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Interacciones entre [-Ig y polisacadridos en coloides alimentarios

Resumen

Se estudid el efecto de diferentes polisacaridos en las propiedades de gelificacion y espumado
de la B-lg en condiciones de limitada compatibilidad termodinamica (pH > pI). En presencia de
polisacaridos no gelificantes (A-C, XAN y PGA) se observé una disminucion en la concentracién
minima de proteina necesaria para gelificar y una modificacién en la dinamica de gelificacion
(tiempo de gelificacion y velocidad de desarrollo del gel). La presencia de polisacaridos afectd
principalmente la etapa de agregacion de la proteina, limitante del proceso de gelificacion,
obteniéndose en presencia de los PS grandes agregados que permitieron la formacién de un gel. Se
observo en general un aumento en la estabilidad térmica de los sistemas mixtos (3-1g/PS (6%/0,5%)
en relacion a la B-lg sola. Esto se manifestd en un aumento de las temperaturas de inicio de
desnaturalizacion y del cambio de entalpia total. Las propiedades de los geles mixtos fueron muy
diferentes de acuerdo al polisacérido utilizado. En los geles mixtos B-1g/PGA se observé la mayor
variacion en las propiedades micro y macroestructurales con el pH, T, concentracién de sélidos
totales y relacion PS/proteina.

Las propiedades de las interfases y espumas en sistemas mixtos estarian controladas por la
proteina, debido a su mayor actividad interfacial. El efecto de los polisacaridos en las propiedades
interfaciales de una proteina es complejo debido a la existencia de por lo menos tres fenémenos: (a)
Incompatibilidad entre los biopolimeros (b) fendmenos competitivos o cooperativos (c)
interacciones especificas de complejamiento a través de ciertas regiones de la molécula del PS y de
la proteina. Al estudiar el efecto de los polisacaridos en monocapas esparcidas de (3-lg se observo
en general un aumento de la presién superficial y una disminucion de la elasticidad y médulo
dilatacional elastico. El Manucol ester mostré una mayor actividad superficial que los otros PGA
(K-0 y K-LVF) dado que produjo el mayor aumento de la presion superficial. En los estudios de
adsorcién dindmica (tensiémetro de gota) se observd que el Manucol ester debido a su mayor
adsorcion entre los PGA es el que produce peliculas con menor estructuracion. Esto se observé en
los ensayos dinamicos (G’n.x mas bajo), como en los estudios de monocapas esparcidas donde el
Manucol dié los menores valores de médulo dilatacional elastico y de elasticidad.

En presencia de la goma xantica los resultados muestran que ain sin penetrar en la interfase,
este polisacarido tiene una enorme influencia en la misma, derivada principalmente de un posible
complejamiento sobre la proteina en la monocapa y de fendmenos de limitada incompatibilidad
tanto en el seno de la soluciéon como en la interfase. Las caracteristicas reologicas de la pelicula

interfacial tienen una profunda influencia en la estabilidad de las espumas



Abstract

In the present work, the effect of polysaccharides on the properties of B-lg gels and foams was
studied in conditions of limited thermodynamic compatibility (pH > pl).

In the presence of non-gelling polysaccharides (A-C, XAN and PGA) it was observed a decrease
in the critical concentrations for (3-lg gelation and a modification in the dynamic of protein
gelation (gel time, rate of development of the gel structure). The presence of polysaccharides
greatly affected the aggregation of B-lg, that constituted the limiting step in the rate of gelation
process. In the presence of PS large aggregates were formed during heat treatment, that allowed
gel formation at low B-lg concentration. In general, the presence of PS increased the thermal
stability of -lg, as we observed an increase in the onset temperature and enthalpy change of the
denaturation process in the mixed systems. The properties of mixed gels were totally different
according to the polysaccharide present in the mixed gel. In the presence of PGA it were observed
the greatest variations in macro and microstructural properties of gels with pH, T, solids content
and PS/B-lg ratio.

The properties of B-lg interfaces and foams would be controlled by protein, due to its highest
surface activity. The effect of polysaccharide on B-lg interfacial properties is complex due to the
existence of the following phenomena: (a) incompatibility between biopolymers, (b) cooperative or
competitive adsorption (c) complexation through specific interactions between polar regions on the
protein and polysaccharide molecules. In the study of spread monolayers, it was observed an
increase in surface pressure and a decrease in elastic dilatational modulus and elasticity. MAN
showed the highest increase in surface elasticity, as a consequence of its high surface activity. In
the dynamic adsorption experiments (drop tensiometer) MAN was the polysaccharide that
produced the less structurated films in the presence of B-lg due to its higher adsorption at the
interface in comparison with K-0 and K-LVF. This was manifested by low G’ and the lowest G’
and elasticity obtained in spread monolayers.

The presence of XAN produced a large effect in the film properties, even without presenting
surface activity by itself. This effect would be due to complexation with protein adsorbed at the
interface and limited incompatibility in the bulk solution and in the interface. Rheological

characteristics of the film have a large influence on foam stability.
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INTRODUCCION GENERAL

1. PROPIEDADES FUNCIONALES DE PROTEINAS Y POLISACARIDOS

Las proteinas y polisacaridos son biopolimeros complejos que desempeifian un rol fundamental
en las caracteristicas organolépticas y estructurales de los alimentos, las cuales inciden en la
aceptabilidad por parte de los consumidores. Ambos son componentes muy versatiles que cumplen
funciones como espesantes, gelificantes, emulsionantes y espumantes en los alimentos.

Se definen como propiedades funcionales a las propiedades fisico-quimicas de polisacaridos y
proteinas que afectan su comportamiento en los productos alimentarios ya sea durante la
preparacion, el procesado, almacenamiento o consumo de los mismos, es decir; cualquier
propiedad (excepto las nutricionales) que afecta su utilizaciéon (Hall, 1996).

Las proteinas son las mas susceptibles a cambios en su funcionalidad de acuerdo a las

condiciones del medio o procesamiento, debido a su compleja estructura molecular.

Las propiedades funcionales pueden categorizarse en tres grandes grupos (Cheftel et al., 1989b):

>Propiedades de hidratacién: Son las dependientes de las interacciones de la proteina o del
polisacaridos con el agua. Entre ellas se encuentran la absorcion y retencion de agua,
dispersibilidad, solubilidad y viscosidad.

>Propiedades dependientes de las interacciones intermoleculares: precipitacion, floculacion y
gelificacion.

>Propiedades superficiales: emulsificacion y espumado.

Las diferentes aplicaciones en las que pueden utilizarse las proteinas requieren de distintas
propiedades funcionales o una combinacion de varias para obtener las caracteristicas deseadas en
un determinado producto. En la Tabla 1 se ejemplifican las propiedades funcionales de proteinas
que intervienen en la formulacion de alimentos (Cheftel et al., 1989b). Muchas de estas
propiedades funcionales son compartidas por polisacaridos, aunque las de mayor importancia en el

caso de los polisacaridos son las de retencion de agua, efecto espesante y gelificante.

Tabla 1 Propiedades funcionales que intervienen en la obtencion de diversos alimentos (Cheftel et

al., 1989b)

Alimento Propiedades funcionales

Bebidas Solubilidad a pH diferentes, estabilidad al

calor, viscosidad
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Aderezos, salsas

Viscosidad, emulsificacion, retencion de agua

Productos de panaderia y de pasteleria (pan,

bizcochuelos, tortas)

Absorcion de agua, emulsificacion, espumado,
formacion de una matriz viscoelastica,

cohesion, gelificacion

Productos lacteos (queso fundido, helados,

postres)

Emulsificacion, retencion de grasa, viscosidad,

espumado, gelificacion, coagulacion.

Reemplazantes de huevo (o clara de huevo)

Espumado, gelificacion

Productos carnicos (salchichas, hamburguesas)

Emulsificacion, gelificacion, cohesion,

absorcion y retencion de agua y de grasa.

Productos similares a la carne (proteinas

Absorcion y retencion de agua y de grasa,

vegetales extrudadas) firmeza, masticabilidad, cohesion

Recubrimientos alimenticios Cohesion, adhesion

Productos de confiteria y chocolateria Dispersabilidad, emulsificacion

(Chocolate con leche)

Los factores que afectan la funcionalidad de proteinas pueden ser agrupados en aquellos
relacionados a caracteristicas intrinsecas de la molécula, los relacionados al procesamiento
(extraccion y purificacion de proteinas, deshidratacion, tratamientos térmicos, agitacion, batido,
centrifugacion, etc) y los factores que afectan su aplicacion (Hall, 1996).

Los factores intrinsecos estan relacionados con las caracteristicas estructurales de la molécula de
proteina, es decir, con la clase y proporcion de los diferentes aminoacidos, su secuencia y las
estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria que determinan el tipo y nimero de grupos expuestos
y los ocultos dentro de la estructura interna. Dentro de las caracteristicas intrinsecas de las
proteinas, una de las mas importantes es la hidrofobicidad superficial, ya que presenta una
correlacion positiva con las propiedades de interfase y de gelificacion (Nakai et al., 1996).

Estos diferentes y complejos niveles de estructuracion de las proteinas les confieren diferentes
funciones, y la pérdida de la estructura nativa determinara una modificacion en su funcionalidad
(Hall, 1996).

En la Tabla 2 se resumen los principales factores que afectan la funcionalidad. Cabe remarcar
que el efecto de los factores extrinsecos en las propiedades funcionales de las proteinas es una
simple manifestacion de las alteraciones de la conformacion de la proteina y de otras propiedades

fisicoquimicas (Damodaran, 1996).
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Tabla 2 Factores que afectan las propiedades funcionales de las proteinas en alimentos

(Damodaran, 1996)

Intrinsecos Factores del medio Factores de procesamiento
Composicion de las proteinas ~ pH Calentamiento
Conformacion de la proteina Estado de oxido-reduccion Secado
Sales pH
Agua Fuerza iénica
Carbohidratos Agentes reductores
Lipidos Condic. de almacenamiento
Surfactantes Modificaciones fisicas
Aromas Modificaciones quimicas

La evaluacion de la funcionalidad de una proteina o un polisacarido se realiza mediante la
determinacion de propiedades fisicoquimicas bien definidas como la viscosidad o tension
superficial o mediante ensayos sobre su aplicacion, como son la medida de la pérdida de agua de un
producto, el volumen de espuma formado a partir de una solucion de proteina o el volumen de pan
después de la coccion.

Las propiedades funcionales se pueden evaluar en principio en sistemas modelo que contienen a
Ginica proteina o polisacéarido. A partir del conocimiento del comportamiento y propiedades de los
sistemas modelo se puede avanzar hacia el estudio de sistemas mas complejos, y finalmente lograr
la formulacion de productos que sean viables para su produccion industrial.

En cuanto a la proteina utilizada en el presente trabajo, la [3-lactoglobulina, es la proteina
mayoritaria del suero lacteo y la que determina sus propiedades funcionales. Las proteinas del
suero son ingredientes de enorme potencial en la formulacion de alimentos funcionales y por ser un
producto natural y de alto valor nutricional, el desarrollo de alimentos basados en este producto
debe considerarse como una meta a lograr en corto tiempo.

En las secciones siguientes se describira brevemente el proceso de obtencién, caracteristicas
fisicoquimicas y propiedades funcionales de la B-lactoglobulina y de los polisacaridos utilizados,
como base para el tratamiento posterior de los sistemas mixtos formulados en base a estos

biopolimeros.
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2. PROTEINAS DEL SUERO LACTEO

2.1 Composicion y utilizacion

En una leche normal el contenido de proteinas es de 30-40 g/L, lo que representa el 95% del
nitrégeno total de la leche. Alrededor del 80 % de las proteinas son caseinas que se encuentran en
forma micelar y contienen hasta un 8% de constituyentes minerales. Las caseinas, por su estructura
macromolecular particular son facilmente aislables por centrifugacion o precipitacion isoeléctrica
a pH 4,6 (Cheftel et al., 1989a). La fraccion no sedimentable, denominada “proteinas solubles” o
“proteinas del lactosuero™ estd constituida por proteinas globulares tales como la seroalbiimina
bovina (BSA), la B-lactoglobulina (-1g), la a-lactoalbimina (c-1a), inmunoglobulinas (I-g), etc.

