por ejemplo a pH 7,0. Con este fin se evalu@Versibilidad de las
estructuras de CMP en presencia de ¢aCh Figura 1.44 A muestra las distribuciones
por intensidad de una solucién de CMP (5% p/p) y 0,04 M de ,Qa€lacion 0,8
milimoles de CaGlg de CMP) a pH 7,0 luego de haber sido llevada a pH 3,5 coy HC

regresada a 7,0. En Egura 1.44 A también se muestra a la solucién de CMP original
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(5% p/p y 0,04 M de Caglla pH 7,0. Se observa que las distribuciones de tamafnos por
intensidad de la soluciéon original y la que sufri6 camhkdes pH fueron similares,
demostrando que las soluciones fueron reversibles cpH.€El pico predominante tuvo

un valor maximo de 4,8 nm que corresponderia al tetrameroMfe. Es decir, los
tetrameros formados en presencia de €addH 7,0 serian estables a un cambio de pH
posterior, indicando que estarian posiblemente estabitizamtouniones hidrofdbicas.
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Figura 1.44. Distribuciones de tamafios de particulas de solucion€s/D (5% p/p) y 0,04 M CaGlpor
A) intensidad y B) volumen a 25 °C. El pH fue ajustado con HCI.
La solucion fue sometida a los siguientes ajustes de pHe de@ a 3,5 para regresar a B (

Como comparacién se muestra la solucién original a PkaY.,
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1.8 Modelo del autoensamblaje del CMP.

Para interpretar el proceso de autoensamblaje y geiditaespontanea del CMP es
importante considerar el tipo de uniones que pueden ocutrie sus moléculas. La
formacion de uniones covalentes no es posible debidoaaisencia de cisteina en su
cadena peptidica. Mikkelsen, Frgkizer, Topp, Bonomi, kmBicariello, Ferranti y
Barkholt (2005b) demostraron la ausencia de uniones cosslentre las moléculas de
CMP obtenido de hidrolizados aecaseina por pepsina en cromatografias por exclusion
por tamafio (SEC). Sin embargo, pueden tener lugar las cicitemas electrostaticas,
hidrofébicas y puente hidrégeno que pueden promover el autoeagambklificacion del
CMP.

El CMP es afectado por los cambios de pH debido a una iampertcantidad de
aminoacidos cargados en su composicion, ademas de los tpsfoodados y glicosilados
(Chobet, Touati, Bertrandharb, Dalgalorrondo y Nicol®#89). La cadena peptidica de 64
aminoacidos del CMP contiene dos residuos de Asp, sietbai®@lu (dependiendo de la
variante genética), una o dos Ser fosforiladas yrasisluos de Lys. Al disminuir el pH,
las moléculas de CMP pierden la carga negativa de lakiossde Glu y Asp, del grupo
carboxilico N-terminal y de los residuos acidos de adéaas del gCMP. El pl del aCMP
esta cercano a 4,1, lo cual se relaciona con la abciadd@ residuos acidos en la cadena
peptidica. La sialilacién es reconocida por cambiar dedhs proteinas (Barrabés, Sarrats,
Fort, De Llorens, Rudd y Peracaula, 2010). Holland, Deeileywood (2004) calcularon
gue para lac-caseina el pl decrece en 0,18 unidades por molécula de #&dido gara la
variante genética A y 0,21 unidades para la variante gargti&l pl del gCMP es 3,15,
menor con respecto al aCMP, debido a la carga negaticworad de los residuos
glicosilados y en especial por la abundancia de &cidioosigpKa del &cido sialico: 2,2-
2,6) que reduce la carga neta de la cadena de aminoé&cidoB @ral., 2009).
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40- - 40

Figura 1.45. Efecto del pH sobre el potencial zeta (mV) de solucipness de aCMPsjy gCMP ©).

Se indican con flechas las posiciones de los puntogaoebs (Kref et al., 2009).

La Figura 1.45 muestra el efecto del pH en el potencial zeta del CMP, reportado por Kreufy

et al. (2009) para muestras puras de las fracciones aCMP .gafa pH superiores a
pH 6,5, las cadenas de aminoacidos estan deprotonadas, mdigloteta permanece
relativamente estable a aproximadamente -20 mV para aCNP s,V para gCMP. Se
observa que a pH superior a 6,5 hay un fuerte aumento detjbtasta (negativo) hasta
alcanzar el pl debido a que se incrementa la protonaciGwsdarinoacidos acidos de la
cadena peptidica. Muchos de los residuos hidrofébicos del @WME-5, 17-22, 35-39 y
58-65) estan enmascarados por una fuerte densidad de cargaedgdioss de Glu y Asp
en un amplio rango de pH neutro y basico para ambasdres;ipor lo tanto no pueden
interactuar. Este efecto es mas pronunciado para el gCMé&ode su carga neta negativa
por los residuos terminales de acido sialico. El decieobm de la carga negativa
permitiria la interaccién hidrofébica entre las molésude CMP.

116



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impacto elifigag#n y espumado

tetrasacarido

carga positiva

N-terminal

C-terminal be

~_ i dominios hidrofobicos libres
o 0 /

carga negativa

Figura 1.46. Estructura tridimensional del aCMP variante genéticeeAgCMP (si se une al tetrasacarido) a
pH 7 y fuerza idnica nula. Se indican las zonas C- y N-tedngilos dominios hidrofébicos libres
(Kreup et al., 2009).

La verdadera estructura tridimensional del CMP no pueddeterminada debido que no
es posible su cristalizacion. Kigat al. (2009) presentaron una estructura tridimensional
del CMP obtenida mediante un software de modelado de mstéiigura 1.46). La
estructura del CMP en Rigura 1.46 permite analizar las dimensiones moleculares y la
densidad de carga eléctrica de la fraccion aCMP (a pH &rgafudnica nula). También se
muestra un tetrasacéarido sin carga (que estaria unido algpépste tratara de la fraccion
gCMP) con el objetivo de mostrar la dimensién de la cadEnglicano respecto al
péptido. Mientras que la region C—terminal y gran part@éjaiido tienen una fuerte carga
negativa (con una carga negativa adicional del glicarse sratara del gCMP) hay tres

pequefios dominios cargados positivamente en la zona Nraérm
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Figura 1.47.Esquema del modelo propuesto para explicar el autoensamlddjgrmacion de una
estructura gelificada del CMP por HCI a temperatura ambiente enedio de baja fuerza iénica.
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Basado en nuestros resultados y en trabajos publicado®anénte (Kreul3, Krause y
Kulozik, 2008; Kreuf3 et al., 2009) se propone un modeigu¢a 1.47) para explicar el
autoensamblaje del CMP y la formacion de una estruajeidicada a temperatura

ambiente por disminucion del pH con HCI.

En un medio de muy baja fuerza i6nica (ausencia de)ssdeha mostrado que el CMP a
pH > 6,5 esta presente en forma monomérica y no se autoensambla en el tiempo, ni
tampoco bajo calentamiento. Esto puede atribuirse a emadal repulsion electrostética
por el potencial Z altamente negatieigura 1.45). La primera etapa del autoensamblaje
del CMP inducido por pH a muy baja fuerza i6nica podria acdebido a fuertes

interacciones entre los dominios hidrofébicos a pH mende 6,5.

Disminuyendo el pH por debajo de 6,5, hay una fuerte disndinwdg| valor absoluto del
potencial zeta hasta el gFigura 1.45) (Kreufl3 et al., 2009) debido a un aumento de la
protonacion de las cadenas de aminoacidos acidicos. Ramtdn el apantallamiento por
las cargas negativas comienza a disminuir permitiendo edudominio hidrofébico
terminal (AA 1-5), que no esta apantallado por carga nvegatiteractie primero, seguido

por dominios hidrofébicos ubicados en el centro de la @ageptidica.

De esta forma, por acidificacion con HCI a temperaturdiente se formarian dimeros
(Etapa | de l&igura 1.47). Una vez formadas, estas estructuras serian establesiores
cambios de pH como se mostr6 en los estudios de revidembifFigura 1.20). La
estabilidad de la forma dimérica del CMP fue reportadaigmente por Mikkelsen et al.
(2005b) quienes encontraron a pH 3,4 formas asociadas d&@&83kDa por cromatografia
de exclusion de tamafio (SEC). Considerando que el pesccutamledel CMP es
aproximadamente 7 kDa, Mikkelsen et al. (2005b) concluyé queM# existe como
tetrameros, dimeros y monémeros. Sin embargo, el Bn8S—PAGE de las fracciones
separadas por SEC revelaron una sola banda a 18 kDa rslgigee la forma dimérica

del CMP es resistente a la disociacion.

La segunda etapa de autoensamblaje ocurre a pH menor pod,mteracciones
electrostéticas entre dimeros de aCMP con cargav@osiéta y dimeros negativamente
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cargados de gCMP, como también de dimeros mixtos aCMP-dEMPa |l de l&igura
1.47).

A pH 4, el aCMP alcanza su pl, mientras que el gCMP seesira en su estado
isoeléctrico a pH 3,15 (Kreuf3 et al.,, 2009). Sin embargo, dedidmjo pKa de los
residuos de &cido sialico (2,2), a pH cercanos a 2,0 podrimmapecer aln cargas
negativas locales, permitiendo la interaccion con cgpgativas. Asi en el rango de pH
entre 2 y 4,5, el autoensamblaje podria proceder medizateas electrostaticas para
formar geles con el tiempo a temperatura ambiente (BtdpdaFigura 1.47).

Cuando la acidificacién se realiza con acidos organssosncrementan el nimero de
moléculas de CMP que interaccionan irreversiblementemones hidrofébicas formando
tetrameros (&cidos citrico y lactico) o hexamero&d¢aacético) los cuales a pH < 4,5
interaccionan por uniones electrostéticas. La velocittazhbdel autoensamblaje del CMP
esta afectada por el tipo de acido, siendo mayor pameids citrico y mucho menor para
el 4cido acético.

La presencia de sales (NaCl, CaCdlebido al apantallamiento de las cargas negativas que
el CMP posee, permiten su asociacion por interaccibidesfébicas aun a pH neutro (6,5-
7), pudiendo formarse dimeros, tetrAmeros, hexamefosras més asociadas de CMP,
dependiendo del tipo de sal y de su concentracion. Estasadaasociadas del CMP se
autoensamblan posteriormente electrostaticamenteidifiGarse con HCI (pH < 4,5).
Elevadas concentraciones de sales (por ejemploalazidn de 4 milimoles de NaCl/g de
CMP o igual o superior a 1,2 milimoles de Gag¢He CMP) producen una disminucién de
la velocidad de autoensamblaje del CMP o pueden suprimidéyl@mente por excesiva
neutralizacién de las cargas necesarias para que ocasramdracciones electrostaticas.
No obstante, los ensayos de reversibilidad del autoetsigndn presencia de CacCl
indican que el CMP se asocia hidrofébicamente formandoetraniero resistente a
ulteriores cambios de pH.

El mecanismo de autoensamblaje del CMP por debajo de pH 48esto a temperatura
ambiente en l&igura .47 es también valido a mayores temperaturas. El tratémie
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térmico aumentaria la velocidad del primer paso del asémeiniaje descripto en lagura
.47 mediado por interacciones hidrofébicas ya que éstas sefavenecidas a altas
temperaturas (Bryant y McClements, 1998). Mas adelantgissetira el efecto de la
temperatura en la gelificacion del CMP.
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Introduccion al Capitulo 11:

Una de las propiedades funcionales mas importantes gedeeinas es la gelificacion, que
se define como un fendmeno de agregacion ordenada emlefuerzas atractivas y
repulsivas estan balanceadas de modo de obtener unaonagdi proteica capaz de retener
una gran cantidad de agua (Clark, 1991; Hermansson, 1979). Laagd@ifi proteica
puede ser promovida por calentamiento, cambios en el pkiefBry Giroux, 2001),
presencia de sales (por ejemplo adicién de ionéé) Qdongsprabhas y Barbut, 1996),
hidrélisis enzimatica moderada (Ju, Otte, Zakora y Qvist, 108&@, Schumacher, Ipsen,

Ju y Quvist, 1999) o altas presiones (He y Ruan, 2009).

La gelificacion de proteinas globulares, de gran impodgpara la industria alimentaria,
ha sido extensamente estudiada, especialmente falgdéDurand, Christophe Gimel y
Nicolai, 2002). Las proteinas globulares se desnatumalan el calentamiento y
generalmente este proceso conduce a la agregacion y éwemtieg Si la concentracion de
proteina es suficiente a la formacion de un gel. ErFitura 1.1 se representa
esquematicamente el proceso tipico de gelificacion deprotaina globular en el cual la
proteina sufre una desnaturalizacién parcia)),(Riego se agrega con otras moléculas
desnaturalizadas g, y finalmente se forma la estructura gelificada primaaidiegar al

punto de gel (Foegeding y Hamann, 1992).

F)N — PD - (PD)n

/ Fase fluida

Punto gel

/:ase solida

MATRIZ P.R.IMARIA MATRIZ DE EQUILIBRIO
Gel Incipiente Gel Estable

Figura Il.1. Esquema del proceso de gelificacién de una proteina giplmialucrando la desnaturalizacién
y la agregacion proteica.
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La secuencia de eventos que tienen lugar durante el prdeegelificacion pueden ser
separados en aquellos que ocurren en la fase fluiday(agl)ellos que se producen en la
fase solida (gel)Higura 11.1). La linea divisoria entre tales eventos es el puaetael,
donde el sistema liquido se transforma en sélido. Elopdet gel se define como el
momento en el cual se forma en la muestra una redtanfBtading y Hermansson, 1990).
La estructura primaria del gel, asi como su desarmdisterior, es resultado de los

procesos de desnaturalizacion/agregacion.

Durante el calentamiento pueden liberarse los grupos Seas y se promueve la
formacion o intercambio de iones disulfuro entre md&cwecinas, lo que lleva a la
formacion de agregados. El calentamiento ademas favia®dateracciones hidrofobicas
ya que también se activan grupos hidrofobos antes ocuiltes iaterior de la molécula
proteica. La formacion de la red tridimensional finaplicea también enlaces puente

hidrogeno que se favorecen durante el enfriamiento.

Stading y Hermansson (1990) sugirieron que las velocidadds/asl de los procesos de
desnaturalizacion y agregacion durante el calentamiaatap un papel determinante en
la estructura del gel. A medida que la etapa de agregaadmas lenta con respecto a la
de desnaturalizacion, los polipéptidos desdoblados se podeateoninas facilmente antes
de la agregacion, favoreciendo la formacion de un gelardenado y homogéneo, muy
elastico, transparente y estable a la sinéresis. Ues mmados por particulas proteicas
agregadas groseramente, serdn opacos, poco elasticesstables y propensos a la
sinéresis. Estos geles estarian formados mayoritarienmmor enlaces hidréfobos entre
moléculas proteicas, expuestos durante el calentamjefdomados antes que pudiera
darse un ordenamiento de los polipéptidos para formaerdeces disulfuros con las
moléculas vecinas. De este modo se formarian los algegaor medio de enlaces
covalentes en sitios menos especificos, y daria mgmregados mas grandes que luego

formarian una red tridimensional.

Desde el punto de vista microestructural se pueden encosdras tipos de geles
proteicos. Se pueden clasificar basicamente en gelesdosnmor una red de filamentos
finos y geles agregados o particulados (Pilosof, 2000).l@#sigeles de filamentos finos
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estan formados por una asociacion ordenada de molécufastdéa y el grosor de los
filamentos es muy pequefio de tal forma que estos gelesasmparentes. Mientras que
los geles agregados se forman a partir de una agregaciddeatesta, son opacos y tienen
menor capacidad de retencion de agua.

Existen basicamente dos teorias para describir Idicgeldn: la teoria de Flory—
Stockmayer (1953; 1974), y la teoria de la percolacion atidbai De Gennes (1979).
Segun el modelo de Flory—Stockmayer, la gelificacién egwento subito que ocurre
cuando es alcanzado un cierto grado de entrecruzamietmeoed polimero, valor critico
llamado punto gel, en el cual la viscosidad diverge a iofildh la teoria de la percolacion
se asume que los monémeros forman agregados pequefios yujueiento punto se llega
al punto gel en el cual los agregados se entrecruzasdRiRD00).