La composicion tedrica del suero lacteo, es decir la soluciéon acuosa remanente luego de
remover principalmente las grasas y las micelas de caseina se muestra en la Tabla 3. Esta
composicion tedrica se asemeja a la composicion del suero obtenido como subproducto en la

industria quesera.

Tabla 3. Composicion tedrica del suero y solidos del suero (Morr et al., 1993)

Componente Suero lacteo (g/kg) Sélidos del suero (% p/p)
Agua 870 -
Lactosa 46 76,0
Cationes
Calcio 0,37 0,61
Magnesio 0,08 0,12
Potasio 1,44 2:22
Sodio 0,46 0,76
Total 2,24 3,70
Aniones
Clorhidrico 1,06 1,75
Fosfato 1,08 1,78
Sulfato 0,10 0,17
Bicarbonato 0,10 0,17
Total 2,34 3,87
Acidos Organicos
Acido Citrico 1,60 2,65
Otros 0,14 0,23
Total 1,74 2,88
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Lipidos
Neutros 0,04 0,07
Fosfolipidos 0,11 0,18
Total 0,15 0,25
Proteinas
[-lactoglobulina 3.2 5,29
o-lactalbiimina 1,2 1,98
Seroalbiimina bovina 0,4 0,66
Inmunoglobulinas 0,75 1,25
Total 6,15 10,16

La industria quesera utiliza principalmente las caseinas y materia grasa para la elaboracion de
diferentes clases de quesos. La fracciébn que se separa contiene principalmente lactosa, sales
minerales y proteinas solubles. En el suero, la fraccion proteica es de aproximadamente 8 g/L y esta
constituida principalmente por [3-lactoglobulina (50%) y por a-lactalbumina (19%) y por otras

proteinas en menor proporcion como se muestra en la Figura 1.

Proteinas del suero

Lactoferrina 3% (.2 Nitrégeno N-P 11%

Albumina bovina de suero 5% 0.4,

Inmunoglobulinas 13%

B-lactoglobulina 50%

a-lactalbumina 719%

Figura 1. Fraccion de solidos del suero y porcentaje de las distintas proteinas que lo constituyen (Cayot &
Lorient, 1996)

En nuestro pais, las principales industrias lacteas (Mastellone Hnos, SANCOR ) tienen plantas
especialmente destinadas a la produccién de suero en polvo, y otras utilizan la capacidad ociosa

para la obtencion de este producto (Molfino, Milkaut, Verénica). En cuanto a la comercializacion
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de este producto, considerado como una “comoditie”, se han incrementado notablemente las
exportaciones, acompaiiado de una suba gradual del volumen de este producto en el mercado.

El suero derivado de la obtencion de queso, ha sido considerado como producto de descarte por
mucho tiempo o como alimento para animales, principalmente ganado porcino. En alimentos se lo
utiliza como suero en polvo o para la recuperacion de lactosa y proteinas, y parte es tratado como
efluente industrial. El tratamiento de este producto resulta antieconémico, ya que por un lado la
instalacion de una planta de tratamiento demanda un costo energético muy alto, y por otro, la
composicion del suero de queseria al poseer un alto valor de DBO (demanda biolégica de oxigeno),
requiere de un tratamiento mas intenso comparado con otros efluentes liquidos provenientes de la
misma planta elaboradora.

Los concentrados de proteinas del suero (WPC) (35-50% de proteina) se obtienen
industrialmente por medio de ultrafiltracion. Una concentracion posterior del retentato mediante
diafiltracion resulta en la obtencion de un concentrado con mas de un 75% de proteina. El aislado
de proteinas del suero (WPI) se obtiene mediante procesos de intercambio iénico (Morr y Ha,
1993). El producto resultante contiene mas de un 90 % de proteina.

Los productos proteicos que pueden obtenerse a partir del suero lacteo poseen un alto valor
agregado por sus caracteristicas funcionales y nutricionales, que justifican el costo del proceso de
recuperacion de las proteinas. Generalmente, para ser utilizadas como ingredientes funcionales, se
requiere que las proteinas cubran un amplio rango de propiedades funcionales. En este sentido, las
proteinas de la leche (tanto caseinas como proteinas del suero) son consideradas como proteinas de
“amplio rango” de funcionalidad (Hall, 1996). En la Tabla 4 se muestran las aplicaciones de

proteinas derivadas del suero en alimentos de consumo humano (Cayot y Lorient, 1996).

Tabla 4. Uso de proteinas del suero en alimentacién humana.

Aplicacién industrial Propiedad funcional esperada Proteina utilizada
Panificados Retencion de agua,dispersibilidad de grasas, WPC® o WPC + caseinatos
Galletitas estabilizacion de emulsiones, overrun de WPI®

Cereales para desayuno espumas, gelificacion, pardeamiento, Suero deshidratado

realzamiento de aromas

Pastas  Efecto de textura y ligazon, pardeamiento ~ WPC

Productos de confiteria Formacion de emulsiones, espumado, WPC + caseinatos Hi&fﬁliiédoé,
Chocolates pardeamiento, aroma, efecto antioxidante WPC, suero

‘Helados de  em

‘Estabilidad de emulsiones, espﬂn?z;db,—W-PC + caseinatos ky proteiihéé

gelificacion. de la leche

Carne y productos carnicos Formacién de emulsiones, retencion de agua WPC, WPI solo o en mezcla
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(textura cremosa y suave), propiedades de con caseinatos

ligazén y adhesividad.

Salsas, sopas, comidas

listas para consumir

“Productos léct&)gvv(‘léche, ]

yogur, mantecas ligeras)

Estabilidad de emulsiones, retencion de agua WPC + caseinatos + yema de

huevo, WPC + caseinatos +

huevo entero

agua, gelificacion.

Bebidas alcoholicas

Nutracetticos

Estabilizacién de }:rel;lés, aspecto turbio B

Ingestion de proteinas, funcion intestinal

WPI

WPC + caseinatos, WPC o WPI

~ Suero, WPC o WPI

WPC hidrolizado

*WPC: siglas inglesas de concentrado de proteinas del suero (Whey proteins concentrate)

"WPI: siglas inglesas de aislado de proteinas del suero (% proteina > 90%) (Whey proteins isolate)

Las propiedades fisicoquimicas mas importantes de las cuatro proteinas mayoritarias del

lactosuero se muestran en la Tabla 5. Las dos proteinas mas importantes desde el punto de vista de

manufactura y funcionalidad son la o-lactoalbumina (c-la) y la 3-lactoglobulina (B-lg). Las

proteinas del suero en su estado nativo, por su forma globular compacta, se mantienen solubles

cerca del punto isoeléctrico (4, 2 0 5) a temperatura ambiente.

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de las proteinas mayoritarias del lactosuero (Morr et al., 1993)

Propiedad B-lg o-la BSA I-g
Punto isoeléctrico 5,2 4,2-4.5 4,7-4.9 5,5-8,3
Concentracion en el suero (g/l) 2-4 0,6-1,7 0,4 0,4-1
Concentracion en el las proteinas

del suero (%) 56-60 18-24 6-12 6-12
Peso molecular (daltons) 18000 14000 66000 >146000
Hidrofob. promedio (Kcal/res) 1075 1020 995 NA
Residuos de aminoac. tot /mol 162 123 582 NA
Residuos apolares/mol 54 44 163 NA
Residuos Cisteina/mol 5 8 35 NA
Residuos disulfuro/mol 2 4 17 NA
Res. Sulfhidrilo/mol 1 0 1 NA
Residuos lisina/mol 15 12 59 NA
Res. Acido glutamico/mol 16 8 59 NA
Res. Acido aspartico/mol 10 9 39 NA
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Cada una de las proteinas del suero poseen propiedades funcionales caracteristicas relacionadas
a su peso molecular, caracteristicas fisicoquimicas, composicion y secuencia de aminoacidos. Un
factor muy importante al considerar la funcionalidad de estas proteinas es su abundancia en
residuos de aminoacidos con grupos sulfhidrilo que permiten formar uniones covalentes
intermoleculares durante el procesamiento a alta temperatura, por ejemplo en la formacion de

productos gelificados.

2.2 Caracteristicas estructurales, conformacion y propiedades fisico-quimicas de la

Plactoglobulina

El polimorfismo genético es una caracteristica de la [-lactoglobulina, pudiéndose identificar
siete variantes genéticas denominadas A, B, C, D, E, F y G, siendo las que prevalecen las formas A
y B (Eigel et al., 1984). Todas las variantes de la {3-lactoglobulina poseen 162 residuos de
aminoacidos, sin embargo cada variante puede diferir en una a tres posiciones de los residuos,
causadas por mutaciones en el codigo genético de la proteina.

En la Tabla 6 se muestran algunas propiedades quimicas y fisicas de las variantes de la 3-

lactoglobulina (Eigel et al., 1984).

Tabla 6. Propiedades de los polimorfismos genéticos de la 3-lactoglobulina (Eigel et al., 1984)

Variante Peso molecular del Punto Punto Hr*
monomero isoioénico isoeléctrico (J/res)

A 18363 5.35 5.13 4.53
B 18277 5.41 5.13 4.49
€ 18286 5.39 - 458
D 18276 - - 4.58
E 18205 - - 4.49
F 18243 - - -

G 18223 - B -

*Dato de hidrofobicidad

La [3-lactoglobulina ha sido aislada y purificada del suero lacteo de diferentes especies animales,
tales como vaca, caballo, oveja, bufalo, cerdo, burro, ciervo, canguro y delfin y ha sido

determinada la secuencia de aminoacidos de la proteina para cada especie. La [3-1g parece no estar
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presente o contener una concentracion a nivel de trazas en la leche de primates y roedores (Phillips

et al., 1994d)

2.2.1 Estructura primaria de la f-lactoglobulina

Una reciente comparacion de las secuencias de aminoécidos en la familia de la B-1g ha revelado
un promedio de homologia en 33 aminoacidos, lo que indica que esos residuos son decisivos en la
estructura y conformacion de la proteina. La secuencia de aminodcidos en bovinos, ovinos,
porcinos, cabra y caballo revela que el mas alto grado de homologia entre las proteinas ocurre en la
region amino-terminal de cada molécula de proteina, siendo consistente las posiciones de las
uniones disulfuro formadas entre Cis160-Cis66 y Cis119-Cis106 y un grupo tiol libre en Cis121.

A pesar de que puede obtenerse mucha informacion acerca de la naturaleza quimica de la B-lg
mediante estudios de secuencias de aminoacidos homoélogas lo que verdaderamente le imparte sus
caracteristicas bioldgicas y propiedades funcionales es su conformacion. El estudio de la estructura
y caracteristicas conformacionales es fundamental para una interpretacion molecular de las

propiedades fisicoquimicas y la relacion existente entre estructura y actividad de la proteina.

2.2.2 Estructura secundaria de la p-lg

Los primeros estudios acerca de la estructura secundaria de la B-lg fueron realizados por
técnicas de discroismo circular y espectroscopia infrarroja, los que permitieron asignar porcentajes
de estructuras tipo a-hélice, plana y estructuras desordenadas en la molécula (Timasheff et al.,
1966). La informacién actualmente existente acerca de la estructura secundaria de la B-Ig describe
al monémero de proteina como esférico (diametro aprox. 36 A) (Verheul et al., 1999) y
conteniendo una region de estructura tipo a-hélice de aproximadamente 20 A de longitud y una
region de estructura plana . Se ha reportado que la molécula contiene un 10-15% de estructura .-

hélice, 43% de regiones planas B y 47% de estructura desordenada (Timasheff et al., 1966)

2.2.3 Conformacion de la f-lactoglobulina

La estructura nativa de una proteina resulta de un balance de fuerzas atractivas y repulsivas
entre las cadenas de polipéptidos y entre las cadenas de éstos y el solvente (Relkin, 1996). La
conformacién nativa de la B-lg se representa en la Figura 2 (Phillips et al., 1994d).