La esencia del proceso de gelificacion es sin duda el purgel,des decir, el punto donde
ocurre la transformacion de liquido a sélido. Esto indicee las propiedades que
caracterizan esta transicion son fundamentalmergeanicas. Pero el método para
determinarlas debe cumplir ciertos requerimientos: la ¢citedidebe ser muy répida, no
debe perturbar al sistema fuera del rango de respuesth tieba proveer magnitudes
fisicas objetivas e indicadoras de las caracteristida el formada y con una base teérica
(Pilosof, 2000). La reometria oscilatoria permite evalasicaracteristicas del sistema aln
liqguido en el que van creciendo los agregados proteicogiedae el punto de gel y
evaluar las propiedades del sistema gelificado, es dealizar un seguimiento de la
dindmica de gelificacion.

Por lo general, hace falta aplicar mas de una metg@olsara caracterizar a los geles
adecuadamente. Previamente al punto de gel se utilizanagooimo dispersion dinaAmica
de luz (DLS), cromatografia liquida (HPLC), electrof@gas cromatografia de exclusion
(SEC) que permiten medir la evolucién del tamafio degoegados.

La transicion de una estructura viscosa (sol) a una eléstica (gel) durante el
calentamiento puede ser monitoreada por reologia din&mioa el punto de cruce entre
el médulo viscosoG”) y el elastico G’), momento en el cual el &ngulo de desfasaje es de
45° y la tand = G”/ G’ es igual a 1. Segun las condiciones de calentamiento, puede
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determinarse el tiempo de gelificacibn a una temperatunatamte de calentamiento
(usualmente por arriba de la temperatura de desnaturdlizalg la proteina) o la
temperatura de transicion, si se registra la variad®los pardmetros durante por ejemplo

una rampa a una baja velocidad de calentamiento.

Todo lo mencionado hasta aqui es con respecto al proeesgelificaciéon de proteinas
globulares; sin embargo, el CMP no es una proteinaufgiolpor lo que su proceso de
gelificacion es una excepcion. La propiedad de gelificdrierdel CMP, mostrada en esta
tesis, es una propiedad no comun y con alto potencili@andustria alimentaria.

En la leche, las caseinas estan presentes como gragrégadms entre 50 y 300 nm
conocidos como micelas. Cada micela contiene difesembléculas de caseine;-, oS-,

B- y k-caseina, esta Ultima casi esclusivamente localigada superficie de la micela. Su
parte C-terminal, que corresponde al CMP, es muy hidffjicofrece a la micela
estabilidad (van Vliet, Lakemond y Visschers, 2004). kas, as- y B- caseinas son
insolubles en presencia de iones calcio. En contraste,caseina de la cual se origina el
CMP es insensible a los iones calcio y juega un impertahen mantener la estabilidad y
solubilidad de la estructura micelar (Creamer, Plowmalddll, Smith y Hill, 1998).

Objetivo del Capitulo II:
El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto debkes como el pH, concentracion de

CMP, tiempo, temperatura, tipo de acido usado en ajuspht glpresencia de Calin el

proceso de gelificacién del CMP y en las caractergtiealos geles formados.
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1.1 Gelificacién del CMP a temperatura ambiente.

Como se menciond en &eccion 1.3 las soluciones de CMP en condiciones acidas (pH <
4,5) gelificaron con el tiempo a temperatura ambiente debigooaeso espontaneo de
autoensamblaje. Se evalu6 el tiempo de gelificacion desddsciones de CMP a
temperatura ambiente mediante el ensayo de “tilting” que ifgelen forma sencilla y
rapida estimar los tiempos de gelificacion de proteinasZ® 2003). Como se muestra en
la Figura 1.2, la velocidad de gelificaciony;, calculada como la inversa del tiempo de
gelificacion obtenido por el ensayo de ‘tilting” til/ mostré6 una fuerte relacién con la
velocidad de autoensamblaje del CM@,a temperatura ambient&dccion 1.3 que se
incrementd a medida que el pH disminuyé desde 4,0 a 3,0,qied@ gelificacion del

CMP se produce por su autoensamblaje.
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Figura 1.2 (O) Velocidad de autoensamblalg, obtenida mediante DLS y1j velocidad de gelificacion
obtenida mediante “tilting test” en funcion del pH para swlacion de CMM (5% p/p).
El pH fue ajustado con HCI. Temperatura: 25 °C.
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t, ()

Concentracion (% p/p)

Figura 11.3. Tiempo de gelificaciontf) a 25 °C en funcién de la concentracion de @B-10%).
El pH fue ajustado con HCI a los siguientes valores:3;B(5 ©) y 4,0 Q).
Las barras representan el desvio estandar (n=3).

En laFigura I1.3 se muestra el efecto de la concentracion de CMRe 8ntrl0% (p/p) en
los tiempos de gelificacion obtenidos por el ensayo denffitest”, t;, a temperatura
ambiente para diferentes valores de pH (3,0; 3,5 y 4,0oh@atracion minima necesaria
para la gelificacion del CMP dependié del pH. A pH 3,0 y 3,5CKEIP gelifico a
concentraciones tan bajas como 3% (p/p), sin embargtielmpos necesarios para la
gelificacion fueron tan largos como 150-370 horas. Las ®soles a esta misma
concentracién a pH 4,0 no gelificaron, aunque se wbser precipitado en el tiempo (21
dias). Tampoco gelificaron las soluciones a valores de>pH5 ni siquiera para
concentraciones tan altas como 40% (p/p) lo cual estcukrdo con el hecho que por
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encima de pH 4,5 no ocurren interacciones electrosttitadelo de ld&igura 1.47). Para
concentraciones superiores a 7 - 8% (p/p) el tiempo degelbn se acortd (< 50 horas) y

se redujo ligeramente con un posterior incremento derleentracion.

Pocos estudios se encontraron en la literatura cpectsa la gelificacion del CMP. De
nuestro conocimiento, la Unica referencia a la galifiin a temperatura ambiente del
CMP es de Gault y Fauquant (1992). Estos autores obsergaeosoluciones de CMP al
15% (p/p) a pH 4,0 gelificaron espontdneamente a temperatoiéente. Wang (2007)
mencion6 que el CMP forma un gel bajo condiciones agjlds< 4) por calentamiento.
Hiroshi y Kawasaki (2001) patentaron una aplicacion del €btRo gelificante debajo de
pH 5,0 y concentraciones entre 0,1 y 10% (p/p), sin embaogday informacion
disponible al respecto. Burton y Skudder (1987) afirmaron erpatente que soluciones
de CMP a 9,3% (p/p) gelificaron a pH 4,5y 20 °C, lo que noussdea con el presente
estudio ya que en ese pH no se observé gelificaciéns Beaiencias pueden atribuirse a
los diferentes grados de pureza del CMP.
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Figura I.4. Tiempo de gelificacién obtenido mediante el ensayo déhtjitest” (;) a pH 3,5 en funcion
de la temperatura para concentraciones de OMP10 @)y 12 %(p/p) ). El pH fue ajustado con HCI.

Las barras representan el desvio estandar (n= 3 o 4).
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1.2 Gelificacién del CMP por calentamiento.

La Figura 1.4 muestra el efecto de la temperatura en el tiempo nexgsaa formar un
gel (determinado por el método de “tilting”) a pH 3,5 asattancentraciones (10 y 12%
p/p). El incremento de la temperatura desde 25 a 50 °C dedrésiicamente el tiempo de
gelificacion de las soluciones de CMP desde 150-180 min a 10r805m embargo, un
posterior incremento de la temperatura méas alla de &9 8C soélo lo redujo ligeramente.
Por lo tanto, se eligi6 la temperatura de 70 °C paraaeansayos posteriores.

La Figura 11.5 muestra los tiempos de gelificacién obtenidos por kintjitest” a 70 °C
en funcién de la concentracion de CMP (5 al 12% p/p) ¢iéeeentes valores de pH entre
2,0 y 3,5. El tiempo necesario para gelificar se redujoiamente con el aumento de la
concentracién, la disminucibn mas importante se obtoen el incremento de la
concentracién hasta un 8-10% (p/p). Este comportamieetedmejante al encontrado a
25 °C. Del mismo modo, los tiempos de gelificacion obtenidara pH 3,5 fueron
superiores que a los otros valores de pH. Si se compasdfiguras 1.3 y 1.5 se
evidencia el efecto de la temperatura en la reduccion deldeidad de gelificacion;
mientras que a 25 °C los tiempos de gelificacion fueronadasha 70 °C fueron de

minutos.

1204 70 °C

100+
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Figura I1.5. Tiempo de gelificaciont{) a 70 °C en funcién de la concentracion de @VEI pH fue
ajustado con HCI a los siguientes valores: B} ¢,5 (O); 3,0 ©O) y 3,5 @).

Las barras representan el desvio estandar (n= 3 o 4).
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I1.2.1 Energia de activacion Ea).

Como se ha mostrado enSaccion 1.5 al aumentar la temperatura aumenta la velocidad
de autoensamblaje del CMP, debido a que las interaccionesfobidas se ven

favorecidas con la temperatura (Bryant y McClements, 1998)

Se determinaron las energias de activacion correspuesia la gelificacion del CMP
mediante la ecuacion de Arrhenilc@acion 11.1) de la misma manera que fue realizado

por Baeza, Gugliotta y Pilosof (2003) para gelef-tte

M) = Aexp{_R—l?j E€uacion 11.1)

Donde V;; es la velocidad de gelificacion obtenida por el métoddtitang” que se
expresd como la inversa del tiempo de gelificaciki, Ea es la energia de activacion
involucrada en la formacion del géy, es el factor pre-exponencid® es la constante
universal de los gases (8,314 Jridol™") y T es la temperatura absoluta (K).

El In Vy se grafico en funcién de TLhpara soluciones de CMP al 12% (p/p) a diferentes
valores de pHRigura 1.6 A). Las graficas mostraron un comportamiento tipo Arteni
entre 25 y 60-70°C, y un quiebre a partir de esa temperauraentos ulteriores de
temperatura no modificaron la velocidad de gelificad®or. medio de una regresion lineal
se calculé la pendiente de las rectas obtenig@® (R* > 0,8260).

La Figura 11.6 B muestra como el pH afect6 aHa involucrada en la gelificacién del
CMP. LaEa present6 un valor maximo (aproximadamente 61 kJ/mol) a pH3%y fue

aproximadamente 50 kJ/mol a pH 2,0 y 2,5. Un experimentoasingélizado por Baeza,
et al. (2003) para una mezcla de 6% (p/p) M@y y 0,5% (p/p) de alginato de
propilénglicol a pH 6,0 arroj6 una energia de activacioapteximadamente 161 kJ/mol,
un valor dos veces superior al obtenido para la geliicadel CMP. Esto indicaria que la
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gelificacion del CMP esta mucho menos afectada porpdeatura que la de una proteina

globular tipica como es [&lg.
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Figura 1.6. A) Graficos de Arrhenius para las velocidades de gelificasighde soluciones de CMP al
12% p/p, para los siguientes valores de pH ajustados cor2)(@); 2,5 (J); 3,0 @) y 3,5 O).
B) Energia de activacion en funcion del pH. Letras difeeimtdican diferencia significativa a P < 0,05.

Las barras representan el desvio estandar de la regresion.

El mecanismo de gelificacién del CMP es diferente abtlas proteinas. En general, las

proteinas globulares gelifican por calor lo cual incluge etapa de desnaturalizacion que
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conlleva en primer lugar interacciones hidrofébicas y luegeracciones por uniones
covalentes (S-S) irreversibles. En cambio, el CM#s@nta un mecanismo de gelificacion
por autoensambladdrigura 1.47) que no involucra desnaturalizacion ni la formacion de
uniones covalentes por la ausencia de aminoacidos azufiaokiblemente sea este el

motivo de una bajga.

I1.2.2 Dindmica de gelificacion.

Con el propésito de investigar el efecto de la temperamia dinamica de gelificacion
por reologia dindmica, se registro la evolucionGdey G . Las soluciones se calentaron
rapidamente (para simular el “tilting test”) desde 25H¥3ta la temperatura final del
ensayo (entre 40 y 90 °C). Debido a la alta velocidad deteahiento, puede considerarse
que la gelificacién ocurrid a temperatura constante.ld®tanto, los tratamientos pueden
considerarse isotérmicos. Luego de 30 min de calentamlestgeles se enfriaron a 25 °C
en 10 minutos. No pudieron obtenerse los reogramas cortisptas a la gelificacion del
CMP a temperaturas inferiores a 40 °C a pH 3,0 e inferof&3 °C a pH 3,5 porque el
tiempo necesario para la gelificacion fue superior a 30 psr(giuracion del ensayo).

Cuando se evalu6 Ba de la gelificacion mediante la velocidad de gelificacidbtenida
por reologia dinamica (t4) dondetye corresponde al tiempo de cruce eriéley G”, a
pH 3,0 y 3,5 por l&cuacion 1.1 se obtuvieron valores paraHa de 45+ 11 y 52+ 18
kJ/mol (entre 25 y 70 °C), estando estos en el orden deolstsados en Iaigura 11.6 B.

La Figura 1.7 muestra la dindmica de gelificacion por calentamieat@0 °C de
soluciones de CMP al 12% (p/p) en diferentes condicioleepH (entre 2,0 y 3,5). Se
estudi6 especialmente esa temperatura por el maximo eésttda velocidad de
gelificacion. Es de destacar que en los sistemas a pHn3a3 marcadamente a pH 3,5 son
dos los puntos de gel que se observatgry tgel. ESte comportamiento inusual puede ser
descripto como la existencia, en este rango de pH, dediteyentes estructuras que
gelifican a diferentes tiempos, como se discutira awiétante.
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Figura 11.7. Evoluciéon deG’ (m) y G” (o) durante la gelificacion por calentamiento de solucioneésME
D (12% p/p) a diferentes valores de pH ajustado con HCIl.eSenta también el perfil de temperaturg).(
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La Figura 11.8 muestra la dependencia del tiempo de gelificacion a 7@&Con el pH
para diferentes concentraciones de CMP. Para cadantmawén analizadafge no
dependié significativamente del pH (P > 0,05), como fue madsten los reogramas
correspondientes a una concentracion de 12% (p/p) de CM® Fgura 11.7. El tge
disminuy6 al aumentar la concentracion de CMP desde %l (p/p) pero no hubo
diferencias entre loge (= 2,5 min) correspondientes a las concentraciones de CMP de 10

y 12% (p/p) (P > 0,05). Esto concuerda con lo observado a @d@a 11.3).
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Figura 11.8. Dependencia dge (obtenido por reologia dindmica) con el pH para geles de CMé& mados
a 70 °C a concentraciones entre 5 y 12% (p/p). El ajuste de p#4liz6 con HCI. Para cada grafico, letras

diferentes indican diferencia significativa a P < 0]0%s barras representan el desvio estandar (n = 2 o 3).
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Es de notar que en el periodo de enfriamie@bno sufri6 unposterior incremento
(Figura 11.7)) como ocurre tipicamente en los geles de proteinasighels. EI incremento
de G’ con el enfriamiento esta relacionado con el fortadmmto de las estructuras por la
formacion de uniones puente hidrogeno que se promueven pbajis temperaturas
(Bryant y McClements, 1998). Esto revela que las uniopasnte hidrogeno no
predominarian en la consolidacion de las estructurascgdlifs de CMP. Las estructuras
asociadas de CMP observadas por DLS durante el calentanmtambién permanecieron
estables durante el periodo de enfriamieRtgufa 1.25) lo cual coincide con lo observado
aqui en los ensayos de reologia dinamica. El valoeauladeG’ obtenido en el periodo de
enfriamientose denomindG’max LasFigura 1.9 muestran como los valores @&nax se
incrementaron con el crecimiento del pH hacia 3,5. Cardcaumenté la concentracion
de CMP también lo hiz&’'max Sin embargo los valores obtenidos para 10 y 12% (p/p)

fueron similares.
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Figura 11.9. G’ ,.x0btenido durante la gelificacion por calentamiento a 70 %®ldeiones de CMP en
funcién del pH. Las concentraciones del CMP fueron lasesites: 5[(J), 8 (%), 10 V )y 12% (p/p) O).
El pH fue ajustado con HCI. Las barras representan eladestandar (n =2 o 3)
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La dependencia del médulo de almacenamigBtpcon la concentracién da informacién
de la eficiencia de la gelificacion y de la estructuraadeetl (Avanza, Puppo y Afidn,
2005; Renkema y van Vliet, 2004) y puede ser aproximada a unéarfutoble logaritmica
segun l&Ecuacion I1.2 (Clark, 1992; Puyol, Pérez y Horne, 2001).

G'=KC? (Ecuacion 11.2)
donde K es la constante de proporcionalid@gs la concentraciéng; el exponente de la

funcién exponencial, indice que refleja la naturalezaalelportamiento de la asociacion y
la estructura de la red (Clark, 1992).

|—0910 G'max(Pa)
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Figura 11.10. Dependencia d&’,.con la concentracion de CMPpara geles formados a 70 °C a pH:
2,0 @); 2,51); 3,00)y 3,5 @) ajustados con HCI. La flecha marca el cambio de petadien

Las barras representan el desvio estandar (n =2 o 3).

Se grafic6 el logaritmo de los valores @ .« en funcién del logaritmo de la
concentracion para los diferentes valores deFigu¢a 11.10). Como era esperad®, max

se incrementd con la concentracion de CMP, pero & partl0% (p/p) alcanzo el valor
maximo y se mantuvo practicamente constante. Normaémeara geles de proteinas
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tipicas, se espera que el valor plateauGdevarie continuamente con la concentracion
(Clark, 1992; Ross-Murphy, 2007). Las muestras, de diferentesesatte pH, dieron
rectas cuyas pendientes, presentaron valores entre 3,3 y 4,3 (R0,97) hasta una
concentraciéon de 10% (p/p). Como se mostré eRidara 11.9, G’'nmax aumenté con el
incremento del pH hacia 3,5. Un efecto similar se obspava la pendienta, cuyo valor
aumento ligeramente con el crecimiento del pH haé&ia 3,

Un pardmetro frecuentemente evaluado para caractdaizavolucion de los sistemas
durante la gelificacion, es la tangente del &ngulo desi@sb (tan 6). Latan 6 representa
la viscoelasticidad relativa del g&'(/G’) (Aguilera, Xiong y Kinsella, 1993). Ltan 6 es
considerada un indicador de la organizacion estructuraimdéérial. Valores de¢an
0> 1 indican un predominio del comportamiento viscoso, misntfae valores déan

6 < 1 indican predominio del comportamiento elastico, tigiedos geles.

En laFigura 11.11 se muestra en forma comparativa la evoluciétadeS con el tiempo
durante la gelificacion del CMP (12% p/p) a 70 °C a difeeewtdores de pH. En todos los
casostan 6 disminuyd con el tiempo de calentamiento, y los valdieslmente se
estabilizaron sin observarse posteriores cambios duedperiodo de enfriamiento lo que
indicaria el completo desarrollo de la estructura delEjeiempo necesario para lograr la
mismatan 6 fue mayor para pH 3,5 (20 min aproximadamente) en comparaciopH
3,0 (8 min) o pH 2,0 (5 min), tendencia similar a la oledaval estudiatye. Es decir, el
desarrollo de la estructura del gel es mas rapido a mgdel&l pH decrece entre 3,5y
2,0.
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Figura Il.11. Evolucion dean é durante la gelificacién a 70 °C de CNOR12% p/p) para los siguientes
valores de pH ajustado con HCI: A) 2,0, B) 2,5, C) 3,0y D) 3,5.

Se presenta también el perfil de temperatdra (
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La Figura 1.12 muestra el efecto de la temperatura sobre el valoG'dgx para la
gelificacion de soluciones de CMP a pH 3,0 y 3,5. El increémée la temperatura hasta
70 - 80 °C aumento rapidamente el valoiGdgax Sin embargo, el calentamiento mas alla
de los 80 °C disminuy6 su valor. En general los valoré gg fueron superiores a pH 3,5

para el rango de temperatura estudiado.

50000
40000:

30000:

G'max (Pa)

20000:

10000:

01—
40 50 60 70 8 90 100
100000,

B

0 :J T I T [
40 50 60 70

Temperatura (°C)

[
80 90 100

Figura 1.12. G’ 1sxde geles de CMP en funcidn la temperatura de gelificacion para los siguisateses
de pH: 3(0) y 3,5 @). Concentracion de CMP: A) 8 y B) 12% (p/p).
El ajuste de pH se realizé con HCI. Las barras represehtlasvio estandar (n = 2 o 3).
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El analisis detallado de la evolucidntde 6 para diferentes temperaturas de calentamiento
a pH 3,0 y 3,5Kigura 11.13), mostrdé quéan 6 disminuye mas rapidamente a medida que
aumenta la temperatura. Al incrementarse la temperalargglificacion se produce
rapidamente debido a la alta velocidad de autoensamblajeviiel Este comportamiento
se ve reflejado en la rapida disminuciéntde 6 con el tiempo y los valores mas bajos
alcanzados a estas temperaturas0,03). Es posible que el valor bajo d&@'max a
temperaturas inferiores a 50 °C mostrado éigara 11.12 esté relacionado con la falta de
desarrollo de la estructura final del gel durante elg@mhel ensayo, tal como se observa
en laFigura 11.13 en la quetan 6 no alcanza un valor de equilibrio en el tiempo del

ensayo.

tan 6

Tiempo (min)

tan o
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Figura 1.13. Evolucion dean & durante la gelificacién de CMP (12% p/p) para los siguientes valores de
pH ajustados con HCI: A) 3,0 y B) 3,5. Temperaturas de ¢aifin: 40 @), 50 (V)y 60 °C @).
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En laFigura 11.14 se muestran los valores tq 6 en el equilibrio (obtenidos como la
media de al menos 5 valores al final del periodo de eri&i@n) en funcién del pH y la
concentraciéon de CMP (entre 5y 12% p/p) cuando la gelifioadel CMP fue realizada a
70 °C. Los geles de CMP presentaron valoresaded muy bajos (inferiores a 0,05),
revelando que son primariamente elasticos. Un andsis/arianza para la variable
dependientean 6 mediante dos factores, pH y concentracion de CMPtrinagie la
concentraciéon de CMP no afectd arda o (P > 0,05), sin embargo, el pH si la afect6
significativamente (P < 0,05). LRigura 11.14 muestra graficamente como los valores de
tan 6 disminuyeron ligeramente con el incremento del pH &&aA pH 3,5 la estructura

de los geles se forma mas lentamente pero poseen @ayQy menortans.
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Figura Il.14. Tand en el equilibrio en funcion del pH (obtenida durante ebgdertle enfriamiento luego
del calentamiento a 70 °C) para diferentes concentracien@M@: 5 ); 8 (0); 10 A) y 12% (p/p) V). El
pH fue ajustado con HCI. Las barras representan el destdéiodar (n=2 o 3).
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I1.2.3 Propiedades de los geles

El barrido de frecuencia de un gel puede proveer informacidoaade la estructura de los
mismos. En ld&igura 11.15 se observatos barridos de frecuencia (o espectros mecéanicos)
de los geles de CMP obtenidos a diferentes condiciongdidg a 70 °C, luego de ser
enfriados a 25 °C. Para las frecuencias de oscilaciogaatessG’ fue siempre superior a
G”. Ambos médulos,G' y G”, fueron independientes de la frecuencia, espectro
caracteristico de un gel verdadero (Ross-Murphy, 1995). Undepéncglana dé€5’ en
relacion a la frecuencia de oscilacién es indicativaudegel fuerte y elastico (Rocha,
Teixeira, Hilliou, Sampaio y Gongalves, 2009), y se cunfgplecuacion 11.3 (Stading y
Hermansson, 1990):

NG =ninf+K (Ecuacién I1.3)

donde:G’ es el médulo de almacenamienfags la frecuencijan es la pendiente de la recta
y K una constante.

Para geles fuertes, la pendientes igual a cero, mientras que para geles débile
(Stading y Hermansson, 1990). El valor de la pendietéenbién ha sido relacionado con
el grado de agregacion fisica en geleidg (Baeza, 2003). En general, la pendiemte
presenta valores bajos para geles proteicos (Rocha 20@9). LaFigura I1.15 muestra
los valores den obtenidos a partir de Bcuacion 1.3 para cada pH, los cuales variaron
entre 0,014 y 0,023 indicando la predominancia de la naturelégtica. Estos valores
fueron menores que los reportados, por ejemplo,[p&yaentre 0,35 y 0,60 a pH entre 2,0
y 9,0 (Stading y Hermansson, 1990) y concentrado de sueeo,ld@;28 (pH 3,75); 0,14
(pH 4,2) y 0,25 (pH 7,0) (Yamul y Lupano, 2005). Los resultadostraron que el pH no
influy6 significativamente en el valor de la pendiemte
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Figura 11.15. Variacion deG’ (H), G” (O) ytan 5 (A) de geles de CMP (12% p/p) obtenidos a 70 °C
con la frecuencia de oscilacion. El ajuste de pH sezdeatin HCI.

La temperatura de medicion fue 25 °C. Las barras represéniesvio estandar (n = 2 o0 3).
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La viscosidad compleja;*, es un indicador de la resistencia total del gel aleesd de
corte (Yamul y Lupano, 2005). Este pardmetro decrecidltimede con la frecuencia de
oscilacion en todos los pH ensayadégy(ra 11.16), tendencia caracteristica de geles
fuertes (Puppo y Afidn, 1998; Ross-Murphy, 1995). Este comportemes revelador de
arreglos inter e intramoleculares permanentes dadrenoléculas de proteinas globulares
(Chronakis, 1996; Puppo y Afon, 1998). La midAgura 11.16 muestra que* aumento
con el pH hacia 3,5, demostrando que la fuerza de las uniovelsicradas en la
formacion del gel esta relacionada con el pH.

0.1 1 10
Frecuencia (Hz)
Figura 11.16. Variacion de;* con la frecuencia de oscilacion de geles de GME.2% p/p) obtenidos a 70

°C y enfriados a 25 °C. El ajuste de pH se realizé coraH&3 siguientes valores)3,5; () 3,0; (o) 2,5y

(m) 2,0. Las barras representan el desvio estandar (n =2 o 3).

La Figura 11.17 muestra el barrido de frecuencia de un gel (12% p/p) formado°g y
pH 3,0 y posteriormente enfriado a 25 °C. En este casspekttro mecanico mostré que

G” creci6 ligeramente a frecuencias de oscilacién,alaanzando finalmente al valor de
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G’ mostrando que, en el tiempo del ensayo (30 min), no sé fonngel verdadero a baja

temperatura de calentamiento.

1000006,
] 40 °C
1000005

100004

G oG (Pa)

10007

o Y ‘

10 = — T '
0.1 1 10
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Figura I1.17. Variacion deG’ (m) y G” (o) con la frecuencia de oscilacion de geles de CMP D al 12% p/p)
obtenidos a 40 °C. El pH se ajusto a 3,0 con HCI. La terupamdé¢ medicién fue 25 °C. Las barras

representan el desvio estandar (n = 2 o 3).

La Figura 11.18 muestra la formacion bajo calentamiento de una maidanensional
estable alin a una concentracion tan baja del 5% (p/pariido de frecuencia de un gel de
CMP al 5% (p/p) a pH 3,0 formado a 70 °C y posteriormentéadot a 25 °C indica que

G’ fue superior &” en todo el rango de frecuencia de oscilacién con un caami@nto

de gel. En general, para los geles proteicos se espera ljgj@asaconcentraciones de
proteina no se obtenga un gel verdadero. Por ejemplo,l&sdgeaislado proteico de soja
presentaron un comportamiento de gel a partir de una mtoaceén del 14% (p/p) a pH
7,0 (Puppo y Afién, 1998) y [&lg a partir de una concentracion de 10% (p/p) también a
pH neutro (Ould Eleya y Turgeon, 2000). Los resultados deamost que para la
formacion de un gel verdadero a temperaturas menores ae80rf@s importante utilizar

tiempos largos que aumentar la concentracion de CMP.
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Figura 11.18. Variacion deG’ (simbolos cerrados” (simbolos abiertos) con la frecuencia de oscilaciéon de
geles de CM® (5% p/p) obtenidos a 70 °C. El pH se ajusté a 3,0 con HCI.

La temperatura de medicion fue 25 °C. Las barras represéui@svio estandar (n = 2 0 3).

Figura 11.19. Geles de de CMP, (12% p/p) formados a diferentes temperaturas de gelifit#9i@5 °C y
B) 70 °C y diferentes valores de pH entre 2,0 y 4,0. El pHjigado con HCI.
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Figura 11.20. Propiedades de textura de los geles de OMP2% p/p) obtenidos a diferentes temperaturas a
pH 3,0. (A) Dureza, (B) cohesividad)(y elasticidad (A) y (C) adhesividad de los geles en funcién de la

temperatura. El pH fue ajustado con HCI. Las barras reprasgimlasvio estandar (n= 4).

La apariencia de los geles de CMP formados a 25 y 70 °@ifgrantes valores de pH se

muestra en l&igura 11.19. La opacidad de los geles disminuy6 con el pH, especialraente

156



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impactogaiificacion y espumado

pH 2,0, independientemente de la temperatura en la que sardornba opacidad de los
geles refleja el tamafio de los agregados que conformatrlatesa del gel (Stading y
Hermansson, 1990). Al disminuir el pH, los agregados queitomst la matriz gelificada
tendrian menor tamafio generando mayor transparend@mas, ninguno de los geles

obtenidos fueron desmoldables.

Un andlisis detallado del impacto de la temperatura décgeldn en las propiedades de
textura de los geles de CMP se realizé para pHRgui@ 11.20). La dureza de los geles
fue extremadamente baja como también la cohesividad, prdp@dacteristica de los
geles que no se autosoportan (Baeza et al., 2003). No satranon diferencias
significativas (P > 0,5) en la dureza y la cohesividad doida temperatura fue superior a
40 °C Figuras 11.20 A y B). Los geles formados a temperatura ambiente fueron
ligeramente mas durogifura 11.20 A). Cuando los geles de CMP se forman a bajas
temperaturas (entre 25 y 50 °C) es necesario mucho tiengelmesarrollo del gel como
fue mostrado anteriormente. Es posible que en estosslaéigopos de gelificacién se
produzca una deshidratacion no deseada en el gel (a pesaverpeecon un cerrado
hermético) y sea este el motivo de los mayores eslde dureza de los geles obtenidos a
25 °C. La elasticidad present6 valores alto8,95) independientemente de la temperatura
(Figura 11.20 B). La adhesividad de los geles fue muy alta y aumentdactemperatura

de calentamiento desde -63 a -234Ag(ra 11.20 C).

Los ensayos de perfil de textura revelaron difererené® los geles de CMP debido al pH.
En laFigura 11.21 A se observa que la dureza de los geles fue muy bajales los casos
y como fue antes dicho, los geles formados a 70 °C mie@ee@ menor dureza que los
formados a 25 °C. La dureza de los geles se increment@lcpH hacia 3,5; estos
resultados se correlacionan con los obtenidos porgotbnamica. Tanto la dureza de los
geles comoG 'max aumentaron con el pH-igura 11.9). La cohesividad de los geles de
CMP fue muy baja y disminuyd ain mas al aumentar el pkesentando un
comportamiento inverso a la durekagiura 11.21 B).
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Dureza (N)

2.0 2.5 3.0 3.5
pH

Cohesividad

2.0 2.5 3.0 3.5
pH

Figura 1.21. Propiedades de textura de los geles de ©OMF2% p/p) en funcién del pH ajustado con HCI.
(A) Durezay (B) cohesividad de los geles formados & 35/(70 °C ®).
Las barras representan el desvio estandar (n = 4).

La Figura 11.22 A muestra la evolucion de la dureza de los geles formadés"@ a pH
3,0 y 3,5 en funcion de la concentracion de CMP. La durelasdgeles se increment6 con
la concentracién de CMP, pero el aumento de la coraadm mas alla del 10% (p/p) no
la afect6 significativamente (P > 0,5). Estos resuliattoncidieron con los obtenidos por
reologia dindmica que mostraron que no hay grandes difeseen las propiedades
viscoelasticas si la concentracion de CMP supera el % Figura 11.10). La

concentracion del péptido no influy6é en la cohesividad dayédes, evidenciando que no
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son autosoportables aldn a altas concentracidrigard 11.22 B). La elasticidad de los
geles no varid6 con la concentracion de CMP, ni cophtl ni con la temperatura de
formacion y su valor fue cercano a 0,95 (datos no mostyado

Dureza (N)

1.0

0.81

0.67

Cohesividad

0.4

0.27

0.0F—————
5 10 15 20

Concentracion de CMP (%)

Figura 11.22. Propiedades de textura de los geles de ©OM#A funcién de la concentracion. (A) Dureza y
(B) cohesividad de geles de CNFobtenidos a 25°Cy pH 3,0)y 3,5 @). Las barras representan el

desvio estandar (n= 4). El pH fue ajustado con HCI.
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1.3 Reversibilidad por pH de los geles de CMP formados coHCI.