En ella se muestra que la molécula esta formada por 9 cadenas planas (3 antiparalelas, envueltas
juntas de forma tal que forman una especie de cono alisado. Las vueltas ocurren entre los residuos

44a47,59262,78a8]y84a88.
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Figura 2. Estructura terciaria del monémero de B-lactoglobulina. Las flechas indican las zonas planas 3,
nominadas con las letras A-I. También se indica la ubicacion de las uniones disulfuro y el grupo tiol libre

(Phillips et al., 1994d)

La presencia simultanea de dos uniones disulfuro y de un grupo tiol libre impone una estructura
espacial rigida. Sin embargo, la posicion del grupo tiol libre es imprecisa, ya que parece estar
repartida entre los residuos 119 y 121; sélo estaria localizado con exactitud un enlace disulfuro
entre los residuos Cis 66 y Cis 160, estando el otro situado entre Cis106 y Cis 119 o bien entre Cis
106 y Cis 121. Segln la conformacion, el grupo tiol estaria mas o menos accesible y podria
participar en los intercambios de uniones disulfuro, que condicionan numerosas caracteristicas y en
particular la solubilidad .

El grupo tiol libre de Cis 121 estd localizado en la superficie de una regién plana 3 del
monomero de [3-lg y esta normalmente oculto debido a la asociacion de mondémeros. La disociacién
del dimero en monémeros de B-lg a pH mayor a 7 coincide con un aumento de actividad en el
grupo tiol. Por lo tanto, los reactivos que estabilizan la conformacién nativa o asociada en dimeros
de [B-lg podrian reducir la actividad del grupo tiol libre al quedar ocultos en el interior de las
moléculas asociadas.

La unién disulfuro en las posiciones 106-119 no muestra intercambio con la Cisl21. La
distancia entre los grupos en las posiciones 119 y 121 es de 10,5 A y cualquier intercambio entre
estos grupos llevaria a un significativo reacomodamiento de la molécula. La ubicacion de la otra
unién disulfuro en la posicion 66-160 parece hallarse en la superficie externa uniendo la cadena D

a la region terminal de la cadena C (Phillips et al, 1994d).
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2.2.4 Asociacion entre moléculas de f-lg

La B-lg bovina existe generalmente como dimero a 25 °C entre pH 5,0 y 7,5 (Mc Kenzie, 1971).
Esta asociacion entre monomeros de [-Ig se debe a interacciones electrostaticas entre los residuos
Asp130 y Glul34 con los residuos de lisina en la molécula vecina.

Cuando el pH se aumenta por encima de 7, ocurren cambios conformacionales caracterizados
por un aumento en la reactividad del grupo carboxilo oculto, el grupo tiol libre en Cys 121 y en el
residuo Tyr. A pH cercanos a S se produce una transicion mediante la cual la proteina se asocia en
octameros, en esta forma esta presente en un rango de pH de 3 a 5 aproximadamente (Relkin,
1996). Cuando el pH es menor a 3,5 la proteina se encuentra principalmente como mondémeros en
solucién. La asociacion que se da entre las moléculas de proteina en diferentes condiciones del
medio afecta la estabilidad de la misma frente a la desnaturalizacion irreversible ya que limita la
exposicion de grupos ocultos (disulfuro y tiol) en las zonas de unién de las moléculas y la
consiguiente formacion de enlaces covalentes entre las moléculas parcialmente desplegadas.

En condiciones de pH neutro, el equilibrio entre las formas monomérica y dimérica de la
proteina se desplaza hacia la primera con un aumento en la temperatura. Aymard et al. (1996)
estudiaron el efecto de la temperatura en el equilibrio entre la forma monomérica y dimérica de la
proteina, observando que la forma asociada predomina a menores temperaturas y concentraciones

altas de proteina.

3. CARACTERISTICAS DE LOS POLISACARIDOS

Los polisacaridos son biopolimeros compuestos por unidades de azicar de un solo tipo
(homopolisacaridos) o de diferente tipo de azicar (heteropolisacaridos) cuya funcionalidad es
principalmente la de aumentar la viscosidad, formar geles y retener agua (Syrbe et al, 1998).

En la realizacion de este trabajo se utilizaron principalmente polisacaridos no gelificantes: goma
xantica, carragenano lambda, goma guar y alginato de propilenglicol, y un polisacarido gelificante,
kappa carragenano.

Se detallan a continuacion las principales caracteristicas de cada uno de los polisacéridos

utilizados:

3.1 Goma guar
La goma guar se extrae de las semillas de Cyamopsis tetragonobulus, una planta de la familia de

las leguminosas cultivada principalmente en India y Pakistan.
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La cadena principal del polisacarido esta formada por unidades de manosa, y partes de la cadena
se encuentran sustituidas con residuos de galactosa. La cadena contiene un residuo de galactosa
cada dos unidades de manosa.

Por su alto grado de sustitucion (que previene la asociacion entre moléculas), la goma guar se

disuelve en frio.

3.2 Alginato de propilenglicol (PGA)

Los alginatos se extraen de algas verdes (costas del atlantico norte: EEUU, Gran Bretaiia,
Francia y Noruega). El acido alginico esta formado por una secuencia de dos residuos de acidos
hexurénicos: B-D-manurdnico y a-L-gulurénico.

Estos dos residuos no adoptan una distribucion al azar en la formacion de la cadena
macromolecular. Esta cadena estd formada por bloques que contienen aproximadamente 20
unidades:

Bloques homogéneos de acido manurénico M-M-M-M

Bloques homogéneos de residuos de acido gulurénico G-G-G-G

Bloques en los que se alternan los dos residuos: M-G-M-G

Las macromoléculas se forman por asociacion de estos bloques en varios grados, dependiendo
de la especie de alga y de la zona donde se recoge.

El PGA es un derivado del acido alginico, en el cual parte de los grupos carboxilo se encuentran
esterificados por medio de una reaccién de oxidacion con éxido de propileno. De acuerdo a la
cantidad de grupos carboxilo que se encuentran esterificados, se obtienen PGA de diferente grado
de esterificacion, que varia generalmente entre 50 y 80 %. El alginato de propilenglicol, ain a altos
grados de esterificacidon, posee grupos carboxilo ionizados, los cuales hacen que existan fuertes
repulsiones entre cadenas del polisacarido y posibilita su solubilidad en frio. El comportamiento de
este biopolimero en solucion es el de un material levemente pseudoplastico (dependiendo de su
concentracion en la solucién) sin umbral de fluencia. Es usado como espesante, ya que la alta
ionizacién en solucién hace que sea afin a moléculas de agua. Los diferentes PGA que son
producidos industrialmente son clasificados de acuerdo al grado de esterificacion y a su

comportamiento viscosidad/esfuerzo de corte.

3.3 Carragenanos
Son polisacaridos extraidos de algas rojas, en costas de Francia, Irlanda y Gran Bretaiia.
Los carragenanos son polimeros sulfatados constituidos por unidades de galactosa. Se han

determinado varias fracciones, con diferente nimero y posicion de los grupos sulfato y la posible
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presencia de un puente anhidro 3-6 en la galactosa a través de las posiciones 1- y 4- (Oakenfull,
1998).

Las fracciones principales que se han determinado son carragenano iota (1), kappa (x), lambda
(A), mu (), nu (v).

La proporcion de las diferentes fracciones varia con la especie y zona de colecta del alga. A
mayor grado de sulfatacion, mayor es su solubilidad en frio y presentan o no propiedades
gelificantes. El lambda carragenano posee 3 grupos sulfato por cada dos residuos de galactosa, lo
que le brinda un fuerte caracter anionico y crea una fuerte repulsion electrostética entre las cadenas.
Esto hace que sea muy soluble en frio y no presente propiedades gelificantes, por lo que se lo
utiliza como agente espesante. El xk—carragenano posee un solo grupo sulfato cada dos residuos de
galactosa y tiene muy buenas propiedades gelificantes. Es soluble en caliente (aprox. 70 °C) y
gelifica en frio. El k-carragenano varia sus propiedades gelificantes de acuerdo a la presencia de
ciertos iones, siendo particularmente sensible a la presencia de iones potasio. El carragenano iota
presenta un comportamiento intermedio, ya que posee 2 grupos sulfato cada dos residuos de
galactosa. Es parcialmente soluble en frio, requiriendo un calentamiento a 40 — 50 © para su total
solubilizacion, Forma geles mas débiles que los de k—carragenano a igual concentracion.

Los carragenanos son los polisacaridos usados mas cominmente en productos lacteos. En
productos gelificados, el efecto de este polisacérido se debe a que es un polisacarido sulfatado, que
tiene la capacidad de formar complejos con la caseina de la leche (Schorsch et al, 2000, Lagendorff

et al, 2000).

3.4 Goma xdntica

Es un heteropolisacarido de alto peso molecular (PM= 2,5 10° Da), que es segregado
extracelularmente por la bacteria Xanthomonas campestris. Por hidrélisis de este polisacarido se
obtienen monémeros de D-glucosa, D-manosa y acido D-glucurénico. La cadena principal de la
goma xantica contiene unidades de B-D-glucosa unidas a través de posiciones 1- y 4-, por lo que su
estructura general es muy parecida a la de la celulosa.

Posee cadenas laterales en residuos alternados de glucosa, consistentes en trisacaridos
compuestos por unidades de a-D-manosa, B-D-acido glucurénico y una (-D-manosa terminal
(Lapasin y Pricl, 1995).

Su estructura es repetitiva y regular, aunque presenta cierta irregularidad en el contenido de
acido piruvico y grupos acetilo. La presencia de grupos piruvato y de acido glucurdnico le imparte
caracter aniénico, aunque en el producto comercial, generalmente esos grupos se hallan

neutralizados con cationes Na’, K"y Ca"".
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La presencia de cadenas laterales en las moléculas de goma xdntica y su caracter anidnico
ayudan a su hidratacion, siendo soluble en frio.

Las moléculas de este polisacarido adoptan una conformacion rigida en forma de hélices, las
cuales no presentan tendencia a asociarse. Esta caracteristica hace que no posea propiedades
gelificantes.

La goma xantica es usada como espesante, con la caracteristica que posee estabilidad en un
amplio rango de temperaturas y pH. Ademés presenta un comportamiento pseudopléstico con

umbral de fluencia, lo que la hace apropiada para aplicaciones especificas en alimentos.

En el siguiente cuadro se resumen algunas propiedades de los polisacaridos mencionados, y sus

aplicaciones mas importantes en alimentos:

POLISACARIDO EFECTO COMPORTAMIENTO APLICACIONES
REOLOGICO
Goma Guar Espesante Pseudoplastico Helados y productos relacionados, salsas,

aderezos, comida de mascotas.

PGA Espesante Pseudoplastico Helados, productos para pasteles, pasta
dentifrica, salsas y aderezos, mejorador de
propiedades espumantes de cerveza.

Carragenano Gelificante Geles elasticos con Productos lacteos, leche chocolatada, cremas

kappa sinéresis heladas y productos relacionados, conservas
de carne, comida de mascotas.

Carragenano Espesante Pseudoplastico, gel Postres lacteos, salsas y aderezos, pastas

lambda suave en presencia de dentifricas, comida de mascotas.

proteinas lacteas

Goma xantica Espesante Pseudoplastico, con un Aderezos y salsas, leche chocolatada,
alto umbral de helados, pasta dentifrica, cosméticos,
fluencia. suplementos dietarios liquidos

4. INTERACCIONES PROTEINA-POLISACARIDOS

Se ha avanzado mucho en el estudio de las caracteristicas que afectan a nivel molecular las
propiedades funcionales de biopolimeros individuales (proteinas o polisacaridos). Sin embargo, el
conocimiento del rol de las interacciones proteina-poliscarido en relacion a su funcionalidad en

sistemas mas complejos es atn limitado. Un manejo adecuado del efecto de estas interacciones es
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un factor clave en el desarrollo de procesos y en la formulacion de nuevos alimentos de

funcionalidad especifica (Tolstoguzov, 1997a; Dickinson, 1993).

4.1 Principios bdsicos

La interaccion entre proteinas y polisacaridos en solucién lleva a fenémenos tales como
incompatibilidad o coacervacion compleja, mientras que la miscibilidad en soluciones mixtas es un
comportamiento casi excepcional (Syrbe et al, 1998).

Las investigaciones en el campo de las interacciones proteina-polisacarido comenzaron
aproximadamente hace 100 afios. Los primeros estudios realizados se concentraron en la
preparacion de mezclas de diferentes biopolimeros, observandose la imposibilidad para obtener una
mezcla homogénea, por ejemplo en soluciones acuosas de gelatina con agar-agar o almidén . Se
observaban particulas de gelatina disueltas en la masa liquida de almidén. En los 1950” y 1960’ se
llevaron a cabo las primeras investigaciones sistematicas en fenémenos de incompatibilidad entre
biopolimeros, al mismo tiempo que Flory desarrollaba su teoria de incompatibilidad (Tolstoguzov,
1997a). Sin embargo, en la dltima década el caracter general del fenémeno ha sido demostrado
mediante el estudio de numerosos sistemas multicomponentes (Fernandes, 1994, Syrbe et al., 1998,
Tolstoguzov, 1995, 1997a, Samant et al, 1993, Grinberg et al., 1997).

Al mezclar soluciones de proteinas y polisacéaridos, se pueden obtener sistemas con diferentes
caracteristicas, que se encuentran representados en la Figura 3 (Tolstoguzov, 1986).

En soluciones muy diluidas la mezcla es estable debido al efecto predominante de la entropia de
mezclado, y la proteina y polisacarido son cosolubles (Sistema (c)).

A medida que se aumenta la concentracion de los biopolimeros, pueden ocurrir fenémenos de
asociacion o segregacion.

En condiciones en las que existe atraccion entre las moléculas de los diferentes biopolimeros
(los biopolimeros poseen carga neta opuesta), puede producirse la formacién de complejos no
solubles que precipitan, obteniéndose dos fases separadas: una fase “coacervada” que contiene a los
complejos y otra fase diluida, con baja concentraciéon en ambos biopolimeros (Sistema (b)). En
ciertos casos, las atracciones electrostaticas existentes entre las moléculas de los diferentes
biopolimeros pueden llevar a la formaciéon de complejos solubles, obteniéndose un sistema de una
sola fase (Sistema (a)).

En condiciones en donde predominan las fuerzas de repulsion entre los biopolimeros (cuando
ambos poseen la misma carga neta), puede obtenerse un sistema de dos fases (emulsién agua en
agua) en el cual ambos componentes macromoleculares estan concentrados en diferentes fases.

Esto se debe a la limitada incompatibilidad entre proteinas y polisacaridos en medio liquido
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(Sistema (d)). La diferencia entre los sistemas liquidos de dos fases (b) y (d) reside en que en los
distintos sistemas los biopolimeros estan concentrados juntos en una fase inferior (sistema (c)) o en
diferentes fases en el sistema (d).

Esto implica que las soluciones mixtas de biopolimeros pueden existir en estados estables o de
fases separadas. Todos los sistemas descriptos difieren considerablemente en estructura y
propiedades. Por lo tanto, también variaran las propiedades funcionales de los sistemas

macromoleculares en los que formen parte.

% OO
w® |7l o

Polisacarido Proteina

Complejamiento / l \ Segregacién

m @ m @ Cosolubilidad

(b) E’i O (d)
O %
(c)

Figura 3. Representacién esquematica de los 4 posibles sistemas obtenidos al mezclar soluciones de

(a)

proteinas y polisacaridos.

4.2 Algunas consideraciones teoricas en el comportamiento de mezclas proteina/polisacdrido

A diferencia de la termodindmica de mezclado de liquidos con moléculas pequeiias, donde los
efectos entropicos tienen un rol predominante, el comportamiento de sistemas mixtos de
biopolimeros esta controlado principalmente por las contribuciones entalpicas entre los segmentos
de las diferentes moléculas (Flory, 1942).

De acuerdo al segundo principio de la termodinamica, la mezcla de uno o mas biopolimeros con
un solvente sera posible si la energia libre de mezclado, AGy es negativa:

AGy=AHy-T ASy <0

Donde AHy y ASy son las entalpias y entropia de mezclado respectivamente y T es la
temperatura absoluta (K). La estabilidad de este sistema esta gobernada por tres efectos

termodindmicos: entropia combinacional de mezclado, las interacciones intermoleculares
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provenientes de las diferentes fuerzas que rodean a la molécula y el efecto de volumen libre

(Schmitt et al., 1998).

4.2.1 Entropia combinacional de mezclado (ASyy)

ASy representa las posibles permutaciones de moléculas presentes en el sistema que se
comporta como cuasiestatico. Este término es directamente proporcional a la fraccion en volumen
del componente e inversamente proporcional al volumen molar. ASy es siempre positivo, con lo
que contribuye negativamente a AGy. De acuerdo a esto, la estabilidad de mezclado decrece con
macromoléculas mas grandes, por un aumento en el volumen molar de los componentes que lleva a

una disminucion en la entropia de mezclado (Olabisi et al., 1979).

4.2.2 Contribucion interaccional (4H\y)

La contribucion interaccional o calor de mezclado estd basada en la existencia de fuerzas
repulsivas (hidratacion, estéricas) o atractivas (electrostaticas, hidrofébicas, Van der Waals,
London) que rodean a cada atomo y molécula. Estas fuerzas dependen de factores como la energia
de vaporizacion del gas, volumen molar del componente, solubilidad, etc. Este término (AHpy)
generalmente es positivo, con lo que no contribuye a la compatibilidad de los biopolimeros en
solucion, ya que lleva a un aumento en AGy. En casos muy raros, las interacciones especificas
débiles contribuyen negativamente a AGy (Schmitt et al., 1998).

El parametro interaccional fue definido por Huggins (1942) y Flory (1942) para una mezcla del
solvente con el biopolimero como:

x12=(z Aoy, 1 )/KT,

Donde z es el nimero de coordinacidn, Aw,; es la energia de interaccion asociada a la creacion
de un nuevo contacto del tipo 1-2, r; es el numero de segmentos contenidos por la molécula del tipo
1, k es la constante de Bolztman y T la temperatura absoluta.

En soluciones de biopolimeros de alto peso molecular, la energia libre de mezclado puede
expresarse como:

AGM=(x12/ V)1 Y2,

donde V, es el volumen molar del componente | y v, y v, las fracciones volumétricas de los
componentes 1 y 2 en la mezcla. En la expresion de AGy se observa que el parametro de Flory-
Huggins gobierna la estabilidad del sistema.

Debido a que ¥;/V, es funcion de /T, este parametro aumenta con un descenso en la

temperatura, causando un descenso en la estabilidad. Al subir la temperatura, las interacciones
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especificas favorables se vuelven mas negativas, causando una mayor estabilidad (Schmitt et al.,

1998).

4.2.3 Efecto de volumen libre

Es el resultado del cambio de volumen luego del mezclado de macromoléculas.

En una solucion ternaria de dos biopolimeros y el solvente, el coeficiente de Flory-Huggins se
define como:

-X12 Y %13, para las interacciones entre el solvente (1) y ambos biopolimeros (2 y 3)

-X23 para las interacciones entre los dos biopolimeros

Debido al gran tamaiio de las moléculas de los biopolimeros comparados con la del solvente, y,;
es el factor controlante de la estabilidad de la mezcla. Este factor determina principalmente las
condiciones para la separacion de fases (Dickinson, 1994).

En muchas mezclas de biopolimeros, las fuerzas desestabilizantes son de mayor magnitud que
las estabilizantes. Por lo tanto, la separacidon de fases es lo mas comun. En estas condiciones
pueden llevarse a cabo dos tipos de separacion de fases , de acuerdo a la afinidad de cada uno de
los biopolimeros por el solvente y entre ellos. La incompatibilidad termodinamica, o separacion de
fases segregativa se da cuando %3 es positivo, indicando una repulsion neta entre los biopolimeros.
En este caso se ven favorecidas las interacciones biopolimero-solvente, en detrimento de la
biopolimero-biopolimero y solvente-solvente, con lo que el sistema finalmente se separa en dos
fases cada una concentrada en uno de los biopolimeros. Estas dos fases estaran en equilibrio
termodindmico.

El segundo fendmeno es el de coacervacion compleja o separacion de fases asociativa, que se da
cuando se ven favorecidas las interacciones entre los dos biopolimeros (%23 < 0). Las dos fases
coexistentes consisten en una fase rica en solvente con poca cantidad de biopolimeros y una rica en

los biopolimeros formando los complejos.

4.3 Fenomeno de coacervacion compleja

La formacion de complejos entre proteinas y polisacaridos ocurre en condiciones donde se
favorece la atraccion entre los dos tipos de macromoléculas. Esto es, a pH por debajo del pl de la
proteina y a bajas fuerzas idnicas. La formacion de estos complejos es usualmente reversible,
dependiendo de la condiciones del medio. La interaccién entre los biopolimeros aumenta con la
carga neta opuesta entre ambas macromoléculas y cuando la relacién entre estas cargas opuestas es

cercana a la unidad. Existen tres tipos de interacciones entre macromoléculas en solucion: i)entre
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macroiones, ii) entre grupos laterales con cargas opuestas (grupos acidos y basicos), iii) entre otros
grupos laterales disponibles. En el primer caso los factores importantes son la carga neta opuesta,
forma, tamaiio y flexibilidad. En los demas casos importa la reactividad de las cadenas laterales de
residuos de aminoacidos disponibles en la superficie exterior de las moléculas de proteina y en las
del polisacarido (Dickinson, 1993).

Las interacciones covalentes entre los biopolimeros son especificas, fuertes y permanentes. Las
interacciones atractivas no especificas se dan como resultado de maltiples interacciones quimicas
entre grupos laterales de los biopolimeros: idnicos, dipolares, van del Waals, puente hidrogeno,
hidrofébicas. Las atracciones mas fuertes pueden ocurrir entre los grupos positivamente cargados
de la proteina (pH < pl) y polisacaridos anidnicos, especialmente a bajas fuerzas idnicas, y las
atracciones débiles se dan entre grupos no cargados o negativamente cargados de las proteinas (pH
> pl) y polisacaridos (Dickinson, 1993).

Durante la formacion de complejos electrostaticos, la carga neta de los polisacaridos anidnicos
va disminuyendo a medida que estos se complejan a los grupos polares de las proteinas. Esta
disminucion de carga neta opuesta en los reactivos macromoleculares reduce la hidrofilicidad y la
solubilidad del complejo resultante. La formacion de complejos solubles se da generalmente
cuando la relacién entra los reactivos esta lejos de la necesaria para que las cargas opuestas sean
equivalentes.

Las particulas dispersas de complejos no solubles se agregan y precipitan. La agregacién de
estos complejos en solucién se da mediante uniones puente hidrogeno, interacciones hidrofébicas,

interacciones dipolo-dipolo.

4.3.1 Factores que afectan la formacion y caracteristicas de los complejos

Relacion entre composicion, estructuray propiedades.

La formacion de zonas de unién entre complejos, que llevan a la formacién de agregados,
depende de factores tales como la estructura quimica, tamafio y forma de las cadenas
interactuantes.