Se analiz6 si los geles de CMP formados a pH por debajp5déanto a temperatura
ambiente como por calentamiento (70 °C) son reversim@sun cambio de pH, por
ejemplo, ajustando nuevamente el pH a 7,0 mediante uncedsagversibilidad similar al
realizado anteriormente por DLBigura 1.20). Para este fin, los geles de CMP (12% p/p)
obtenidos a diferentes valores de pH con HCI se dituny&r5 con agua Milli-Q ultrapura
y el pH fue ajustado a 7,0. Las muestras fueron totdaémé&nansparentes y no se
observaron precipitados. Las distribuciones de tamafiadiula por intensidadrigura
11.23 A, izquierda) para las soluciones de los geles de CMP formados a 25°¢ 70
mostraron dos poblaciones, siendo predominante la congigpbe al primer pico, con un
valor maximo de 3,6 nm (dimeros) salvo cuando la geliicaftie realizada a 25 °C a pH
2,0 y 2,5 donde present6 un valor de 4,2 nm (dimeros / trimeasspoblaciones de gran
tamafio (superiores a 100 nm) fueron despreciables como pured@ese en los gréaficos
de distribucion de tamafos de particula por volurkegu(a 11.23 A, derecha).

En laFigura 11.23 B se incluyé la distribucion de tamafio de particula deolac&n
inicial de CMP a pH 7,0. Las soluciones originales a pHn®,0ueron afectadas por el
tratamiento térmico y el primer pico presentd un vaméximo de 2,1 nm, que
correspondio a la especie monomérica del CMP.

Se puede concluir que las muestras gelificadas no reuvirterta forma monomérica
correspondiendo las formas asociadas principalmeni@eras (3,6 nm). Ademas el pH y
la temperatura en la que se formé el gel no afectatanreversibilidad por pH de los
mismos. Estos resultados coinciden con lo resultadsiba en eCapitulo I, lo cual es
esperable dado que los geles de CMP se forman debido al aumééado del mismo en el
tiempo.
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Figura 1.23. A) Distribucion de tamafios de particulas por intensidagi@eda) y volumen (derecha) a pH
7,0y 25 °C para diluciones (1:5) de geles de @MR2% p/p). La gelificacién fue realizada a 25 (simbolos
abiertos) y 70 °C (simbolos cerrados). El pH del gel fue ajus@dbICl: 2,0 §); 2,5 (0); 3,0 (V) y 3,5 Q).

B) Distribucion de tamafios de particulas de la soluciéinatidiluida (1:5) a pH 7,0 a 25 °G)(y

previamente calentada a 70 . (
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Il.4 Efecto de los acidos orgéanicos en la gelificacion del GM

11.4.1 Efecto del acido citrico.

El proceso de gelificaciéon del CMP a pH a 3,5 con acittweifue mas rapido que con
HCI. Por ejemplo, a 70 °C, el tiempo de gelificacion imete el ensayo de “tilting” de
soluciones de 12% (p/p) de CMP ajustadas con acido citric6é,1 + 0,2 min, valor 60%
menor al obtenido cuando el ajuste de pH se realiz6 cd(18@ + 2,5 min).

En laFigura 1.24 se muestra la evolucién del proceso de gelificacion dd? CI\2 % p/p)
por reologia dinamica cuando el ajuste de pH fue realizad@aido citrico a pH 3,5. En
este caso la minima temperatura en la que se logrécgel#n el tiempo del ensayos (30
min de calentamiento) fue 40 °C. En cambio, cuando ekajigspH se realizdé con HCI fue
50 °C.
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Figura I.24. Evolucion deG’ (m) y G” (o) durante la gelificacion isotérmica a diferentes tempeaatde
soluciones de CMP (12% p/p) a pH 3,5. El ajuste de pH se realizé con acidoccitric

Se presenta también el perfil de temperatdra (
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Se hallaron dos puntos de gel a 60 °C, pero a las otrpsrignras de gelificaciotyer, No
fue evidenteKigura 11.24). Resultados similares fueron obtenidos para una ctraceém
de CMP del 8% (p/p), en este caso, los dos puntos de getasetraron a 70 °C (datos no

mostrados).

Se estimé la energia de activacion correspondielatéoamacion de la estructura primaria
de los geles mediante la ecuacién de Arrheritesdcion 11.1) expresando la velocidad de
gelificacion como la inversa dg, obtenidos de I&igura 11.24. El gréafico de Arrhenius
se muestra en Rigura 11.25. El valor deEa fue aproximadamente 24 kJ/mol, la mitad de

la Ea obtenida cuando el pH se ajust6é con HGA kJ) Seccidn 11.2.2.

97 °C 814 °C 7? °C 60 °C 510 °C
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—~ 0+ B
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> I
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I I I I I
0.0027 0.0028 0.0029 0.0030 0.0031 0.0032
1T (Kh

Figura 11.25. Gréfico de Arrhenius para la velocidad de gelificacigp,, (del primer punto de gel)
de CMPD (12% p/p). El ajuste de pH a 3,5 se realiz6 con acidocitric

La dinamica de gelificacion mostré que en todos loss;&0 6 disminuyd con el tiempo
de calentamiento. No se observdé una completa estaiidiz detan 6 cuando el
calentamiento se realiz6 a 40 °C. Por otro l&gog alcanzo el equilibriox 0,03) para las

temperaturas de calentamiento superiores a 50 °C (datosst@aos).
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La Figura 11.26 muestra la relacion ent@max Yy la temperatura de calentamien@ max
aumentd desde 100 a 79000 Pa con la temperatura hasta 80i$@jnugb a 39000 Pa
para los geles calentados a 90 °C. Este comportamiensonfiiar para los geles ajustados
con HCI al mismo pHRigura 11.12 B), sin embargo en ese caso el valor maximo se

obtuvo a 70 °C.

100006

100

Temperatura (°C)

Figura 11.26. G’ s de geles de CMP (12% p/p) en funcion la temperatura de gelificacion.

El pH fue ajustado a 3,5 con acido citrico.

Los barridos de frecuencia de los geles de CMP obtenidfsy&b0 °C mediante el ajuste
de pH con &cido citrico se muestran eRitaura 11.27. Cuando la gelificacion se realizé a
40 °C Figura 11.27 A), G” fue independiente de la frecuencia. Sin embargo, a freasenci
altas,G"" igualé aG” con un comportamiento similar al obtenido ajustandzHeton HCI

a 50 °C. En este caso,tén 6 aumentod con la frecuencia. Por otro laddsitgura 11.27 B
muestra que a 50 °C, los barridos de frecuencia obtenidosspondieron a geles
verdaderos dond@é’, G y tan ¢ fueron independientes de la frecuencia de oscilacién. Es
decir, por debajo de 50 °C en el tiempo de ensayo en ektedno se conformd un gel

verdadero.
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Figura I.27. Variacion deG’ (m), G” (o) ytand (V) con la frecuencia de oscilacion de geles de TMP
(12% p/p) formados a A) 40 y B) 50 °C y luego enfriados a 2519@H fue ajustado a 3,5 con acido citrico.

Los ensayos de perfil de textura de los geles obtenidos°@ 2iostraron que la dureza
(Figura 11.28 A) aument6 con la concentracion de CMP y no hubo gsadderencias
entre los valores obtenidos ajustando el pH a 3,5 con(fF@iira 11.22 A). De la misma
manera, los geles de CMP mostraron muy alta eldatic (superior a 0,8)
independientemente de la concentraciigyra 11.28 B). La cohesividad fue muy baja

(menor a 0,2) para todas las concentracioégufa 11.28 C) como para los geles
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formados con HCI. La adhesividad de los geles fue meros @btenidos con HCIl y
aumento con la concentracién de CMP desde -2 hasta (HityiNa 11.28 D).
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Figura 11.28. A) Dureza, (B) elasticidad, (C) cohesividad y (D) adhesi/idialos geles obtenidos a 25 °C en
funcién de la concentracion de CMP. El pH fue ajustado aoB,aa@do citrico.

Las barras representan el desvio estandar (n= 4).

11.4.2 Efecto del acido lactico.

En laFigura I1.29 se muestra la evolucién de la gelificacion del CMP cuasidiH fue
ajustado a 3,5 con acido lactico. En este caso, fuerderdes dos puntos de gel para
todas las temperaturatge Y tgelz, €n forma similar a la gelificacion realizada conlHC
Excepcionalmente a 80 °C solo se encontré un punto de gel.
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Tan o6disminuyé con el tiempo de calentamiento y no se obsew completa
estabilizacion durante el ensayo (30 min) cuando el catégnéo se realizd a temperaturas
< 50 °C. Por otro ladotan ¢ alcanzé el equilibrio~ 0,03) para las temperaturas de
calentamiento superiores a 60 °C cuando la gelificacidaadizd con acido lactico (datos
no mostrados).
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Figura I1.29. Evolucion deG’ (m) y G” (o) durante la gelificacion a diferentes temperaturas deisoles
de CMPD (12% p/p) a pH 3,5. El ajuste de pH se realizé con aciticdac

Se presenta también el perfil de temperatdra (

La Figura 11.30 muestra el grafico de Arrhenius correspondiente a lixidades del
primer punto de gel. LBa present6 un valor bajo (17436 kJ/mol) similar al obtenido con

acido citrico ( 24t 6,5 kJ/mol respectivamente) y menor que con HCH%8 kJ/mol).
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Figura 11.30. Gréfico de Arrhenius para la velocidad de gelificacigp,, (del primer punto de gel)
de CMPD (12% p/p). El ajuste de pH a 3,5 se realiz6 con acidatacti
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G maxaumentd desde 200 a 48000 Pa con la temperatura hasta 8@@imnuyb a 7000
Pa para los geles calentados a 9@M@ura 11.31). Los valores obtenidos pa@imax con
acido lactico fueron mucho menores que los halladosaagstcon los otros acidos.
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Figura 11.31. G’ s de geles de CMP (12% p/p) en funcion la temperatura de gelificacion.

El pH fue ajustado a 3,5 con acido lactico.

La Figura 11.32 muestra la dependencia @& G”" y tan 6 con la frecuencia a 25 °C para
geles de CMP formados a 40 °C con el pH ajustado a 3,&c@m lactico. En este caso, a
baja temperatura de formacion del gel (40 °C) se observéGjug G~ fueron

independientes de la frecuencia de oscilacion, evidenciamdelwerdadero a diferencia

de los geles formados a esta temperatura pero con acido oitHCl.

La apariencia visual de los geles de CMP obtenidos a 25F&cao lactico se muestra en
la Figura 11.33 A. Los geles fueron de una coloracion méas blanquecina quitesidos
con el ajuste de pH con HCI o &cido citrico. Los gelesgmtaron una dureza
extremadamente baja inferior a 0,7 N, con mucha dispedeidos datos (no mostrados),
mucho menor que los geles cuyo pH fue ajustado con HCldo &itrico & 4 N). Sin
embargo, la cohesividad y la elasticidad fueron sinsléxed,2 y > 0,9 respectivamente).
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Figura 11.32. Variacion deG’ (m), G” (o) y tand (V) con la frecuencia de oscilacion de geles de
CMP (12% p/p) formados a 40 °C y luego enfriados a 25 °C. El p&jdaeado a 3,5 con acido lactico.
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Figura 11.33. (A) Apariencia de los geles de CMP (8 y 12% p/p) obtenidos a 28y%pH fue ajustado a

3,5 con acido lactico, B) cohesividad y C) elasticidatbdeeles.

Las barras representan el desvio estandar (n= 2).
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[1.4.3 Efecto del acido acético.

Unicamente fue posible obtener el reograma correspoad@&td gelificacion del CMP
(12% p/p) con el pH ajustado a 3,5 con acido acético cumpetatura de calentamiento
fue 70 °C Figura 11.34 A). En este caso se observa un muy largo tiempo digeibn
(30 minutos). Se puede observar que luegotgele G™ creci6 y decrecid durante el
enfriamiento, con un comportamiento muy diferenteaga dlinamicas de gelificacion
anteriormente vistas. El barrido de frecuencia del getmajue a altas frecuencids,”

super6 & confirmando que no se formé un gel verdadero.

1000000H—sii s T TR L Lt 80
T

100000 A 7o
| —
10000 0 g
a S
: 2
0 S
\O E
Q) Q
38

Tiempo (min)

[EEY
o
o
(@)

tand

1 T T T T 01
0.1 1 10

Frecuencia (Hz)

Figura I1.34. A) Evolucion deG’ (m) y G” (o) durante la gelificacion isotérmica a 70 °C de solucidees
CMPD (12% p/p) a pH 3,5 ajustado con &cido acético. Se presertigiaeh perfil de temperatura).

B) Variacion deG’ (m), G” (o) y tand (V) con la frecuencia de oscilacion del gel obtenido.

173



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impactogaiificacion y espumado

I.4.4 Andlisis del impacto de los diferentes acidos

La mayoria de los estudios realizados sobre la gelifinade proteinas utilizan HCI para
bajar el pH, sin embargo algunos emplearon &cido lackisdorico, citrico y tartarico
(Resch, Daubert y Foegeding, 2005). Entender la influenciasdéiflerentes acidulantes
en la gelificacion del CMP permitiria la correcta seién del acidulante que provea la
mejor funcionalidad y atributos sensoriales (Resch.g2@05). LaTabla 1l.1 muestra las
propiedades de los diferentes acidos utilizados en eliestadyelificacion del CMP a pH
3,5.

Tabla I.1: Propiedades de acidos utilizados en este estudio

Acidulante Formula Peso molecular (g/mol) pKal pKa2 pKa3
Ac. clorhidrico HCI 36,46 -6,61

Ac. citrico GHsO; 192,12 3,13 4,76 6,4

Ac. lactico GHeOs 90,08 3,86

Ac. acético GH,O, 60,0 4,8

Los resultados mostrados anteriormente indicaronayseléccion del acidulante tiene un
gran impacto en la velocidad de gelificacién y las propiesidddos geles de CMP donde
se mostré que el tipo de acido utilizado para ajustar & B influy6é en la velocidad de
autoensamblajek, a temperatura ambiente. EI pH 3,5 esta dentro de los pKa
correspondientes a los acidos citrico y lactico, 3,8388 respectivamentddbla 11.1),

por lo tanto, en el equilibrio para estos acidos se etramrerspecies tanto protonadas
como cargadas negativamente. La velocidad de gelificpc&sentd una tendencia similar
a los resultados obtenidos por DLS deSacciéon 1.3 EI mayor efecto sobre las
velocidades de autoensamblaje y gelificacion lo preseinéeido citrico, seguido por el
acido clorhidrico y el 4cido lactico. La menor velocididautoensamblaje la presenté el
acido acético. El tipo de &cido utilizado en ajustar eb@45 en los geles de CMP afecté a
las energias de activacion determinadas en el sigudeden: acido lactico (16 kJ/mol)

= 4cido citrico (24t 6 kJ/mol) < HCI (52+ 18 kJ/mol). Las propiedades texturales de los
geles de CMP fueron similares cuando el ajuste de pidadie6 con HCl y acido citrico.
Los geles ajustados con &cido lactico presentaron nwaméter elastico y dureza. Las
soluciones de CMP ajustadas con acido acético no getific Es posible que los
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diferentes acidos utilizados para ajustar el pH de lagismes de CMP en este trabajo
produzcan la hidrélisis de los grupos glicosilados, espeaiéme altas temperaturas de
calentamiento. Este efecto seria mayor para el d@mdtico que para los otros acidos
utilizados, evidenciado en la baja velocidad de gelificagidan disminucion d&” con el
tiempo. Tanto el pH, el tipo de acido y la temperatura jaganna importante influencia
en la estabilidad de los grupos glicosilados a la hids@isida.