El area de contacto en las proteinas globulares esta limitada por su topografia (Tolstoguzov,
1997a).

La estructura rigida y compacta de proteinas globulares restringe el nimero de grupos cargados
capaces de interactuar con los de otras macromoléculas. El nimero de posibles zonas de unién en
proteinas globulares es menor que para otras proteinas con estructuras mas desordenadas y

flexibles. Las proteinas con estructura desplegada como la gelatina y caseina son capaces de formar
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un maximo namero de zonas de contacto con las cargas opuestas de los polisacéridos, a diferencia

de otras proteinas de conformacion mas compacta como las globulares.

Efecto de condiciones de no-equilibrio

La composicion y propiedades de complejos electrostaticos dependen del pH, fuerza idnica y la
naturaleza y relacion entre los biopolimeros y también del método de preparacion. La solucién
mixta formada mezclando las soluciones de proteina y polisacarido con un pH menor que pl se
separa en dos fases. El complejo insoluble forma una fase coacervada denominada de complejos.
La disociacion de este complejo puede ser lograda mediante el ajuste hacia pH alcalino, resultando
en un sistema estable que no contiene complejos electrostaticos. También pueden obtenerse los
complejos mezclando las soluciones a pH alcalino y luego bajando el pH por debajo del pl. En esta
condicidn se obtienen complejos solubles (Tolstoguzov, 1997a) .

La estabilidad de los complejos formados entre proteinas y polisacarios anidnicos aumenta con
la desnaturalizacién térmica de la proteina y por adicién de cationes divalentes (Ca™, Fe'", Cu'",
etc). Esta estabilidad se debe a la habilidad de los cationes de actuar como intermediarios para la
formacién de uniones entre proteinas y polisacaridos anidnicos. La desnaturalizacion aumenta el

nimero de interacciones hidrofébicas, puente hidrégeno y uniones de coordinacion entre

complejos.

Efecto de la densidad de carga de los biopolimeros y del peso molecular

La densidad de carga de los biopolimeros puede ser definida como el nimero de cargas
presentes por unidad de longitud. Este factor es muy importante en el fendomeno de
complejamiento, debido a que la coacervacion se inhibe a valores criticos de densidad de carga.
Pueden observarse casos de formacién de complejos a pH > al pl de la proteina, en donde ambos
biopolimeros tienen carga neta negativa. Esto es posible debido a que en la molécula de proteina

existen regiones locales cargadas positivamente (Schmitt et al., 1998).

4.3.2 Aplicaciones industriales de los complejos

Purificacion de macromoléculas

El proceso puede ser descripto como la adicion de polisacarido a una solucidn proteica, seguido
del ajuste de pH y otras condiciones del medio para obtener el maximo grado de complejamiento.
Luego de la precipitacion de los complejos, las macromoléculas son centrifugadas y filtradas. Los

polisacaridos pueden ser reutilizados en estos procesos.
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El complejamiento entre proteinas del suero y polisacaridos anionicos ha sido explotada a pH
entre 3-4 para la recuperacion de proteinas, utilizando CMC o pectina de bajo a medio metoxilo

(Syrbe et al, 1998).

Utilizacion en microencapsulacion

Se basa en la habilidad de los complejos para formar un film sélido alrededor de las particulas
de la emulsion que contienen las sustancias a ser encapsuladas. Las particulas dispersas que
contienen la sustancia a encapsular (aromas, drogas, células) estan estabilizadas por proteina. Al
agregar el polisacarido se forma una coacervacion interfacial, y luego el producto es deshidratado
mediante secado spray. Este proceso se realiza para la proteccion de materiales sensibles (volatiles,
enzimas, drogas, colorantes, etc) contra la hidrélisis enzimatica, variaciones en el pH, interaccion
con otras sustancias, y para controlar el nivel de liberacion de las mismas. Se utiliza para
encapsulacion de pesticidas, con el objetivo de controlar su liberacion y evitar problemas
toxicologicos. En la industria farmaceutica y medicina, se utiliza la encapsulacion de drogas para
mejorar la absorcién gastrointestinal respecto de las mismas drogas administradas en polvo,

granulos o en solucién.

Ingredientes de alimentos y biomateriales

Los principales usos son como reemplazantes de grasa, debido a las propiedades nutricionales y
funcionales de los complejos. Ademas se utilizan los complejos texturizados en forma de fibra para
la obtencidn de analogos de carne bajos en grasa.

Los complejos se utilizan en la produccion de films comestibles, que poseen ventajas respecto
de films formados con un solo biopolimero.

Los complejos con colageno y polisacaridos (goma xantica, alginato, CMC) pueden ser
utilizados para vendajes, suturas, injertos, érganos artificiales, implantes suaves de piel y protesis.

Otro potencial de utilizacién es como sustitutos de sangre.

4.4 Incompatibilidad termodindmica

La incompatibilidad termodinamica es una de las caracteristicas mas comunes de mezclas de
biopolimeros. Sélo unos pocos pares de estos sistemas exhiben compatibilidad o miscibilidad en
soluciones acuosas (Tolstoguzov, 1997a). Esto implica que bajo ciertas condiciones, cualquier
sistema proteina-polisacarido se separa espontaneamente en dos fases liquidas concentradas en los

diferentes biopolimeros.
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Generalmente, esta separacion ocurre cuando la concentracién total de los componentes
macromoleculares excede el 4% (Tolstoguzov, 1986). Incluso a concentraciones totales del 1%, se
han observado fendmenos segregativos en algunas soluciones mixtas de polisacaridos y proteinas
(Doublier et al., 2000).

Las condiciones de separacion de los diferentes biopolimeros son diferentes de acuerdo a sus
caracteristicas moleculares, como por ejemplo, el tipo de polisacarido presente (neutro, sulfatado,
carboxilado). Los fendmenos de exclusion son mas importantes para polisacaridos con cadenas
rigidas y extendidas (por ejemplo la goma xantica) que para macromoléculas ramificadas o
estructuras mas compactas (Syrbe et al, 1998). Una reduccién en el peso molecular de los
polisacaridos resulta generalmente en un aumento de la concentracion necesaria para obtener una
separacion de fases del sistema (Doublier et al., 2000).

Los fenémenos de separacion de fases se dan bajo condiciones que inhiben las interacciones
entre macromoléculas de diferente tipo, y promueven la asociacion entre moléculas del mismo tipo.

La incompatibilidad termodinamica entre proteinas y polisacaridos carboxilados se da
generalmente a pHs superiores al pl de la proteina, donde ambos biopolimeros poseen una carga
neta negativa. Para los polisacaridos sulfatados se observa compatibilidad en un mayor rango de
pH, mientras que la fuerza i6nica tiene mucho efecto (Samant et al., 1993, Syrbe et al, 1998). En
general, para los sistemas con polisacaridos anionicos, la incompatibilidad esta afectada

fuertemente por el pH y la fuerza idnica (Doublier et al, 2000).

4.4.1 Diagramas de fase

El fendémeno de incompatibilidad termodinamica entre proteinas y polisacaridos se representa
mediante la construccion del diagrama de fases para cada sistema particular. En la Figura 4 se
muestra un diagrama de fases tipico para un sistema ternario proteina-polisacarido-agua en
coordenadas rectangulares (Tolstoguzov, 1995).

La curva de linea llena es la curva binodal. La curva binodal muestra el perfil de cosolubilidad
de los biopolimeros en un medio dado. La region que queda delimitada bajo la curva binodal
representa el area de miscibilidad o de una fase, mientras que la region superior representa el area
de inmiscibilidad o separacion de fases.

Al mezclar una solucién de proteina de concentracion A, puede obtenerse un sistema estable de
una fase al mezclarlo con una solucién con un porcentaje B, de polisacérido, o un sistema separado
en dos fases al mezclarlo con una solucién de PS de concentracion B. Por ejemplo, al mezclar las

soluciones de concentraciones A y B, en una proporcién de voluimenes BC/AC
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(proteina/polisacarido) se obtiene una mezcla de concentracion C. Esta solucion C se separa en dos
soluciones liquidas D y E. Los puntos D y E son puntos binodales. La relacion entre la longitud de
los segmentos EC/CD representa la relacion de volimenes de las fases de composicion Dy E.

Esto implica que los biopolimeros tienen una muy limitada cosolubilidad en el solvente comun,
y que cada uno se encuentra concentrado en fases diferentes. Las composiciones de D y E pueden

ser obtenidas por sedimentacion y analisis posterior del contenido de polisacarido y proteina.
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Figura 4. Diagrama de fases tipico para una sistema mixto proteina+polisacarido en agua

A

Las lineas binodales concluyen en el punto critico F, en el cual las fases coexistentes poseen la
misma composicion y volumen. En el punto critico (G), la composicion de las fases es la misma
que la de los sistemas iniciales. El punto G representa el umbral de separacion de fases para un
dado par de biopolimeros, es la concentracion total minima para que haya separacion de fases.

La linea G-H (diametro rectilineo) conecta el punto critico con el punto medio de cada cuerda.
Una mezcla en esos puntos se separara en fases de igual volumen. El fenomeno de inversion de
fases tendra lugar cuando una solucion pasa de una composicion de uno lado del diametro

rectilineo al otro (Tolostoguzov, 1995).
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Se han reportado un gran cantidad de diagramas de fases para sistemas mixtos de proteinas y
polisacaridos (Tolstoguzov, 1997a, Grinberg y Tolstoguzov, 1997). Las diferencias en volimenes
de exclusion entre los biopolimeros incompatibles afecta el resultado de la competencia entre los
biopolimeros en el seno de la fase. Esta competencia entre los biopolimeros o un fenémeno de
exclusion mutua entre las macromoléculas contribuye a la asimetria de los diagramas de fase en
sistemas proteina polisacarido (Tolstoguzov, 1997a). El grado de asimetria de los diagramas de
fase refleja una mayor hidrofilicidad y un volumen efectivo superior de los polisacaridos
(especialmente para los lineales) comparado con las moléculas compactas de proteinas globulares.
De acuerdo a esto, una fase menos concentrada rica en polisacarido se encuentra en equilibrio con
una fase mas concentrada rica en proteina. En muchos casos, la concentracion de proteina se ve

aumentada de modo que esta gelifica.
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Interacciones entre B-Ig y polisacdridos en sistemas gelificados

L1 INTRODUCCION

L.1.1 MECANISMO DE GELIFICACION DE PROTEINAS GLOBULARES

La gelificacidn constituye una de las propiedades funcionales mas importantes de las proteinas,
en cuanto determina la estructura y textura de una amplia gama de alimentos. Entre ellos las
gelatinas, embutidos carnicos, surimi, yogur, postres lacteos, productos de panaderia, etc Las
proteinas globulares de la leche , suero, huevo, soja o0 musculo pueden formar geles por accién del
calor.

La gelificacion puede ser definida como un fenémeno de agregacion ordenada en el cual fuerzas
atractivas y repulsivas estan balanceadas de modo de obtener una matriz o red proteica capaz de
retener una gran cantidad de agua (Hermansson, 1979).

Un requisito para la agregacién de las proteinas globulares es que se produzca un cambio en la
conformacién de las moléculas de proteina (Matsumura y Mori, 1996). Este cambio en la
conformacion es inducido generalmente por calentamiento, lo que lleva a una desnaturalizacion
parcial de las moléculas de proteina. Este paso es seguido por una asociacion o agregacion de las
moléculas desplegadas, en el cual se forman agregados cuyo tamafio va aumentando
progresivamente. Finalmente, la asociacion de agregados lleva a la formacion de una matriz
tridimensional, que continta estructurandose y estabilizdndose mientras dura el calentamiento. Este
proceso puede ser visto desde el punto de vista reolégico como el pasaje de una solucién (sol) que
va aumentando su viscosidad mientras se forman los agregados proteicos, a la formacion de un
solido viscoelastico (gel).