En la bibliografia se reporta que la hidrdlisis del NeuNA&dglicoproteinas depende del
tipo de acido, su concentracion y la temperatura empleada también de la estabilidad
del NeuNAc liberado. En todas estas técnicas de deglicidsilase emplearon bajas
concentraciones de acidos y altas temperaturas. Allemija; Costa, Cazzola y Anastasia
(2008) utilizaron 2 mM de acido acético a 80 °C durante arede hidrolisis para extraer
acido sialico de suero fetal bovino (410 mg/L de proteinanafelo y Woonton (2010)
utilizaron 25 mM de &cido sulfarico a 80 °C para extraeac&do sidlico de CMP (1
mg/ml) determinando un tiempo méaximo de calentamiento de 180tosi Karamanos,
Wikstrom, Antonopoulos y Hjerpe, (1990) hidrolizaron duratis horas a 80 °C el acido
sidlico de diferentes glicoproteinas con 25 mM de HCtidteemente, Siegert, Tolkach y
Kulozik (2012), demostraron que la estabilidad del gCMP festidemente influenciada
por el pH. Cuando el pH decrecié desde 7,0 a 2,0, se prodbirdéisis de los glicanos
aun a 4 °C (luego de 12 dias de almacenamiento) y el ef@titmo en la desestabilizacidon

se encontré a pH neutro.

En conclusion, desde el punto de vista de las propiedade®sdgeles no seria

recomendable la utilizacion de &cido lactico y menos altide acético.

I1.5 Gelificacién del CMP en presencia de CaGl

La Figura 11.35 muestra los reogramas correspondientes a la gelditas soluciones de
CMP al 10% (p/p) en presencia de 0,2 M GaGue corresponde a una relacion de 2,0

milimoles de CaGlg de CMP, a pH 3,0y 3,5. A pH 3,0 se encontré un solo purgelde
a pH 3,5 dos puntos de gghy tgei2. Elprimer punto de gel, correspondiente al cruce entre

175



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impactogaiificacion y espumado

G y G” para los pH 3,0 y 3,5 fue aproximadamente 4 min, un valdlasial obtenido
para las soluciones de CMP solo.
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Figura 11.35. Evolucion deG’ (m) y G” (o) de soluciones CMP (10 % p/p) en presencia de 0,2 M de
CaCl durante el calentamiento a 70°C a diferentes valorpklide

Se representa también el perfil de temperatura (—).

En la Figura 11.36 se puede observar, que en forma similar a lo encontra@o lgm=
soluciones de CMP solo, el valor @.x aument6 con el crecimiento del pH hacia 3,5
(desde 17400 a 54900 Pa). Ademas estos valores no difiriertos debtenidos para
soluciones de CMP solo a la misma concentracién de Q9 (
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pH

Figura 1.36. G’ s de geles de CMP (10% p/p) en funcién del ptsin CaCj (o) y en presencia de 0,2 M

de CaCj (m). El ajuste de pH se realizé con HCI. Las barras represehtiesvio estandar (n = 2).

A todos los pH estudiados, tizn 6 evoluciond hasta alcanzar un valor constante. Ldaned
de los ultimos 5 valores dan 6 obtenidos del periodo de enfriamiento se presentan en la
Figura 11.37 para los geles de CMP al 10% (p/p) solo y en presenci2dd @e CaCl.

Los resultados mostraron quan 6 disminuyé con el aumento del pH hacia 3,5, sin
embargo los geles con Ca@lesentaron en general valores ligeramente mas(al68)

en comparacion a los valores obtenidos para los geleSMi¢ solo (< 0,05). Estos
resultados muestran que la viscoelasticidad relativasigdies de CMP fue ligeramente
afectada tanto por el pH como por la presencia de,CaCl

0.104 A 0 M CaC} 0.104 B 20,2 M= 2,0 mimoles de Cagyy CMP
0.08 0.08 ab ab
© 006 g  0.06 T
s 5 :
+— b - .
0.04- 1 ab ab 0.04- b
1 T :
0.0 i 0.02
0.00 0.00
2 25 3 3,5 2 25 3,0 3,5

pH pH
Figura 11.37. Tand en el equilibrio obtenida durante el periodo de enfriaimien funcion del pH de geles
de CMPD (10% p/p) obtenidos a 70 °C. A) Sin Ca®) En presencia de 0,2 M de CaCl
Las barras representan el desvio estandar (n = 5).
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Los barridos de frecuencia de los geles de CMP en presenfi@ M CaGlmostraron en
todos los casos que el valor @é fue superior al d&” en todo el rango de frecuencia
aplicada Figura 11.38), mostrando la formacién de geles verdaderos. En laankSgura
se indica la dependencia con la frecuengjagalculada mediante Bcuacion 11.3. Los
valores den obtenidos fueron muy bajos, del orden d&, ifidicando la predominancia de
la naturaleza elastica y decrecieron ligeramenterakatar el pH hacia 3,5. El valor de
puede relacionarse con el tamafio de los agregados formadmsnatriz que en este caso

disminuyd ligeramente con el crecimiento del pH.
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Figura 11.38. Variacion deG’ (m) y G” (©) con la frecuencia de oscilacion de geles de CMP D (10% p/p) en
presencia de 0,2 M de CaGbtenidos a 70 °C y enfriados a 25 °C

a diferentes valores de pH ajustado con HCI.

La Figura 11.39 muestra el aspecto ttes geles de CMP al 12% (p/p) a pH 3,5 preparados
con diferentes concentraciones de G4Cla 0,25 M) a 25 y 70°C. La transparencia de los

geles aumentd con el agregado de ga@l concentraciones superiores a 0,10 M que
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corresponde a una relacion de 0,83 milimoles de £gGle CMP. La apariencia de los
geles también estaria relacionada con el tamafio deglegaalos, siendo éstos mas
pequefios al aumentar la concentracion de La@H 3,5. La coloracion del gel no fue
afectada por la temperatura de calentamiento como fugadospara los geles de solo
CMP (Figura 11.19).

Figura 11.39. Aspecto de los geles de CNIF(12% p/p) obtenidos a 25y 70 °C y diferentes concentraciones
de CaCJ a pH 3,5. El pH fue ajustado con HCI.

En laSeccion 1.7.1se mostré que a pH 7,0 y a 25 °C, condicién en la cuaalpyla
especie monomeérica del CMP por la fuerte repulsionrekética entre las moléculas, el
agregado de Caf£len concentraciones superiores a una relacion de 1,2 obetinde
CaCl/g de CMP permiti6, aunque muy lentamente, el autoeriagambon el tiempo.
Debido a esto resultd interesante evaluar la posibilidagideocurra gelificaciéon a pH 7,0
bajo calentamiento en presencia de GgQifectivamente, a 70 °C fue posible determinar
un punto de gel en esas condiciones de pHridrara 11.40 A muestra las evolucion d&

y G” para una solucién de CMP al 10% (p/p) a pH 7,0 con 0,2 M de (a@ilimoles de
CaCl/g de CMP), en funcién del tiempo de calentamiento a 70ElCtiempo de

gelificacion fue 3,6 min, pero el valor d&'nax fue muy bajo 18,2 + 0,8 Pa, en
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comparacion a los valores obtenidos para la misma solecjigH acidos (entre 17400 y
55000 Pa). El valor déan 6 fue 0,272 = 0,007, un valor también muy superior en
comparacion con los obtenidos a pH acido (menores a 0,83sttuctura formada fue
transparente y muy blanda al tacto.
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Figura 11.40. A) Evolucion deG’ (m) y G” (o) de soluciones CMP (10 % p/p) con 0,2 M de CaCl
durante el calentamiento a pH 7,0. Se representa tamlpérfieHe temperatura (—).
B) Barrido de frecuencia a 25 °C de los geles obtenidos &B’ A&), G” (o) y tan 5 (A).

La Figura 11.40 B muestra el barrido de frecuencias del gel obtenido a pH6@&,0bservo
queG’ crecio6 ligeramente con la frecuencia de oscilacidn @& superdG’ a frecuencias
altas. Latan 6 también creci@on la frecuencia de oscilacion pasando de 0,2 a 1,6. Est

comportamiento es tipico de un pseudogel (Puppo y Afidn, 1998%pEttro mecanico
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indica que a pH 7,0 se formd una matriz muy débil con elgagio de CaglINo obstante
este comportamiento es muy diferente al observado prexig en ausencia de calcio
donde el CMP a pH 7,0 mantiene su forma monomérica aj@nchlentamiento y a altas

concentraciones.

Figura 11.41. Aspecto de las diluciones (1:5) a pH 7,0 de los geleskiguaa 11.40.

I1.5.1 Reversibilidad por pH de los geles.

Se realiz6 un ensayo de reversibilidad de los geles de @R p/p) en presencia de
diferentes concentraciones de Ga&yjregado a pH 3,5 y obtenidos a dos temperaturas de
gelificacion 25 y 70 °C. El ensayo fue similar al real@@n laSeccién 11.3 Los geles se
diluyeron 1:5 y el pH se ajusté a 7,0 para la medicionPoB. Se observé un ligero
enturbiamiento de las soluciones al aumentar la coreaidn de CaGlagregadoRigura
[1.41), debido a que a pH neutro el CMP interacciona con eiocattmo fue mostrado

anteriormente.

Las Figuras 11.42 y 11.43 muestran las distribuciones de tamafios de particulas por
intensidad y volumen respectivamente de estas diluzioBa ninguno de los casos
estudiados, la temperatura en la que se realiz6 la geifficanfluyd en las distribuciones

de tamafo de particulas. Como fue dicho anteriorm&geoluciones de CMP gelificado
sin agregado de CaCinostraron dos poblacioneBigura 11.42, 0 M CaCl,) dénde la
primera fue predominante segun la distribucién de tamafigsadé&ula por volumen
(Figura 11.43, 0 M CacCl,) correspondiendo a un diametro hidrodinAmico de 3,6 nm
(dimeros de CMP) como fue anteriormente dicho.
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Figura 11.42. Distribucion de tamafios de particulas por intensidad a pHerluciones (1:5) de los geles

de laFigura 11.39. Temperatura de gelificacién: 25)(y 70 °C ¢). También se muestra la distribucién de

tamafios de particulas de la solucion original (sin gelifdibrida (1:5) a pH 7).
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Figura 11.43. Distribucion de tamafios de particulas por volumen a pH 7,0ulodies (1:5) de los geles de

la Figura 11.39. Temperatura de gelificacion: 25)(y 70 °C ¢). También se muestra la distribucién de

tamafios de particulas de la solucion original (sin gelifdianda (1:5) a pH 7).
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Como se mostrd en Beccion 1.7.1 la presencia de CaCén la solucion de CMP sin
gelificar a pH 7,0 produjo un corrimiento en la posicion delximo d(H) del pico
predominante Kigura 11.42) desde 2,3 nm (CMP solo) hasta 4,2-4,9 nm que
corresponderia a tetrameros de CMP que prevalecerianguwttas estructuras asociadas
como dimeros, trimeros, hexameros, etc., pero encentraria el monémero de CMP. La
intensidad del primer pico disminuyé con el aumento d®ifecentracion de CagLlpor la
formacion de estructuras de tamafios mayores de aproxima@garbh@0 nm. En las
distribuciones de tamafo de particulas tanto de inhgidmo volumen en presencia de
0,2 M de CaGl(1,7 milimoles de Ca@lg de CMP) o superior, ya no se observa el pico de
menor tamafio. En cuanto a los geles formados com,da€lresultados mostraron que
todos revirtieron a la estructura tetramérica predonténan presencia de calcio tal cual se

mostré en lBeccion 1.7.3

A fin de comprobar si la obtencién de tetrdmeros eenshyo de reversibilidad era un
efecto especifico para los geles formados en presenc@a@g, se realizd6 el mismo
experimento pero esta vez para los geles de CMP empiasie 0,05 M NaCl (relacién
de 0,4 milimoles NaCl/g de CMPIFigura 11.44). Los resultados mostraron aqui también
la formacién de una estructura tetramérica (4,2 nm) quiuagosible revertir por los
cambios de pH de igual manera que con los geles formad@a€iin
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Figura 11.44. Distribucion de tamafios de particulas por volumen a pH 7,0ulodies (1:5) de los geles de
CMPD (12% p/p) en presencia de 0,05 M NaCl a pH 3,5. Temperaturaifizagign: 70 °C.
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I1.6. Modelo de gelificacion del CMP

La Figura 11.45 muestra cual seria el mecanismo de gelificacion del OMBtesencia de
HCI tanto a temperatura ambiente como por calentamidmtogelificacion del CMP
ocurre como consecuencia de su autoensamblaje que involosratapas. La primera
etapa mediada por interacciones hidrofébicas en la quersarfalimeros, los cuales son
estables a posteriores cambios de pH. En una segundalesagiaeros se unen a travées
de interacciones electrostaticas y forman geles dotiempo. El incremento de la
temperatura favoreceria el primer paso del autoensantplajénvolucraria interacciones

hidrofébicas, aumentando la velocidad de gelificacion.

Etapa | (CM P)M — (CM P)D
{(Interacciones
hidrofébicas) pH < 6,5

Etapall  n(CMP), == (CMP),

{Interacciones
electrostaticas) pH < 4,5 gel N

Figura I1.45. Mecanismo general de la gelificacion del CMP en préselecHCI.
Simbolos: (CMR): monémeros de CMP, (CMR)dimeros de CMP, [(CMB),: polimeros de CMP (gel).

La segunda etapa en la gelificacion del CMP se produceantedinteracciones
electrostéticas reversibles a los cambios de pHemlmargo, el pH regula las propiedades
elasticas del gel porque afecta el estado eléctrico dbféasntes fracciones de CMP (las
variantes A y B de CMP sin glicosilar y glicosiladas)diferentes formas, conduciendo a
un autoensamblado por interacciones electrostaticasduedébiles dependiendo del pH,
determinando asi las caracteristicas del gel segurpbeaesn laFigura 11.46 que muestra
los estados eléctricos de los dimeros que se podrianrfpominteracciones hidrofébicas
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entre aCMP y gCMP en funcion del pH. Entre los valoreplde4,5 y 6,5, todos los
dimeros posibles (aCMP-aCMP; aCMP-gCMP y gCMP-gCMP) fendcarga neta
negativa, que se veria mayormente incrementada coadd de glicosilacion.
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Figura 11.46. Esquema de los posibles estados eléctricos de dimeagdMig y gCMP en funcién del pH.
Las flechas indican el rango de pH en el cual los dimeros pasdenir carga positiva.
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A valores de pH inferiores a 4,5 el aCMP comienza a paoseny por debajo de pH 4,0
todo el aCMP esta protonado (Kreuf3, Strixner y Kulozik, 200®) lo cual los dimeros de
aCMP tendran carga positiva. En cambio los dimeros gG®MP llegarian al estado
isoeléctrico a pH 3,15 (KreuR3 et al., 2009), por lo cualriestacargados positivamente
recién por debajo de ese pH. Una situacion intermed@asa en los dimeros aCMP-
gCMP. Por lo tanto, entre pH 4,0 y 3,15, coexistiran dimgosgivamente cargados que
contengan aCMP y dimeros negativamente cargados quengamtgCMP que podrian

interactuar electrostaticamente.

Como se ha dicho previamente aun cuando todos los diteves una carga positiva
(por ejemplo a pH inferior a 3,15) aun son posibles interaes electrostaticas que
conduzcan a la formacion de un gel debido a los gruposiidos con acido sialico (pKa
2,2) (Kreul et al., 2009) y/o a los residuos fosfatados (pKgZij0x-Hernandez, Nakano
y Ozimek, 2002). Cargas negativas locales en estos regddosn interactuar con las
cargas positivas del péptido. Sin embargo, estas interasc@@ctrostaticas involucradas
en el autoensamblaje de los dimeros a pH por debajo 1de s&rian mas débiles
conduciendo a geles con menor modulo elastitgu(a 11.9) y menor durezaRigura
11.21). Por lo tanto, en el rango de pH de 2,0 - 4,5, el autowlage de los dimeros de
CMP via interacciones electrostéticas llevaria afdaécion de un gel con el tiempo.

La existencia de dos puntos de gel durante la gelificacib@M®e a pH 3,0 y 3,5Higura
I1.7) también podria explicarse en base a los posibles esamEéctricos de los dimeros
de CMP que involucraria el ensamblaje de dimeros de cargatapuele dimeros de
similar carga positiva por medio de interacciones mletiticas mas débiles.