En la Figura 1.1.1 se representa esquematicamente el proceso de gelificacion en el cual la
proteina sufre una desnaturalizaciéon parcial (Pp), luego se agrega con otras moléculas
desnaturalizadas (Pp), y finalmente se forma la estructura gelificada primaria, al llegar al punto de
gel. Varias técnicas permiten evaluar las caracteristicas del sistema atn liquido en el que van
creciendo agregados proteicos, determinar el punto gel y evaluar las propiedades del sistema
gelificado, es decir realizar un seguimiento de la dinamica de la gelificacidn.

Previamente al punto gel se utilizan técnicas como dispersion dinamica de luz (DLS),
cromatografia liquida (HPLC) o electroforesis que permiten medir la evolucion del tamafio de
agregados (Van Mil & Roefs, 1993; Hofmann et al, 1996).

La transicion de una estructura viscosa (sol) a una viscoelastica (gel) durante el calentamiento
puede ser monitoreada por reometria dindmica oscilatoria como el punto de cruce entre el moédulo
viscoso (G’’) y el elastico (G’), momento en el cual el angulo de desfasaje es de 45° y la tangente

del angulo de pérdida (tand=G’’/G’) es igual a 1. Segin las condiciones de calentamiento, puede

25



Introduccion

determinarse el tiempo de gelificacion a una temperatura constante de calentamiento (usualmente
por arriba de la temperatura de desnaturalizacion de la proteina) o la temperatura de transicion, si
se registra la variacion de los parametros durante por ejemplo una rampa de calentamiento a una

baja velocidad de calentamiento.

-
P, =2

(PD)n

FASE FLUIDA

Py

Punto Gel

‘AE SOLIDA

Gel Incipiente —— Gel Estable
Figura L.1.1 Esquema del proceso de gelificacion térmica de proteinas globulares

Las proteinas globulares forman geles irreversibles, a diferencia de los geles térmicamente
reversibles como los de gelatina o de algunos polisacaridos en los cuales se logra la estructura
gelificada luego del enfriamiento. Estas diferencias se deben a que las proteinas globulares forman
geles por medio de uniones covalentes ( por ej. disulfuro), mientras que la gelatina y polisacaridos
por uniones no covalentes (asociacion fisica).

El mecanismo aceptado clasicamente para la desnaturalizacion y agregacion de proteinas

globulares puede describirse mediante las siguientes reacciones (Morr y Ha, 1993) :

(Px)s ©nPy — nPp (D)
n Pp — (Pp), (2)

donde Py es la proteina nativa, Pp es la proteina desnaturalizada y n un nimero pequeiio de
subunidades o monémeros de proteina. Las reacciones iniciales en el proceso de gelificacion
implican un debilitamiento y rompimiento de uniones disulfuro e hidrégeno, de modo de alterar la
conformacion nativa de la proteina y disociar agregados proteicos. La segunda etapa es una
polimerizacion de moléculas de proteina disociadas y desplegadas para producir una estructura
tridimensional mediante la formacion de enlaces intermoleculares de tipo disulfuro, hidrofébicos o

electrostaticos (Mangino, 1992, Morr y Ha, 1993).

26




Interacciones entre B-lg y polisacaridos en sistemas gelificados

Si bien el estado gelificado final esta formado por agregados de proteina parcialmente

desnaturalizada, (Pp),, no se sabe ciertamente cual de los siguientes esquemas esta implicado:

n Py < (P —  (Poh (3)
calent. calent.y/o enfriam.
n PN « n PD - (PD)n (4)
calent. calent.y/o enfriam.

Segin se produzca una u otra reaccion, el tipo de gel obtenido tendra caracteristicas diferentes
por el tipo de uniones que forman los agregados y el tamaiio y forma de los mismos. La reaccion
(3) se da en condiciones que favorecen las interacciones proteina-proteina en solucién. Estas
condiciones pueden ser pH cercano al pl de la proteina, presencia de una considerable
concentracion de sales o a bajas temperaturas de calentamiento (Verheul et al., 1999). Este tipo de
reaccion puede dar lugar a la formacion de agregados de proteina previamente a la
desnaturalizacion (Stading y Hermansson, 1990). Luego se dara la desnaturalizacion de los
agregados formados, aunque en el momento de gelificacion puede variar la cantidad de proteina
desnaturalizada contenida en el gel. Un extremo de esta reaccion seria la agregacion grosera y
desnaturalizacion de proteina formando un coagulo, pero sin obtencion de una red tridimensional
con capacidad de retencion de agua.

La reaccion (4) se da por calentamiento en condiciones mas favorables a la desnaturalizacién o
desdoblamiento de la proteina que a la agregacion de la misma (pH por encima del pl de la
proteina, fuerzas ionicas débiles, presencia de ciertos iones, presencia de agentes disociantes como
la urea o detergentes, altas temperaturas de calentamiento). En estas condiciones, durante el
calentamiento se liberan los grupos SH internos y se promueve la formacion o intercambio de
uniones disulfuro entre moléculas vecinas, lo que lleva a la formacion de agregados lineales. El
calentamiento ademas favorece las interacciones hidrofébicas ya que también se activan grupos
hidréfobos antes ocultos en el interior de la molécula proteica. La formacion de la red
tridimensional final implica también enlaces puente hidrégeno que se favorecen durante el
enfriamiento.

Stading y Hermansson (1992) sugirieron que las velocidades relativas de los procesos de
desnaturalizacion y agregacion durante el calentamiento juegan un papel determinante en la

estructura del gel. A medida que la etapa de agregacién sea mas lenta con respecto a la de
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desnaturalizacion, los polipéptidos desdoblados se podran orientar mas facilmente antes de la
agregacion, favoreciendo la formacion de un gel mas ordenado y homogéneo, muy eldstico,
transparente y estable a la sinéresis. Los geles formados por particulas proteicas agregadas
groseramente, seran opacos, poco elasticos e inestables y propensos a la sinéresis. Estos geles
estarian formados mayoritariamente por enlaces hidrofobos entre moléculas proteicas, expuestos
durante el calentamiento y formados antes que pudiera darse un ordenamiento de los polipéptidos
para formar los enlaces disulfuro entre moléculas vecinas. De este modo se formarian los
agregados por medio de enlaces covalente en sitios menos especificos, y daria lugar a agregados
mas grandes que luego formaran la red tridimensional (Cheftel et al., 1989 b).

‘Los geles proteicos se clasifican generalmente en particulados o de filamentos finos, “fine-
stranded”, seglin posean caracteristicas mas similares a los formados por las reacciones (4) o (3)
respectivamente.

Segiin lo descripto anteriormente, en ciertas condiciones del medio se favorece la agregacion de
proteinas en forma lineal y ordenada, que lleva finalmente a la formacion de geles fine-stranded.
En condiciones que favorecen la interaccion proteina-proteina y cuando la velocidad de agregacion
es considerablemente alta, pueden formarse grandes agregados que llevan a la formacion de geles

particulados. Ambos mecanismos se esquematizan en la Figura 1.1.2.
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Figura 1.1.2 Formacién de geles de tipo particulado o “fine-stranded” por calentamiento de soluciones

de proteinas globulares
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I.1.2. COMPORTAMIENTO TERMICO DE LA B-LACTOGLOBULINA

L 1.2.1. Caracteristicas generales

La estabilidad térmica de una proteina refiere a la temperatura a la cual la proteina se despliega
y esta relacionado a la estabilidad termodinamica (Myers, 1990). El concepto de desnaturalizacién
puede ser definido como una alteracién en la estructura nativa original sin hidrélisis de las uniones
covalentes primarias, por lo tanto los cambios que se producen en este proceso estan relacionados a
modificaciones en la estructura secundaria o superiores de la proteina (Mulvihill et al., 1987). Las
proteinas globulares con estructura cuaternaria generalmente se disocian antes de que se produzca
el desplegamiento o denaturalizacion (Relkin, 1996).

A temperatura ambiente (20 °C), la B-Ig se encuentra en solucion en un equilibrio dindmico
entre su forma dimérica y monomérica. En un rango de pH entre 6 a 9 se lleva a cabo un cambio
conformacional reversible hacia una conformacion parcialmente desplegada de la proteina, la cual
ha sido denominada como transicion de Tanford, debido a los estudios realizados varias décadas
atras por dicho autor (Tanford et al., 1959). Un aumento en la disociacion de los dimeros se
produce a temperaturas por encima de los 30 °C, lo cual ha sido demostrado por mediciones de
rotacion Optica (Mc Kenzie y Sawyer, 1967). La transicion hacia el estado parcialmente
desplegado procede via mondmeros de la proteina e incluye una ionizacién de grupos carboxilo
previamente ocultos en el interior de la molécula plegada (Tanford et al., 1959). Esta transicién
lleva a la exposicion de grupos polares, asi como a un aumento en la reactividad de los grupos tiol
(Mulvihill y Donovan, 1987). El proceso de desnaturalizacidn per se se lleva a cabo con un mayor
aumento en la temperatura, en el cual se exponen grupos apolares al solvente y se rompen uniones
hidrégeno e hidrofébicas con pérdida en las estructuras secundaria y terciaria de la proteina.

Sawyer et al., (1971) estudiaron la desnaturalizacién de la B-lg mediante técnicas de dispersion
optica rotatoria (ORD) y discroismo circular (CD) en la regidon ultravioleta del espectro para
determinar los cambios en las estructura secundaria y terciaria de la proteina durante el proceso.
Ademas, en los mismos estudios se determiné el grado de agregacion por medio de la velocidad de
sedimentacion, confirmando que en el proceso de desnaturalizacion de la proteina ocurren una serie
de pasos de desplegamiento y asociacion de las subunidades (Sawyer et al., 1971). Nishinari et al
(2000) observaron una pérdida en estructura a—hélice y un aumento en estructuras planas f3 . En
forma similar, Qi et al.(1997) observaron la destruccion casi total de la estructura hélice a
temperaturas entre 60 y 70 °C por técnicas de espectroscopia. También determinaron una

importante reduccion en las cadenas planas 3 entre los 40 y 60 °C.
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La calorimetria diferencial de barrido ha sido ampliamente utilizada para el estudio de las
transiciones térmicas de la B-lg (Hiller et al., 1979, de Wit et al., 1980, Mulvihill et al., 1987,
Relkin, 1994, Relkin, 1996, Donovan et al, 1987, Qi et al., 1997). Las mediciones calorimétricas
proveen de datos termodinamicos durante el desplegamiento de la proteina, mediante una medida
directa del cambio en la capacidad térmica durante el calentamiento (Relkin, 1996). Los parametros
usualmente determinados son las temperaturas de transicion y el cambio de entalpia especifico, ya

que se relacionan con la estabilidad térmica de la proteina.

1.1.2.2. Parametros calorimétricos

Se han determinado estos parametros bajo diferentes condiciones de concentracion de B-lg, pH
y fuerza iénica. Los valores de temperaturas de desnaturalizacion oscilan entre 60-85 °C segun las
condiciones de pH estudiadas. Se ha observado una mayor estabilidad térmica de la B-lg en
condiciones de pH<pl, determinandose temperaturas de transicion de alrededor de 80-85 °C. A pH
acido el grupo tiol libre es no reactivo, pero los residuos hidrofébicos del estado plegado,
inicialmente ocultos, entran en contacto con el medio acuoso y por lo tanto deben romperse uniones
hidrégeno adicionales del agua estructural. Se cree que este fenomeno es el responsable del
aumento en la estabilidad térmica de la proteina a pH acido (Relkin, 1996). La mayor
susceptibilidad de la proteina a la desnaturalizacion a valores altos de pH sugiere que la
conformacién a pH alcalino es mas flexible y abierta (Kella y Kinsella, 1988). La estructura
compacta de la proteina a valores bajos de pH es probablemente la causa de su mayor estabilidad
térmica en este rango de pH.