Por lo dicho anteriormente, es esperable que el autoblmandel CMP mediante
interacciones electrostaticas a pH inferiores a 2,2a(gkel &cido sialico) esté
imposibilitado debido a la protonacion del mismo. No obstaitevaluar esto mediante
un ensayo de gelificacion a pH 1,2 y 70 ®gra 11.47 A) se encontré solamente un
punto de gel a 1,5 min, un valor similar a los obtenidos aotoss valores de pH
estudiados (2,0 a 3,5). Sin embar@yaxalcanzé un valor final de 290 Pa, mucho menor

que para pH 2,0 (15000 Pa). Ademagatas fue 0,089, un valor superior a los obtenidos
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en las otras condiciones de pH a la misma temperdEaral barrido de frecuencias se
observo qué&s’ superd &” en el rango de frecuencia estudiaBi@yra 11.47 B) salvo a
altas frecuencias donde se acercaron demostrandomadion de un pseudogel. Estos
resultados muestran que las interacciones electuast&n el CMP son posibles aun a pH
muy bajos, pero que estas interacciones son muy débdesbdtante hay que soslayar la
posibilidad de deglicosilacion a estos bajos valores de pH.
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Figura 11.47. A) Evolucion deG’ (m) y G” (o) durante la gelificacion a 70 °C de CNdRal 12% (p/p) a pH
1,2 ajustado con HCI. Se presenta también el perfil dpeiertura{).
B) Barrido de frecuencias a 25 °C del gel obtenido eiGAjm), G” (o) y tan & (A).
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Las sales tienen efectos ibn-especificos en la cmaftion de las proteinas y afectan las
interacciones hidrofébicas entre los residuos no po(&konakis, 1996). Law y Leaver
(2000) estudiaron el efecto de la incorporaciéon de 30 mM dd,Ce@hcentracion de
calcio de la leche fluida, en la desnaturalizacion depfaseinas3-lg y a-lac. En este
estudio, la adicion de CaCh la leche fluida antes del tratamiento térmicoen@nto
marcadamente las velocidades de desnaturalizacion de tlgwoteinas del suero,
exceptuando a las inmunoglobulinas. EI CMP, al ser ptigeépoco estructurado, no se
desnaturaliza (Ono, Yada, Yutani y Nakai, 1987), pero elQafllliria en la disminuciéon

de su carga global que permitiria la interaccion péptido¢mepti

A pH 7,0, muy por encima del pl del CMP, las cargas negatiwarespondientes a los
residuos de Asp, Glu, el residuo C-terminal, de los residuo&ci® sialico y de los
posibles residuos de Ser fosforilados interactuarian lcoatién calcio mediante uniones
electrostéticas, por lo cual la carga se reduciriaittawilo las interacciones hidrofébicas
entre las moléculas de CMP (Etapa | d€igura 11.48). Los estudios de DLS mostraron
gue las soluciones con muy baja relacion de £@NIP (< 0,2 milimoles/g) a pH 7,0
presentaron como estructura predominante a la diméricagbe@umentar la relacion de
CaCL/CMP (> 0,8 milimoles/g)se forman tetrameros y a relaciones mayores hexdmero
Este efecto no es especifico para el calcio ya que cisnohcorpora NacCl (relacion de 4
milimoles/g de CMP) a una solucién a pH 7,0 de CMP tamd®éiorman tetrameros. Los
estudios de reversibilidad mostraron que en presencideteetdCMP forma un tetramero
gue es resistente a los cambios de pH por lo cual seeinfie el tetramero de CMP estaria
unido hidrofébicamente. Mikkelsen, Frgkiger, Topp, BonomiglgirrPicariello, Ferranti y
Barkholt (2005) demostraron la ausencia de uniones covakemtieacciones tetrameéricas
de CMP insensibles a los cambios de pH aisladas por &B@dtografia de exclusion
molecular). Estos autores sugirieron que tanto las ifmaes diméricas como las

tetraméricas estan unidas por uniones hidrofébicas.

A pH menor a 4,5, los tetrameros de CMP formados a pHmeuntpresencia de CaQl
NaCl pueden interaccionar electrostaticamente. Un sexcde CaGl debilita las
interacciones electrostéaticas, especialmente a pH W@deneiadas por una mayor

transparencia y menor dureza del gel (Etapa Il éeglara 11.48).
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Figura 11.48. Mecanismo general de la gelificacién del CMP en preéselecHCI y sales (NaCl o Caffl
Simbolos: (CMR): monémeros de CMP, (CMPtetrameros de CMP, [(CMR): polimeros de CMP (gel).
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Conclusiones

El autoensamblaje del CMP por debajo de pH 4,5 (ajustadblCfrileva con el tiempo a
la formacién de geles verdaderos aun a temperatura dmbieos geles presentan
opacidad y el andlisis de su textura muestra que son déajagureza y cohesividad (no
desmoldables) pero son muy elasticos y adhesivos.uBleato de la temperatura
incrementa la velocidad de gelificacion, principalmerdsté los 70 °C, siendo B de
50-60 kJ/mol, un valor mucho menor al reportado para protglobslares (Baeza et al.,
2003), lo cual indica que la gelificacion del CMP es merestada por aumentos en la

temperatura.

El pH en el rango de 2,0 - 3,5 impacta en diferentes &spéde la gelificacion: a mayor
pH (3,5) los geles se forman mas lentamente (mgypmayor disminucion de l&an o)
pero presentan mayor elasticidad evidenciado por mayalees deG” y menoregan 6.

También a medida que aumenta el pH aumenta la durezgpgdadad de los geles.

A diferencia de las proteinas globulares, es factiblerer geles de CMP adn a bajas
concentraciones (por ejemplo 3% p/p). La velocidad de ¢gdifhtn aumenta enormemente
al aumentar la concentracion de CMP hasta aproximadarek@t®6 (p/p), luego no se

modifica significativamente. De la misma manera,plespiedades elasticas de los geles y

su dureza también aumentan hasta dicha concentracion.

En conclusién, el CMP es capaz de formar geles verdadgwbisen el rango 2,0 - 3,5 en
presencia de HCI aln a bajas concentraciones (3% p/pay teaperaturas (25 °C) si el

tiempo es suficientemente largo.
Los geles de CMP revierten al aumentar el pH a 7,0, aur@@elan forma monomérica

sino a la dimérica, lo cual es esperable en concordahaiaodelo de autoensamblado

propuesto en é€lapitulo I.
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La utilizacion de acidos organicos para la reduccién del grhdta en la gelificacion del
CMP. EIl &cido citrico produce geles de similares caratiteas a los obtenidos con HCI,
pero en este caso la gelificacion es mas rapida y srafieotada por la temperatura (menor
Ead). La gelificacién con acido lactico es mas lenta quedcido citrico y conduce a geles

muy blandos. En presencia de acido acético el CMP nacgelif
Los geles obtenidos en presencia de gaNaCl (pH 3,5)evierten por pH (7,0) a la

forma tetramérica del CMP, evidenciando que en presenc@le®es la forma tetramérica

la resistente a los cambios de pH.

192



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impactogaiificacion y espumado

Referencias

Aguilera, J. M., Xiong, Y. L., Kinsella, J. E., 1993. dielastic properties of mixed dairy
gels. Food Research International 26, 11-17.

Allevi, P., Femia, E. A., Costa, M. L., Cazzola, Rnastasia, M., 2008. Quantification of
N-acetyl- and N-glycolylneuraminic acids by a stabl®ape dilution assay using high-
performance liquid chromatography-tandem mass spectrpmetiournal of
Chromatography A 1212, 98-105.

Avanza, M. V., Puppo, M. C., Aidén, M. C., 2005. Rheolabicharacterization of
amaranth protein gels. Food Hydrocolloids 19, 889-898.

Baeza, R., 2003. Interacciones entre p-lactoglobulina y polisacaridos en coloides
alimentarios. Tesis de doctorado. Departamento de InduysE@=ultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Buenes,Argentina.

Baeza, R., Gugitta, L. M., Pilosof, A. M. R., 2003. Gelation of B-lactoglobulin in the
presence of propylene glycol alginate: kinetics angpggberties. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces 31, 81-93.

Bryant, C., Mcclements, J., 1998. Molecular basis @tgin functionality with special
consideration of cold-set gels derived from heat denawhexy. Trends in Food Science
and Technology 9, 143-151.

Burton, J., Skudder, P. J., 1987. Whey proteins. UK patent égtjoin. GB. 2188526 Al.

Clark, A. H., 1992. Gels and Gelling. En Physical chemistifoods. Hartel, H.G. (Ed.).
New York: Marcel Dekker322-338.

Chronakis, I. S., 1996. Network formation and visco@gstoperties of commercial soy
protein dispersions: effect of heat treatment, pH andiwa ions. Food Research
International 29, 123-134.

193



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impactogaiificacion y espumado

Fernando, S. F., Woonton, B. W., 2010. Quantitation o€&tydneuraminic (sialic) acid in
bovine glycomacropeptide (GMP). Journal of Food Compasiiod Analysis 23, 359-
366.

Gault, P., Fauquant, J., 1992. Aptitude a la gélificationniitgre de la b-lactoglobuline:
influence du pH, de I'environnement ionique et de la préserceutees protéines du
lactosérum. Lait 72, 491-510.

Hiroshi, I., Kawasaki, I., 2001. Gelling agent and gel-likod. Japanese Patent, JP
2001045987.

Karamanos, N. K., Wikstrom, B., Antonopoulos, C. lAjerpe, A., 1990. Determination of
N-acetyl- and N-glycolylneuraminic acids in glycoconjugabss reversed-phase high-
performance liquid chromatography with ultraviolet detectimurnal of Chromatography
A 503, 421-429.

Kreul3, M., Strixner, T., Kulozik, U., 2009. The effectgiycosylation on the interfacial
properties of bovine caseinomacropeptide. Food Hydrocel@d] 1818-1826.

Law, A. J. R., Leaver, J., 2000. Effect of pH on thertia denaturation of whey proteins
in milk. Journal of Agricultural and Food Chemistry 48, 672-679.

Mikkelsen, T., Frgkieer, H., Topp, C., Bonomi, F., lame., Picariello, G., Ferranti, P.,
Barkholt, V., 2005. Caseinomacropeptide self-associatiodegendent on whether the

peptide is free or restricted iaCasein. Journal of Dairy Science 88, 4228-4238.

Ono, T., Yada, R., Yutani, K., Nakai, S., 1987. Compar@oconformations ok-casein,
parak-casein and glycomacropeptide. Biochimica et Biophysicaa ABBA) - Protein

Structure and Molecular Enzymology 911, 318-325.

Ould Eleya, M. M., Turgeon, S. L., 2000. Rheologyefarrageenan arfg-lactoglobulin
mixed gels. Food Hydrocolloids 14, 29-40.

194



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impactogaiificacion y espumado

Puppo, M. C., Aién, M. C., 1998. Effect of pH and Protein Cotnadon on Rheological
Behavior of Acidic Soybean Protein Gels. Journal of Adgtical and Food Chemistry 46,
3039-3046.

Puyol, P., Pérez, M. D., Horne, D. S., 2001. Heat-indgetation of whey protein isolates
(WPI): effect of NaCl and protein concentration. Foodliécolloids 15, 233-237.

Renkema, J. M. S., Van Vliet, T., 2004. Concentratigmeddence of dynamic moduli of
heat-induced soy protein gels. Food Hydrocolloids 18, 483-487.

Resch, J. J., Daubert, C. R., Foegeding, E. A., 2005 effaets of acidulant type on the
rheological properties of beta-lactoglobulin gels and gere derived from these gels.
Food Hydrocolloids 19, 851-860.

Rocha, C., Teixeira, J. A., Hilliou, L., Sampaio, 8gncalves, M. P., 2009. Rheological
and structural characterization of gels from whey proteidrolysates/locust bean gum
mixed systems. Food Hydrocolloids 23, 1734-1745.

Ross-Murphy, S. B., 1995. Rheological characterisation sf gelrnal of Texture Studies
26, 391-400.

Ross-Murphy, S. B., 2007. Letter to Editor of "Carbohydfedéymers” Comments on a
recent paper by Wang and Li. Carbohydrate Polymers 68, 375-376.

Siegert, N., Tolkach, A., Kulozik, U., 2012. The pH-dependdwetrmal and storage
stability of glycosylated caseinomacropeptide. LWT odérd&cience and Technology 47,
407-412.

Silva-Hernandez, E., Nakano, T., Ozimek, L., 2002. Isalatiod analysis ok-casein
glycomacropeptide from goat sweet whey. Journal Agricdltamad Food Chemistry 50,
2034-2038.

195



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impactogaiificacion y espumado

Stading, M., Hermansson, A.-M., 1990. Viscoelastic behavafup-lactoglobulin gel
structures. Food Hydrocolloids 4, 121-135.

Wang, Q., 2007. Application of low-intensity ultrasound tharacterise the
microestructure of model food systems. PhD Thesis, TedtmisUniversitat Minchen.

Munchen, Germany.

Yamul, D. K., Lupano, C. E., 2005. Whey protein concentgaie with honey and wheat
flour. Food Research International 38, 511-522.

196



Capitulo Il

Impacto del autoensamblaje del CMP en sus

propiedades de espumado



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impactogefifiaacion y espumado

Introduccion al Capitulo 111

Las espumas son sistemas coloidales termodinamitarinestables, conformados por una
fase gaseosa dispersa en una matriz continua, liqudaigdlida. Las moléculas proteicas
tienen grupos hidréfilos e hidréfobos y por lo tanto preseactividad superficial. Debido
a su flexibilidad molecular y capacidad de alterar su comdoion, pueden difundir,
adsorberse, reorientarse y asociarse en la intedmseagua (Phillips, Whitehead y
Kinsella, 1994). Por lo tanto, las proteinas contribuyefa gormacion como a la
estabilidad de la estructura en las espumas (Dickinson, Fe@®eding, Luck y Dauvis,
2006).

Formacion de las espumas

En el proceso de formacion y estabilizacion de espurpastia de una dispersion proteica
se presenta una paradoja: para ejercer una accion tgisipda proteina tiene que ser
rapidamente adsorbida (difundir, penetrar, reordenarsdd interfase, lo que se requiere
ante todo que sea soluble y flexible, que tenga bajo pedecutar y que posea una
adecuado balance lipofilico-hidrofilico. El resultado n@svio de la adsorciéon de

proteinas en la interfase es la reduccién de la tessjgerficial. La tensién superficial del
agua es 72 mN/m a temperatura ambiente y la tension sugleéficiequilibrio de una

solucién de proteina concentrada es alrededor de 45 miiegdéing et al., 2006). Sin

embargo, mas importante que la tension superficial eilibe@ues la capacidad de la

proteina de rapidamente disminuir la tension superfigia¢, esta relacionado con una
mejora en la espumabilidad. De hecho, la velocidad de@dscse incrementa con los
fragmentos de proteina generados durante la hidrélisis, debitbs coeficientes de

difusion menores de los hidrolizados en comparacion soprtgteinas intactas (Foegeding
et al., 2006).

Por otra parte debe crearse una pelicula estable que ro@dedusblja de gas, con

determinadas propiedades reolégicas (rigidez y viscoedkst)c para lo cual las
moléculas de proteina adsorbidas tienen que asociarse &nfpara producir una
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gelificacion superficial. Las proteinas deben exhibir estosefxgos, tensioactividad y
formacion de pelicula, en forma simultanea para loggpumas estables (Wagner, 2000).

Pueden distinguirse tres procesos de formacion de espuihaagitacion de una
determinada cantidad de liquido en una cantidad ilimitadarde (8) agitacion de una
mezcla de gas y liquido donde ambos volimenes estarddsfityi (111) generaciéon del gas

en forma de burbujas.

En los métodos de batido y de agitacion (tipo I), ed as incorporado a la espuma por
disminucion de la presion hidrostatica debido a las paletls varilla agitadora. Las
burbujas son inicialmente grandes y se pueden romper pdo efeda fuerza de corte
(burbujas grandes— elongacion — ruptura — burbujas pequefias). Se requieren
volimenes grandes de solucién y concentraciones protei@ess (1 - 40%) (Wagner,
2000).

En los métodos de burbujeo y de inyeccion (tipo Il)haee burbujear el gas en una
disolucion de proteina diluida (0,01 — 2% p/v) a través de isjpexsor poroso. Las
burbujas son inicialmente pequefias, dependiendo su radio deeth tension superficial,
de la densidad del liquido, de la aceleracién de la gravedid nadio del orificio del

inyector o placa porosa (Wagner, 2000).

Existen dos formas de generar burbujas de gas (tipd)le):gas es generado in situ, y
para que puedan formarse las burbujas el sistema debsastaido de gas (por ejemplo
en la liberacion de diéxido de carbono en la producciorpat® o ii) el sistema se
sobresatura de gas y las burbujas se forman por nucldaténogénea (por ejemplo en la
produccion de cerveza y en la producciéon de productos expanmidextrusion) (Carp,
2001).

Proceso de desestabilizacion de las espumas

Si bien la capacidad de formar una espuma es muy impartargosibilidad de mantener

esa estructura en el tiempo es una condicion critica lpaaplicacion de una proteina en
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una formulacién (Kinsella, 1981). El proceso de desestatidizade una espuma es la
tendencia de la fase gaseosa discontinua a formar seadatinua por aproximacion y
fusién de las burbujas, a fin de alcanzar un area scjénfinima y por consiguiente

disminuir al minimo la energia de Gibbs. A este progsmpone la pelicula proteica
superficial, que como barrera mecénica es mas efectarta@ mayores son su viscosidad

de la fase continua y su rigidez (Wagner, 2000).

Después de la formacion de la espuma diversos mecanigmdtisea y sinérgicamente
conducen a su desestabilizacién. Existen cuatro mecanidendssestabilizacion de las
espumas: a) drenado de liquido, b) flotacion de burbujatgsproporcion o maduraciéon

de Ostwald y d) colapso.

Film exterior
A
Film interior
Lamela
B \
Borde de
Plateau

/
Film de la burbuja

Figura lll.1 : A) Pelicula que rodea a una burbuja de aire, lamelane8purbujas adyacentes que definen
el borde de Plateau. Adaptado de Phillips, Whiteheadhgella (1994).

a) Drenado de liquido

En las espumas inicialmente formadas las burbujassfénicas (con presion interna alta)
y estan separadas por una pelicula (lamélguca 111.1 A). En este caso la lamela es
gruesa con gran cantidad de liquido. Con el transcursiied®do, la lamela se angosta y
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las burbujas de gas se acercan unas a otras y asumtrraagooliédrica. En l&igura
l1l.L1 B se puede observar que las burbujas estan dentro de unab@diee de Plateau,
los que se forman en una regién donde coinciden tresalame

El drenado consiste en la migracion del liquido contenidel dquido interfacial hacia el
seno de la fase liquida. Dicho drenado ocurre por: a)oetecta gravedad, b) pasaje de
liquido desde la region lamelar entre dos burbujas leddiarde de Plateau situado en la

interseccion de tres burbujas.

El drenaje debido a la gravedad se puede asemejar a un $icgswimoviéndose entre dos
paredes soélidas paralelas. En este proceso de drenajiiezkze de corte provocado por el
movimiento del liquido en la lamela de paredes inmdévilesxagrarrestado por el
gradiente de tension superficial que actia desde el fonda laaparte superior de la

pelicula. Este gradiente compensa exactamente ebedamelicula (Perez, 2011).

El otro mecanismo por el que ocurre el drenado se denoegeaeracion marginal, y es

mucho mas efectivo que el provocado simplemente por ladmdv El efecto global de la

regeneracion marginal es un adelgazamiento de la pelicuida. Asumiendo que los

bordes de Plateau tienen el mismo poder de succion ¢ca@laliemuestra que existe una
fuerza por unidad de longitud actuando en direccion a lagmuesa del borde de Plateau.
Esto se debe a que se produce un incremento de présinngayor en la forma gruesa

qgue en la zona delgada del borde de Plateau. La diferéageesionAP dada por la

ecuacion de Laplac&¢uacion 111.1),

AP o 7{i_i} Ec¢uacion I11.1)

R R

Donde Ry, y R, son los radios de curvatura del borde de Plateau y daniald,
respectivamentey, es la tension superficiaR, > R, con lo cual hay menor presién en el
borde de Plateau a la fase continua.
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Este proceso de regeneracion marginal sélo puede teneeludgs peliculas liquidas que
tienen superficies “moviles”. En muchos sistemas e&abids por proteinas, en los que
las peliculas son demasiado rigidas, no se produce laeragém marginal, por lo tanto,

el drenaje tiene lugar solo por flujo viscoso (Perez, 2011).

b) Flotacion de las burbujas

Por diferencia de densidad las burbujas de aire asciertdaveéa de la fase acuosa y ésta
fluye alrededor de las burbujas. En este mecanismo ehmento de las burbujas es mas
importante que el del liquido y la velocidad del mismo depetelda ley de Stokes

(Ecuacion I11.2):

_ 2g0R?
O

\Y , Ecuacion I11.2

donde g es la aceleracion de la gravedady son la densidad y la viscosidad de la fase

continua respectivamenteRyes el radio de la burbuja.

c¢) Desproporcién o maduracion de Ostwald

Es el proceso por el cual las burbujas grandes crecepemsas de las pequefias por
difusién del gas a través de la lamela, debido a laetiéé de presion entre ellas (que
surge también de la aplicacién deEleuacion 111.1, donde ahor&, y R, son los radios de
curvatura de la burbuja pequefia y grande respectivamentgyrekgén dentro de una
burbuja es inversamente proporcional al radio, y si €lsgadifunde es soluble en la fase
liquida, el gas es transportado desde las burbujas pequefias ld® mas grandes
(Stevenson, 2010). Esto conduce a que las burbujas asumanronaapoliédrica por
compresion de unas contra otras. Las burbujas t& ¢epentagonales son muy inestables
y cambian a hexagonales formando una estructura tipo ¢adkejas (Wagner, 2000).

d) Colapso de la espuma

El colapso consiste en la ruptura de las lamelas, alitded®l las mismas por disminucién
del espesor. En general se ha observado que este proeestesa con el tiempo y que es
independiente de la altura inicial de la columna de esplindrenaje y la ruptura de la
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espuma son interdependientes, en cuanto que la rupturatauehalrenaje y el drenaje
reduce el grosor y resistencia de las lamelas. Distm@sanismos han sido propuestos
para explicar la ruptura de las peliculas: presencia décydag hidrofébicas rigidas
mayores que el espesor de la pelicula y que contactarbudbsjas o de particulas
dispersas que desplazan el surfactante y generan ruptl@gekcula. En peliculas muy
delgadas (en el orden de los 10 nm), ocurre una ruptura esgmnpém formacion de un
agujero (para lo cual primero debe incrementarse ekapaficial) y es dependiente de la
tension superficial y de las propiedades viscoelastieasa pelicula. Los cambios de
tamafio de burbuja resultantes de la desproporcion, provncastrés considerable en las
espumas poliédricas y esto podria iniciar la ruptura denlelda(Halling, 1981).

e) Otros mecanismos

El flujo de liquido provoca un efecto convectivo del sutdate en la subcapa,
incrementandose su concentracion superficial en lacitmeal flujo. La formacion de un
gradiente de tension superficial produce una fuerza que se @gbdiquido que fluye,

fendmeno que se conoce como efecto Gibbs-Marangoni.oldisad de la interfase y su
elasticidad son determinantes de la magnitud de este efecto.

Otros factores que influyen tanto en la formacién cdan@stabilidad de las espumas
proteicas son el pH, la concentracion proteica, la pcesele otros componentes (lipidos,
surfactantes, hidratos de carbono, sales), el tiempdegmperatura a la que se expone la

proteina en la interfase y la aplicacién de energt@mniea (Baeza, 2003; Carp, 2001).

Propiedades espumantes del CMP

En la bibliografia se encuentran algunos estudios @specto a las propiedades
espumantes del CMP (Kreul3, Krause y Kulozik, 2009). Seqabel CMP presenta una
gran capacidad espumante, superior la (Marshall, 1991; Théma-Worringer, Siegert
y Kulozik, 2007) pero las espumas son muy inestables comgatadaquellas obtenidas
con WPI (Théma-Worringer, Sgrensen y Lopez-Fandifio, 200@ul3 et al., (2009)

hallaron un rapido decrecimiento de la tensién supatfteinto para el aCMP como el

gCMP, que esta correlacionado con su alta capacidad espumant
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Las interacciones proteina—proteina, el espesor de laulpelila presion superficial
desarrollada y las propiedades viscoelasticas estan fwgmniciadas por la carga neta de
la proteina. Las peliculas formadas a valores de ptdwoes al punto isoeléctrico son mas
condensadas, mas fuertes y se forman mas rapido (Martarrera Sanchez, Patino y
Pilosof, 2009). La formacion de uniones disulfuro durantéidemacion de la pelicula
también aumenta la estabilidad, aunque en el caso deleStdRefecto no es posible por la
ausencia de aminoacidos azufrados. La fuerza de lasulpsliproteicas tiende a
incrementarse con el tiempo, reflejando reordenamientosl incremento de las
interacciones entre las moléculas componentes déitalpgKinsella y Phillips, 1989). El
aumento en la presion superficial con el tiempo estxiado con la adsorcion de la
proteina en la interfase aire—agua. Martinez et al. (2@8t@diaron la presion superficial
del CMPD para los pH 5y 7 y encontraron que inicialmente la @nesiiperficial a pH 7
fue mayor que a pH 5. Sin embargo, en el equilibrio, el GiBtr6 mayor presion
superficial a pH 5 que a pH 7 como resultado de una menor iGepelectrostatica a
medida que el pH se aproxima al pl. Martinez et al. (2009)pacaron la presion
superficial en equilibrio del CMP con la de otras protelaeteas a pH neutro y 20 °C. A
bajas concentraciones (106 p/p), la presién superficial de equilibrio del CMP fuesmé
baja que la de otras proteinas lacteas. A una concéntritermedia (0,5 % p/p), la
presion superficial del CMP es similar a la de otras praseidel suero lacteo. Sin
embargo, a altas concentraciones (2% p/p) la presionfisigdede equilibrio del CMP

tiende a ser mas alta que la de otras proteinas del sueejeipplo, lg8—Ig).

Al menos de nuestro conocimiento, no existen estudiotensasicos sobre el
comportamiento de espumas de CMP a altas concentaciolcon agregado de sales,
especialmente sobre el efecto en el espumado por lgparecion de Cagl Este estudio
permitiria un aprovechamiento racional de las potedeidés del CMP para aplicarlo en
productos aireados. Conocer las caracteristicas demasjoutambién permitira conocer
los mecanismos de desestabilizacion de las espumas ibiésstamadas, por ejemplo,
durante el procesamiento industrial del CMP.
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Objetivo del Capitulo III:
El objetivo de este estudio es interpretar las propiedd&espumado del CMP en base a

su autoensamblado en solucién acuosa, por lo que se a@maliifarentes condiciones de

concentraciéon, pH, asi como el efecto del agregado de y\Naac}).
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lll. 1 Capacidad espumante del CMP.

l11.1.1 Efecto del pH y la concentracion.

La capacidad espumante de una proteina refleja su habilidadnparporar aire en la
soluciéon en forma de una distribucién fina de burbujas. ©uamyor es la capacidad
espumante, mayor es el volumen de aire incorporaeét leatido. En lagiguras 1ll.2 A 'y

B se observa la capacidad espuma@tg,a 25 °C para dos diferentes concentraciones de
CMP (3,0 y 4,0 % p/p) en relacion al pH. La media glale CE fue 389,0 + 22,3% para
una concentracion de 3,0% (p/p) de CMP y 293,0 + 25,4% pareomcantracion de 4%
(p/p), en el rango de pH estudiado (3,0 a 7,0).

500+ b A
a,b
ab ab ab P ap ab ,
400
& 300
L
o
200+
100+
O P 5" a"u"u"s] " ' " "y’ '
30 35 40 45 50 55 6.0 65 7.0
pH
4004 B
a a a a
a
300+ —|_ o o
— e
— -:- — —
S — e
= o — ——
w2004 e e e
®] : .
N g g E g g
0 :
35 5.0 5.5 6.0

Figura l1.2. Capacidad espumantek, de soluciones de CMP de concentraciones 3,0% (p/p) (A) y
4,0% (p/p) (B) a diferentes valores de pH. Para cadagyédiras diferentes indican diferencia significativ

a P <0,05. Las barras representan al desvio estandar (8= 2 o
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A pH 4,5 se obtuvo el valor maximo @& (420,0 £+ 0,01%) para las espumas de CMP al
3,0% (p/p), sin embargo, no se observaron grandes \ar@xide laCE con el pH.
Usualmente, se espera un incremento en la capacidad edputkealas proteinas en la
proximidad del pl debido a la disminucion de la repulsion elstitica. En general,
cuando el pH se aleja del pl, la carga neta se incremédatrmacion de espuma decrece
(Kinsella, 1981). La alta solubilidad del CMPen todo el rango de pH estudiado estaria
relacionada con la alt@E y el bajo efecto del pH. La poca relacion entre el pk y
capacidad espumante puede ser explicada por la rapida adstetiCMP en la interfase
debido a que el CMP es un péptido desordenado y flexible (Kkmase y Kulozik,
2009). En la literatura, se encuentran resultados cocitwaids con respecto a la influencia
del pH en la capacidad espumante del CMP. Esta discrepardita peberse a los
diferentes métodos de obtencién del CMP, a la contaidin con otras proteinas del suero
y/o minerales y a los diferentes grados de glicositaciél material analizado por los
diversos autores. Thoma-Worringer, Siegert y Kulozik (2@@ifigando una métodologia
similar encontraron que las espumas de CMP no fuerdumemndiadas por el pH. En
cambio, utilizando el método de burbujeo, El-Salam, degrEI-Etriby y Assem (2007)
hallaron un maximo en la capacidad de espumado para pH 64, (5 comparacién a
pH 5,0 (65%) y 3,0 (60%) para soluciones de CMP al 0,5% (p/p).inviaidna (2001)
determiné IaCE de soluciones de 12,5% (p/p) de CMP por el método de burlajeaal
aumentd con el pH hasta 7,0 y disminuyd hacia pH médirads. Martinez, Carrera
Sanchez, Rodriguez Patino y Pilosof (2012) hallaron uvex heejora en la capacidad
espumante del CMP a pH 3,5, en comparacion a pH 7,0, mtibzeambién el método de
burbujeo. KreuRR et al. (2009) estudiaron el espumado poréwdo de batido de las
fracciones glicosiladas y no glicosiladas del CMP (EOVgCMP) por separado, y entre
los pH 2 a 6 no observaron diferencias. Por encimpHi®, el gCMP presentdé menor
capacidad de espumado que el aCMP.

La disminucion de I€E al aumentar la concentracion proteica se deberia & queteina
incorpora gran cantidad de liquido en la lamela de la espuandigponibilidad de liquido
comienza a ser un factor limitante por el cual no auianel volumen de espumado. Esta es
una razon por la cual la capacidad espumante decrecasacalicentraciones proteicas
después de haber alcanzado un maximo (Carp, 2001).
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Figura 11.3. Capacidad espumanteE, de soluciones de CMP (3,0% p/p) en funcién de la conceirirde
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Las barras representan al desvio estandar (n =2 o 3).
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Es posible comparar estos resultados con los valoreidbs para I2CE de otras
espumas proteicas analizadas mediante la misma met@glogimilar concentracién
proteica. Por ejemplo, a pH neutro, las espumas de aijstatigEico de soja con un grado
de hidrélisis de 0,4% presentaron un valorGte de 250% (Martinez, Farias y Pilosof,
2011) y las espumas @elg un valor de 210% (Carp, Baeza, Bartholomai y Pilcz0d4).
La excelente capacidad espumante del CMP fue enunciadar@mente por Marshall
(1991) quien reporté para CMP al 10% (p/p) a pH 6,0 por batido pa&idad espumante
de 1019% mientras que el valor obtenido para la clara de Huev637% y para el
concentrado de suero de queso 148%. Sin embargo, Marshalbrgpertas espumas de
CMP fueron muy inestables en comparacion a las oti@eipas. El origen animal del
suero (leche de cabra, oveja o vaca) del que se okti€@dP no influy6é en la capacidad
espumante (Martin-Diana, 2001).

La alta capacidad de espumado del CMP estaria relacionadel pequefio tamafio del
péptido (Kreul? et al., 2009; Martin-Diana, 2001) en relacitas @roteinas globulares de
mayor tamafio. Los péptidos flexibles como el CMP (Bniidwards, Palmano y Creamer,
2002) presentan alta actividad superficial y se adsorberrapittamente en la interfase
que las proteinas globulares (Martin, Grolle, Bos, ddeBtuart y vanVliet, 2002)
reduciendo la tensién superficial rdpidamente y promovidadormacioén de burbujas

pequefias.

l11.1.2 Efecto del NaCl y el CaC}.