El valor del cambio de entalpia (AH) también es mayor a pH acido (<3,5) que a pH por encima
de 4. Se han reportado valores de AH muy variados respecto a las condiciones de estudio, que van
desde 120- 400 kJ/mol. A pH basico, la disminucién en la estabilidad térmica de la B-lg es
producida por la oxidacién de grupos tiol libres mediante reacciones de intercambio tiol/disulfuro
(SH/S-S) intra o intermoleculares, que ocurren paralelamente al desplegamiento y agregacion de la
proteina.

El estudio de la estabilidad térmica de proteinas del lactosuero tiene fundamental importancia en
el rango de pH de 6-7, ya que son las condiciones existentes en varios productos lacteos. Se ha
reportado un importante cambio en la estabilidad térmica en este rango de pH, observandose un
cambio en el comportamiento térmico entre 6,4 y 6,7 (de Wit et al., 1980, Hoffmann et al., 1999)

El agregado de sales o azucares parece estabilizar las moléculas de proteina segin el aumento

en la temperatura de desnaturalizacién observado en presencia de estos solutos (Nishinari et al,
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2000). A pH neutro, la temperatura de pico aumenta con la concentracion de sales. La entalpia de
desnaturalizacion disminuye con la presencia de iones, siendo este efecto mayor para iones
divalentes como el Ca"". Relkin (1996) ha reportado un aumento en la estabilidad térmica de la -
Ig a pH neutro en presencia de iones mono y divalentes (Na', K’, Mg'', Ca™"), y el efecto contrario

a pH acido con el agregado de los mismos iones.

1.1.2.3 Cinética del proceso de desnaturalizacion térmica de la f-lg

La bibliografia reporta resultados muy disimiles en cuanto al orden de la reaccion de
desnaturalizacion de la B-lg y las energias de activacion correspondientes a dicho proceso. Los
valores reportados mas comunes (pH neutro) son 2 (Nielsen et al., 1996), 1,5 (Roefs and de Kruif,
1994, Hoffmann et al, 1996) o | (de Wit et al., 1980, Harwalkar et al., 1985, Liu et al., 1994). Las
discrepancias que existen en los resultados obtenidos en estos estudios reflejan diferencias en el
método obtencion de la proteina, estimacion de proteina no-desnaturalizada residual, diferencias en
las metodologias y condiciones experimentales (Jaskulka et al., 2000).

Se observé un maximo en el valor de energia de activacion para el proceso a pH cercano al pl
de la proteina, de 774 kJ/mol (Liu et al., 1994). Este valor disminuye a ambos lados del punto
isoeléctrico de la proteina. A pH neutro, los valores reportados oscilan entre 250 kJ/mol y 350

kJ/mol.

L1.3. GELIFICACION DE LA B-LACTOGLOBULINA
L 1.3.1 Mecanismo de gelificacion

Se han propuesto varios mecanismos para describir la gelificacion térmica de la f-
lactoglobulina (Elofsson et al., 1996, lametti et al., 1996, Jaskulka et al., 2000, Mc Kenzie, 1971,
Qi etal., 1995, 1997, Roefs y De Kruif, 1994, Schokker et al., 1999).

En las primeras etapas del proceso de calentamiento se da una disociacion reversible de la forma
dimérica en la cual se encuentra la 3-lg a pH entre 5,5 y 7. Luego ocurre una desnaturalizacion
irreversible de la proteina.

El mecanismo descripto en las ecuaciones (1) - (4) es el clasicamente propuesto para el proceso
de gelificacion de la B-lg. Sin embargo en los ultimos afos, varios autores han propuesto

mecanismos alternativos que permiten explicar el comportamiento observado por diferentes
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técnicas de estudio del proceso de agregacion (cromatografia de tamaiio de exclusion, dispersion
estatica y dinamica de luz).

Roefs y De Kruif (1994) propusieron un modelo con un orden global de reaccién de 1,5. El
modelo propone, por analogia con los procesos quimicos de polimerizacion, etapas de iniciacion,

propagacion y terminacion:

B,—~2B — B
B+ B — B 21
B! + By - B, Wiz

i+]

El paso de iniciacién consiste en un nimero de reacciones reversibles seguidas por una reaccion
irreversible. En la reaccion reversible, los dimeros de P-lactoglobulina se separan en dos
monodmeros. Esto es seguido por la exposicion del grupo sulfhidrilo libre de la B-lg nativa, lo que
causa un aumento en la reactividad de la B-lg. La reaccion de propagacion corresponde a la
formaciéon de agregados por medio de reacciones de intercambio tiol/disulfuro entre el
intermediario activado con un grupo libre tiol reactivo y la 3-lg nativa o no reactiva. En el paso de
terminacion, dos intermediarios activos reaccionan para formar una polimero unido por enlaces
disulfuro de mayor tamaiio, sin grupos tiol reactivos expuestos. Este modelo se ajusta a la
agregacion de B-lactoglobulina a pH cercanos a 7 y calentada a temperaturas relativamente bajas
(65 °C), incluso por debajo de la temperatura de pico de desnaturalizacion. En estas condiciones,
este modelo da una descripcion correcta de la reduccién en la concentracion de B-lactoglobulina
nativa y en el aumento en la intensidad de luz difractada, que esta involucrada en la formacion de
agregados ( Hoffmann et al., 1996). Estudios posteriores, llevados a cabo utilizando cromatografia
de exclusion bajo similares condiciones (Hoffmann et al., 1997¢c) mostraron que la distribucion de
pesos moleculares de los intermediarios producidos por calentamiento varian fuertemente con las
condiciones de calentamiento. Por técnicas de cromatografia de exclusion se observé la formacion
de varios intermediarios de relativamente bajo peso molecular en las primeras etapas de
calentamiento. Al aumentar el tiempo de calentamiento, se convierte mas proteina nativa en nuevos
agregados o formando parte de los ya existentes. Una variacién en las condiciones del proceso tales
como concentracion de la proteina, pH o temperatura de calentamiento, produce grandes
variaciones en el tipo de agregados formados y las uniones involucradas en la formacién de los
mismos.

Bajo condiciones similares de calentamiento (67,5 °C), Bauer et al. (1998) estudiaron la

formacion y tipo de intermediarios involucrados en la agregacion de la B-lactoglobulina. En este
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estudio se determin6 que durante el calentamiento, el porcentaje de mondémeros de B-lg en la
solucion era siempre inferior al 5%. De acuerdo a estos resultados, un importante paso en la
agregacion de la B-lg seria la formacion de oligémeros pequeiios, formados por tres a cinco
unidades de (-lg. En estudios posteriores se observo que los oligdmeros alcanzan un méaximo de
concentracion cerca del tiempo al cual comienzan a aparecer los agregados de mayor tamaiio, luego
del cual éstos disminuyen su concentracion (Bauer et al., 2000). En este proceso, se formaria
inicialmente un nucleo central de cuatro unidades de B-lg, por medio de uniones disulfuro, que
luego se uniria a otros oligomeros por uniones no covalentes para la formacion de agregados de
mayor tamaifio. Por lo tanto, el mecanismo propuesto por estos autores podria resumirse en el

siguiente esquema:

Equilibrio Monémeros/ = Monémeros =  Dimeros, trimeros y =  Grandes

Dimeros activados tetrameros estado metaestable agregados

Este mecanismo involucra una disociacién de dimeros y desplegamiento de los mondmeros
(mondémeros activados), seguido de la formacion de agregados de bajo peso molecular, que se
asocian entre si, dando lugar a la formacion de grandes agregados proteicos.

Este mecanismo difiere del modelo propuesto por Roefs y de Kruif (1994) en el cual los
agregados crecerian por adicion de mondmeros por medio de uniones disulfuro intermoleculares.

Sin embargo, en condiciones de calentamiento por encima de la temperatura de
desnaturalizacion de la B-lg (> 80 °C) los intermediarios producidos en la agregacion seran
diferentes a los observados a bajas temperaturas. Qi et al., (1995) y Schokker et al. (1999)
estudiaron las primeras etapas de la agregacion de la B-lactoglobulina a temperaturas altas de
calentamiento y observaron una rapida formacion de dimeros y trimeros, ademas de la rapida
formacion de mondmeros activados. A estas temperaturas, se produce la formacion de agregados
de gran tamafio por unién de mondmeros, trimeros y dimeros activados. Ademads, algunos
agregados se unirian entre si para formar particulas de tamafio ain mayor. El mecanismo propuesto
a altas temperaturas seria similar al desarrollado por Roefs y de Kruif (1994). Sin embargo, al
producirse un gran aumento en la velocidad de iniciacion o formaciéon de mondmeros reactivos, el
paso de terminacion seria también mas rapido, y solo se formarian agregados de tamaiio
relativamente pequeiio. Este mecanismo seria valido a temperaturas suficientemente altas para
llevar a cabo la disociacion y desplegamiento de moléculas de B-lg rapidamente, de modo que la
etapa de agregacion seria la limitante. Otros estudios de los agregados formados durante el

calentamiento a pH 7, reportan una amplia distribucién de tamaiios de los agregados formados.
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Haque et al. (1997) estudié el cambio en la distribucion de tamaiios de los agregados a partir de los
35 °C, muy por debajo de la temperatura de pico de desnaturalizacion. El tamaiio promedio de estos
agregados presentaba un brusco aumento a partir de los 70 °C (> 1000 nm).

En base a los resultados obtenidos por difraccion dinamica de luz Le Bon et al. (1999), propuso
un modelo de dos etapas para describir la agregacion térmica de la 3-lg a pH neutro. Inicialmente,
la desnaturalizacion de proteina causada por el tratamiento térmico lleva a la formacién de
agregados pequeiios (clusters) que poseen un tamaiio independiente de la concentracién,
temperatura y fuerza i6nica. En una etapa secundaria, se agregarian estos intermediarios para
formar estructuras de mayor tamafio, con una amplia distribucion de tamaiios de particula. El
crecimiento de los agregados es mayor con el tiempo de calentamiento, debido a que permanece en
solucidn [-lg nativa aun después de relativamente largos tiempos de calentamiento.

La contribucion de diferentes tipos de uniones en la formacion de agregados no ha sido
completamente comprendida hasta el momento. Se ha propuesto la formacion de agregados
primarios unidos por uniones disulfuro, que luego se agregarian para formar otros de mayor tamaiio
via uniones no-covalentes (Hoffmann et al., 1997¢),

Sin embargo, segun estos autores, la mayor parte de las uniones involucradas en la agregacién
de la B-lg serian de tipo covalentes. Resultados similares fueron obtenidos por otros autores que
confirman la importancia del grupo tiol libre en este proceso, ya que actita como iniciador en las
reacciones de intercambio tiol/disulfuro.

Si bien varios estudios proponen la agregacion catalizada por las reacciones de intercambio
tiol/disulfuro, las uniones no covalentes juegan un papel importante en el proceso de agregacion
(McSweeney et al, 1994, Qi et al, 1995, Schokker et al., 1999). Varios autores sostienen la
hipétesis de que el proceso que se lleva a cabo durante el calentamiento involucra un cierto nimero
de etapas consecutivas y paralelas, algunos de los cuales se dan por medio de reacciones de
intercambio tiol/disulfuro y otras por medio de reacciones hidrofoébicas de asociacion entre

moléculas de B3-lg.