La Figura 111.3 muestra el efecto de la presencia de 0,5, 1,0 y 2,0% (p/pade(ue
corresponden a las siguientes relaciones: 2,8, 5,7 y liliotas de NaCl/g de CMP
respectivamente), en @E del CMP. La presencia de NaCl hasta un 2,0% (p/p) tuvo un
minimo efecto en I€E del CMP siendo la media global de 379 + 2%. El valorimmo de

la CE, 325 + 35%, se obtuvo para las espumas de CMP a pH 5,00cgr2 0% (p/p) de
NaCl. El valor maximo, 400 + 42%, para las espumas de €iF0,5% (p/p) de NaCl a
pH 3,0. Kreuf et al. (2009) no encontraron que la incorporagdacCl influya en I€E

de espumas de CMP obtenidas por batido a pH 6,0.
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La Figura 11l.4 muestrda CE para espumas de CMP en presencia de 0,5, 1,0 y 2,0% (p/p)
de CadC] (1,5, 3,0 y 6,0 milimoles de Caft] de CMP respectivamente) para diferentes
valores de pH. Tampoco se observd aqui una importanigcivon de [&CE con el pH ni

con la concentracion de CaCla media global fue 382 + 29%. El valor minimo d€

330 £ 28%, se obtuvo para las espumas de CMP a pH 6,0 con@uddpZaCGl El valor
maximo, 425 * 8%, para las espumas de CMP con 0,5% (p/p)QigaCaH 5,0.

Thoma-Worringer et al. (2007) no encontraron difereneralaCE del CMP al 5% (p/p) a
pH neutro en presencia de NaCl hasta 0,2 M y para 0,3 Mesemqmia de CaglEn
general se espera que bajas concentraciones de satalaresiubilidad de las proteinas y
consecuentemente la capacidad espumante mientras que cattasntraciones la
disminuya. Los resultados obtenidos permiten concluir q@Eldel CMP en cambio, no
varia significativamente con la fuerza i6nica (NaClatrCg).

lll. 2 Estabilidad de las espumas de CMP.

111.2.1 Efecto del pH.

En laFigura lll.5 se muestran, a modo de ejemplo, los diferentes feradsr@rservados
en la desestabilizacion de una espuma al 3,0% (p/p) deaCpHP3,0. Inicialmente, las
burbujas son homogéneas y esféricas, con ausenciquitiolidrenado en el fondo de la
probeta Figura IIl.5 A). A los 6 minutos, se observa la presencia de liquidoadogn
aunque la espuma mantenga su volunkégufa II1.5 B ). Las burbujas pasan de esféricas
a poliédricas, y el liquido drena por gravedad. El period@edgo en el cual no cambia el
volumen de la espuma se denomina “tiempo lag”. Luego depesedo, comienza el
colapso de la espum&i@uras 111.5 C y D). El colapso es la ruptura del film entre dos
burbujas en la interfase espuma-aire que produce la disiginalel volumen de la
espuma. En general, se ha observado que el procescelseaacon el tiempo y es
independiente de la altura inicial de la columna de espumrg,(2001). El drenaje y la
ruptura de la espuma son interdependientes, en cuanta gueura aumenta el drenaje y
el drenaje reduce el grosor y la resistencia de lasldamea capa fina de liquido que
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separa dos caras de poliedros adyacentes se denomin&*lgrtos canales de encuentro

de estas lamelas se conocen como bordes de Plateaaréidan, 1997).

A B

Figura lll.5. Imagenes de espumas de CMIRI 3,0% (p/p) a pH 3,0. A) Espuma recientemente preparada
(tiempo= 0 min); B) tiempo = 6 min; C) tiempo = 30 min y Bhipo = 45 min. Las microfotografias de

abajo (Martinez et al., 2012) muestran los tamafiosfpiass de las burbujas. Temperatura: 25 °C

En las espumas de CMP el proceso de drenado y colapsoyesmpido. Martinez et al.
(2012), estudiaron el desarrollo de las burbujas de airé tempo de espumas de CMP
obtenidas por burbujeo a pH 3,5y 7,0 por medio de micrograi@sespumas de CMP
exhibieron inicialmente burbujas de aire de tamafio negy@fio, aln menores a laspde
lg, atribuida al rapido crecimiento de la presiéon supiatfdel CMP en comparacion con la
B-lg. Sin embargo, para los dos pH las burbujas creciergnréamidamente resultando en
un rapido colapso. Esta rapida desestabilizacién puedexgi@ada por un proceso de
desproporcion y colapso de la espuma simultdneo cormhdio del liquido (Martinez et
al., 2012).

En el presente trabajo se realiz6 un andlisis ddtallde la influencia del pH en los

distintos fendmenos de desestabilizacion de las espden€MP obtenidas por batido. En

primer lugar, se determiné el tiempo necesario para querdds ml de liquido a 25 °C,

214



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) y su impactogefifiaacion y espumado

llamado tiempo de drenado Este tiempo se eligid debido a la rapida disminuciéh d
volumen de la espuma. Con respecto al colapso deplamas se determinaron dos
parametros, dlempo lagpara el comienzo del decaimiento del volumen de la esguah
tiempo necesario para que colapse el 50% del volumen dpuana, denominaddiémpo

de colapst los pardmetros estudiados se muestran en una cuicaeiplaFigura I11.6 .

120+
110-
10048,
90-
80-
;gz ____p-cuna de colapso
50
40
30-
20-
10
o]

VOI espo Voldren (ml)

curva de drenado

o

T T T T T T T ™
80 100 120 140 160 180 200 220 240

o
D

LI |
0 20 =40 60
g2 E S .
o8& 9 o 3 t (min)
00 O~— o o
SEFE L

e
28 é_g = O

o2

= O

Figura l1.6. Curva tipica del volumen de liquido drenado y espuma colapsafti@aciéon del tiempo para
una espuma de CMP (3,0% p/p) y pH 3,5. La figura muestra los parametros adakzdiempo de drenado
de 15 ml de la espuma, tiempo lag de colapso y tiempo desoatal 50% de la espuma.
Temperatura: 25 °C

El tiempo de drenado se representa en funcion del pHFéguea 111.7 A. Se observé una
fuerte dependencia del tiempo de drenado con el pH: para phoregea 4,5 fue
aproximadamente 30 min pero para valores de pH superioreseati&bpo de drenado
disminuyd drasticamente (aproximadamente 4 — 5 min); iedfioa un aumento muy

significativo en la estabilidad al drenado por debajo de pH 4,5.
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El pH de la espuma también influyd en el tiempo lag dapsol, aunque los valores fueron
muy bajos (< 5,5 min)Higura I1l.7 B ). Los mayores valores es decir, la mayor estabilidad

al comienzo del colapso, se obtuvo a pH 3,0y 3,5.

La Figura Ill.7 C muestra el tiempo de colapso en funcion del pH. Senagbspie los
menores valores fueron obtenidos para>pHl5 (entre 6 y 10 min). Al decrecer el pH
debajo de 4,5, el tiempo de colapso aumenté mucho, tiaiérun maximo a pH 3,5 de
aproximadamente 70 min. Esto indica nuevamente que lalestdkal colapso aumenté

muy significativamente por debajo de pH 4,5.

La concentracion de CMP en la espuma también influyéaeestabilidad. A pH 3,5, las
espumas de CMP al 4,0% (p/p) presentaron un tiempo deddrei@al20 £ 10 min, un
valor 2 veces superior al obtenido con una concentraci@08e (p/p). Un efecto similar
se observé con el tiempo de colapso cuyo valor fue ®nin, superior al obtenido para

las espumas al 3% (aproximadamente 70 min).

Kreuf3 et al. (2009) estudiaron la estabilidad de la espuma dfiradaiones no glicosiladas
y glicosiladas, aCMP y gCMP, encontrando también ureimento de la estabilidad con la
concentracion (0,5 al 3% p/p). El aumento de la concadiracoteica también aumento la
estabilidad de espumas de proteina de soja nativa corstaanmetodologia de batido
(Carp, 2001) y otras proteinas lacteas como aislado dedrigneso y caseinato de sodio

(Marinova, Basheva, Nenova, Temelska, Mirarefi, Gbefl y Ivanov, 2009).
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Figura l1l.7. A) Tiempo de drenado para 15 ml de liquido, B) tiempaléagolapso y C) tiempo de
colapso para la disminucion del 50% de la espuma de solucioG@sRlal 3,0% (p/p) en funcion del pH.

Las barras representan al desvio estandar (n =2 o 3).
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l11.2.2 Efecto del NaCl y el CaC}.

En laFigura 111.8 A se presenta el tiempo de drenado en funcién del pH ppuanas de
CMP en presencia de NaCl. Para las espumas con 4B no se observaron cambios

significativos por la presencia de NaCl. La presencidNd€l (0,5 al 2,0% p/p) en las
soluciones de CMP redujo este parametro desde 30 a 10 mid,Q gHiesde 35 a 30 min

a pH 3,5, sin embargo, a pH 3,0, lo aument6 desde 30 a 50 min

Se observé un incremento del tiempo lag para el colapsdacooncentracion de NacCl
(Figura 111.8 B) por debajo de 4,5 y los mayores valores se obtuvieronZ(@Hionde el
agregado de 2,0% (p/p) de NaCl aument6 al tiempo lag dasite &MP solo) a 22 min,

es decir, mejoro la estabilidad al colapso.

La Figura 111.8 C muestra el tiempo de colapso de las espumas de CMP con la
concentraciéon de NaCl en funcion del pH. Nuevamenteenmbservaron efectos a pH

4,5. A pH 3,0 se observé un incremento en el tiempo B¢ con la presencia de NaCl
gue aument6 desde 50 (CMP solo) a 85 min. Por otro lado,3a50H4,0, se observé un

efecto negativo con respecto a este parametro poregjay de NaCl.

En laFigura 111.9 se muestran los parametros que definen la estabilidad dsplamas de
CMP en relacién a la concentraciéon de GaDE la misma manera que para NaCl, no se
observaron efectos por la presencia de £aCpH > 4,5. Con respecto al tiempo de
drenado Figura I11.9 A), la presencia de CaCtisminuyd, en general, el tiempo de
drenado. Una excepciéon se encontré a pH 3,0, donde aunhesdé 30 a 48 min para la

concentracion de 2% (p/p) CacCl

El tiempo lag disminuy6 desde 6 a 2,5 min para las espunmaSacC] para pH 3,0 y 3,5
no obstante los valores fueron todos muy bajoguga 111.9 B ). Con respecto al tiempo
de colapsoKigura 111.9 C) a pH 3,5 y 4,0 se observd una significativa disminucidn de

tiempo de colapso en presencia de gacCl
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Figura 111.8. A) Tiempo de drenado para 15 ml de liquido, B) tiempo laglkdgpso y C) tiempo de colapso

para la disminucién del 50% de la espuma de soluciones de C3®alp/p) y diferentes concentraciones
de NaCl: () 0; (©) 0,5; (V) 1,0 y Q) 2,0 % (p/p) en funcién del pH.

Las barras representan al desvio estandar (n =2 o 3).
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Figura 111.9. A) Tiempo de drenado para 15 ml de liquido, B) tiempo lag ldg@so y C) tiempo de colapso
para la disminucién del 50% de la espuma de soluciones de C\I¥a(p/p) y de diferentes

concentraciones de CaC{o) 0; (©) 0,5; (V) 1,0 y ) 2,0 % (p/p) en funcién del pH.

Las barras representan al desvio estandar (n =2 o 3).
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Es decir que en términos generales la presencia de Na@Cl &€ pH < 4,5 afecta a la
estabilidad de las espumas de CMP en contraste corsdovaddo para I€E, que no fue
afectada por el pH y la fuerza i6nica. A pH 3,0, todesparametros que definieron la
estabilidad (tiempo de colapso, tiempo de drenado y tieragp dumentaron por la
presencia de NaCl. Por otro lado para la misma condi@drH, la presencia de Ca@b
influy6 en la estabilidad. A los pH 3,5 y 4,0 se observganaestabilidad en las espumas
tanto por la presencia de NaCl como de Ga@ln en bajas concentraciones). Sin
embargo, se observé una ligera mejora por el agregadoGleeNal tiempo lag.
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Conclusiones

El pH no influy6 en la capacidad espumante del CMP. Porladio, la estabilidad de las
espumas de CMP fue particularmente afectada por el @htjcsimas estables a pH acidos
(por debajo de 4,5). Ademas, la presencia de sales, espatialel CaG| disminuyd la
estabilidad sin afectar la capacidad espumante.

Las propiedades espumantes descriptas y su dependeneibptbpueden ser explicadas
en base al modelo de autoensamblaje propuesto@apétulo | donde las moléculas de
CMP al disminuir el pH se asocian por medio de intéoaes hidrofébicas formando
dimeros o tetrdmeros dependiendo de las condicioneseldib, los cuales luego se
ensamblan mediante interacciones electrostaticasinteracciones electrostaticas juegan
un rol importante en las propiedades espumantes e oidels las cuales son

principalmente influenciadas por el pH y la fuerza i6fic@ul’ et al., 2009).

A pH superiores a 4,5, se ha mostrado que el CMP no getiido que prevalecen las
formas menos asociadas del CMP (mondmeros, dimen@snézos) que son estables en el
tiempo. Estas formas asociadas, por su pequefio tamajr@anrfécilmente a la interfase,
pero el film formado es débil (Martinez, Carrera Samch®odriguez Patino y Pilosof,
2009). La repulsion electrostética entre las diferenteéculas de CMP en la interfase
impide su asociacion para formar un film elastico lo euglicaria la baja estabilidad de
las espumas. Cuando el pH es inferior a 4,5, el CMP imteldase puede interaccionar de
acuerdo al modelo de autoensamblaje propuesto generandm umtérfacial gelificado y
elastico y por lo tanto aumentando la estabilidad desippsmas.

Por otro lado, la presencia de sales como NaCl y espec@nCaCl disminuirian las
interacciones electrostéticas retrasando la estatitin del film interfacial en el tiempo.

Entonces, puede decirse que las propiedades de espumado deéé@iBlen de diferentes

factores:
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La capacidad espumante basicamente de su alta solubilatztt/idad superficial
y rapida migracion a la interfase a cualquier pH debidpeglefio tamafio del
péptido.

La estabilidad de las espumas en cambio esta relacigradapalmente a la
posibilidad de formar una pelicula viscoelastica en Erfase lo cual depende del
autoensamblaje del CMP que es modulado por el pH y lanmiaste sales.
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Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) en solucion ysactionen la gelificacion y espumado

El CMP es un péptido que se encuentra como mondmero alpil sS& autoensambla
espontaneamente a pH < 4,5 ya sea a temperatura anbotealentamiento, generando
en el tiempo una estructura ordenada gelificada de cdstices viscoelasticas, baja
dureza y cohesividad. Dicha estructura es reversiblecambio ulterior de pH pero no a

la forma monomérica.

El autoensamblaje del CMP y su gelificacion estan modalado diferentes condiciones
del medio: pH, temperatura, tipo de acido y presencia @ss.sBl tipo de acido y la
presencia de sales impactan en la asociacion del CMPvigohidrofébica, la cual

constituye la primera etapa del autoensamblaje, conduc&ddmeros (HCI), tetrAmeros

(acido citrico, acido lactico, NaCl, Cal’db hexameros (acido acético).

Estas formas asociadas del CMP (excepto la forma heanférmada en presencia de
acido acético) son las que posteriormente interactilpH & 4,5 por via electrostatica
(segunda etapa del autoensamblaje) conduciendo en el tieonmo estructura ordenada

gelificada.

Por lo tanto, las caracteristicas viscoelasticas, @ersily Opticas que se obtienen en los
geles estan moduladas por todos estos factores. Laggadps de espumado del CMP
también estan relacionadas con su autoensamblaje, @ntenla estabilidad de las
espumas tanto al colapso como al drenado a pH < 4,5a gornhacién de una pelicula

interfacial gelificada.
La propiedad del CMP de autoensamblarse aun a temperatuentangara formar geles

reversibles por pH, junto con sus propiedades bioactivastiycionales hacen de este

péptido un ingrediente de enorme potencialidad.
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