1.1.3.2 Factores que afectan la gelificacion de la B-lactoglobulina
Efecto de la variedad genética

Las variantes de la B-lg A, B y C presentan diferente susceptibilidad a la desnaturalizacién
térmica y agregacion, siendo el orden de termoestabilidad a pH 6,7 C>A>B (Manderson et al.,
1998). Nielsen et al. (1996) estudiaron el comportamiento térmico de las variantes genéticas A y B

a 75 °C encontrando que por debajo de una concentracion del 5% la variante B se agregaba mas
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rapido que la A, pero por arriba del 5% la variante A parecia ser mas sensible a la
desnaturalizacién. Se atribuyé esta diferencia a la importancia relativa de las reacciones
sulfhidrilo/tiol y a las interacciones no covalentes en las diferentes concentraciones. A bajas
concentraciones la variante A forma agregados de tamaifio intermedio, mientras que la B forma
agregados de mayor peso molecular al calentar por encima de 75 °C (Manderson et al, 1998).
Bauer (1998) et al. observaron que la presencia de pentameros era caracteristica durante el
calentamiento de mezclas de la variante A, mientras que en presencia de la B se formaban
tetrameros. Las pequefias diferencias estructurales entre las variantes puede modificar las
propiedades fisico-quimicas (estabilidad térmica, carga y reactividad de ciertos grupos) y por lo
tanto afectar la agregacion inducida por calentamiento. El cambio en el comportamiento entre las
variantes A y B es consistente con una pérdida de dos grupos metilo, que perturban el equilibrio
monémero-dimero y hacen a la variante B menos estable que la A. Ademas, como el cambio entre
las variantes se encuentra cerca del grupo tiol libre en Cys 121, es razonable también pensar en una

diferencia en la reactividad del grupo tiol.

Efecto de la concentracion de proteina

Varios autores han estudiado las caracteristicas de geles de WPI o B-lg de acuerdo a la
concentracion utilizada (lametti et al.,, 1995, Verheul et al.,1998b). En general se observa la
formacion del gel en tiempos mas cortos, y un aumento en la dureza y médulo elastico con la
concentracion. En estudios en donde se determina la temperatura de gelificacion por métodos
reologicos, se observa una importante reduccién en la misma con la concentracion (Puyol et al.,
2001). Shimada et al. (1988) observaron un aumento en la firmeza de geles de WPI con la
concentraciéon a pH neutro, aunque la elasticidad de los mismos se ve levemente modificada. En
estudios reoldgicos realizados en soluciones con concentraciones crecientes de proteina se observa
un aumento gradual del médulo elastico y una menor dependencia del médulo con la frecuencia de

oscilacion (Fernandes, 1994).

Efecto del pH

La agregacion de la B-lg es muy sensible al pH del medio, debido a que la reactividad y
accesibilidad del grupo tiol depende marcadamente de este factor. Entre pH 6 y 9, la B-Ig lleva a
cabo un cambio y replegamiento de las cadenas, conocido como la transicion de Tanford,

resultando en una mayor reactividad del grupo tiol. Este comportamiento seria a causa del
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aminoacido Glu89, que se encuentra oculto a pH 6,2 y se expone a pH entre 7,1 y 8,2 (Hill, 1988,
Qin et al., 1998). A pH 8, el grupo tiol de la B-Ig es mas accesible para participar en reacciones, y
aumenta la velocidad de polimerizacion via uniones covalentes, mientras que a pH por debajo de 7
la molécula debe ser calentada o desplegada de otro modo para producir la exposiciéon de los
grupos tiol (Hoffmann et al., 1997a, McSwiney et al., 1994).

Hoffmann y van Mil (1997a, 1999) estudiaron la agregacion de B-lactoglobulina a 65°C en un
rango de pH entre 6 y 8. A todos los valores de pH en el rango de 6,4-8, las uniones
intermoleculares disulfuro juegan un rol importante en la formacion de los agregados. Incluso a pH
6, en el cual se forman grandes agregados via uniones no-covalentes, las reacciones de intercambio
tiol/disulfuro estarian presentes aunque en menor grado que a pH mas altos. La velocidad de
conversion de B-lg nativa en agregados aumenta con el pH, pero la masa molecular de los
agregados diminuye notablemente (de la Fuente et al., 2002). Los agregados formados durante el
calentamiento en un rango de pH 6,4-6,8 poseen un mayor peso molecular, una conformacién mas
compacta y una carga negativa neta menor comparados con los agregados formados a mayor pH.
Altos valores de pH facilitan la disociacion del dimero y su consecuente desplegamiento. La
disminucién en el tamaiio de particula fue atribuido a que en las primeras etapas de agregacion se
forman una gran cantidad de intermediarios reactivos, aumentando la probabilidad de las
reacciones de terminacion segln la teoria propuesta por Roefs & De Kruif (1994). Esto lleva a la
formacién de un mayor numero de agregados pero de menor tamaiio. El gran tamaiio de los
agregados formados a pH 6 es atribuido a la formacion de uniones no covalentes entre los
agregados primarios unidos por uniones disulfuro.

El proceso de agregacion a pH acido difiere totalmente del que se produce por encima del pl de
la proteina. El intercambio tiol/disulfuro, involucrado en las reacciones de agregacion a pH neutro,
no ocurre a estos valores de pH, debido a que los grupos tiol son muy estables a pH acido. A
valores de pH entre 2-3 la proteina posee carga neta positiva y las interacciones entre mondmeros
son puramente repulsivas. Sin embargo, la intensidad de dichas repulsiones puede ser reducida con
el agregado de sales, que neutralizan cargas superficiales en las moléculas de proteina. Un
caracteristica interesante de los agregados formados a pH é4cido es que en presencia de agentes
disociantes como el SDS, los agregados se dispersan totalmente, lo que indica que éstos se
formarian por medio de uniones no covalentes. Varios estudios han reportado la formacién de geles
opacos en una rango de pH de 4-6, mientra que por encima y por debajo de ese rango se forman
geles translucidos (Stading & Hermansson, 1991, Langton & Hermansson, 1992, 1996). Los geles
translucidos tienen en general estructuras de tipo “fine-stranded” y sus propiedades reoldgicas son
dependientes del pH. Los geles de tipo fine-stranded formados a pH acido son débiles y fragiles

(Errington et al., 1998). En estudios recientes se han descripto las propiedades de los agregados de
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B-lg formados a pH acido (Aymard et al., 1999, Shokker et al, 1999). Al calentar a temperatura
alrededor de los 80 °C se forman grandes agregados con un peso molecular de alrededor de 10" Da,
mientras que no se detectan agregados de tamaiio intermedio como lo observado a pH neutro. El
tamafio de los agregados aumenta levemente con el tiempo de calentamiento y la fuerza i6nica, y es
independiente de la concentracion de proteina.

Los geles translicidos formados por encima de pH 6 son fuertes y elasticos, con altos valores de
esfuerzo y deformacion de fractura (Stading et al., 1991, Tang et al., 1995). El factor que afecta
mas fuertemente las caracteristicas de los geles formados a pH écido es la disminucién en las
reacciones de intercambio tiol/ disulfuro, a diferencia de lo que ocurre a pH neutro (Errington et al.,
1998). Los ensayos de grandes deformaciones permiten observar las diferencias entre geles

transparentes formados a pH acidos o alcalinos (Stading et al., 1991)
Velocidad y temperatura de calentamiento

Tanto la temperatura como la velocidad de calentamiento, afectan las caracteristicas
estructurales de geles de (3-lg. Stading et al. (1993) reportaron que las variaciones en la velocidad
de calentamiento entre 12 y 0,1 °C/min a pH 5,3 llevan a la formacion de estructuras con una
mayor distribuciéon de tamaiio de particula, y cadenas de agregados mas gruesas. Este efecto
incluso es mayor al observado al variar el pH entre 4,5 y 7,5. Verheul et al. (1998a) observaron un
aumento en la rigidez de los geles con un aumento en la temperatura entre 65 y 80 °C, debido
probablemente a una mayor cantidad de proteina agregada. Las propiedades de fractura y dureza de
los geles tiende a aumentar con un aumento en los tiempos y temperaturas de gelificacion
(Foegeding et al., 1995). El efecto producido por el aumento de temperatura es comparable al de
aumento en la temperatura de calentamiento (Foegeding et al., 1995). Stading et al. (1992)
describio la formacion de inhomogeneidades en la estructura de geles “fine-stranded” formados a

pH 7,5 al disminuir la velocidad de calentamiento.

Presencia de sales y otros solutos

La presencia de sales afecta el proceso de gelificacion ya que neutraliza parte de las cargas
superficiales de la proteina en solucién y disminuye las repulsiones electrostaticas entre las
moléculas, especialmente a valores alejados del punto isoeléctrico de la proteina. A pH 8, las
repulsiones electrostaticas entre moléculas de B-lg son tales que dificultan la formacion de enlaces

entre moléculas desplegadas, por lo que solo se logra la gelificaciéon a altas concentraciones
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proteicas. La presencia de sales suprime parte de estas repulsiones y favorece la gelificacion,
disminuyendo ademas la concentracion necesaria para gelificar. En presencia de altas
concentraciones de NaCl la agregacion fisica toma una mayor importancia y se observa la
formacion se grandes agregados durante el calentamiento (Verheul et al., 1999).

Bowland et al. (1995a) investigaron el efecto del agregado de aniones divalentes y
monovalentes en la gelificacion térmica de proteinas del lactosuero. Mediante ensayos de fractura
de los geles se determino la formacion de estructuras de tipo “fine-stranded”, mixtas o particuladas
al variar la fuerza idnica de las soluciones. La variacion simultdnea de concentraciones de iones
Ca"" y Na" permite obtener geles opacos o transparentes, que muestran diferentes microestructuras
y propiedades texturales (Bottcher et al., 1994). La presencia de lactosa inhibe la gelificacion
térmica de soluciones de WPI. Esto es debido a que los azicares ejercen un efecto protector contra
la desnaturalizacion térmica (Morr y Ha, 1993).

El efecto del agregado de sales en la agregacion de B-lg a pH acido tiene dos efectos
contrapuestos: por un lado, el aumento en la fuerza idnica reduce la repulsion intermolecular por
neutralizacion de grupos cargados, lo que aumenta la velocidad de agregacion. Por otro lado, el
aumento en la fuerza i6nica aumenta la temperatura de desnaturalizacion, debido a un aumento en
la estabilidad conformacional de la proteina. Debido a que el desplegamiento de la proteina es el
paso inicial para la agregacion, la reduccion en la velocidad de desplegamiento llevara a una

reduccion en la velocidad de agregacion.

L1.4. GELIFICACION DE SISTEMAS MIXTOS B-LG/POLISACARIDOS

L.1.4.1 Formacion de geles mixtos en condiciones de incompatibilidad termodinimica

La morfologia de geles de proteina/polisacéridos obtenidos en condiciones de incompatibilidad
termodinamica y sus propiedades mecanicas estan determinadas en primera instancia por las
propiedades del sistemas liquido inicial (una o dos fases) y la posibilidad de gelificacion del
polisacarido y la proteina. En el caso de que los biopolimeros puedan gelificar, su concentracion en
el sistema debe ser mayor a la concentracion critica necesaria para gelificar.

Tolstoguzov (1997b) ha podido relacionar los diagramas de fase de varios sistemas mixtos con
las posibles estructuras de los geles mixtos. En mezclas de proteinas y polisacaridos gelificantes se
forman geles mixtos si la concentracion de ambos es superior a la minima necesaria para gelificar.
Las concentraciones criticas de varios polisacaridos aniénicos se encuentran generalmente entre 0,1

—0,3% y para las proteinas el rango de concentracion es de 5 a 13 %. Si ambos biopolimeros estan
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por encima de la concentracion critica de gelificacién y no ocurre separacion de fases (si la
concentracion del sistema se encuentre por debajo de la curva binodal), se formara un gel mixto
homogéneo. La existencia de fendmenos de volimenes de exclusion entre las moléculas de los
diferentes biopolimeros pueden de todas formas afectar la cinética de gelificaciéon de uno o de
ambos componentes (Dickinson & McClements, 1995).

Por el contrario si la concentracion del sistema se encuentra por encima de la curva binodal se
formaran emulsiones “agua en agua” que al gelificar formaran geles de diferente grado de
heterogeneidad dependiendo de las velocidades relativas de separacion de fases y gelificacion que
pueden ser controladas mediante varias condiciones del proceso, tales como la velocidad de
calentamiento/enfriamiento, el esfuerzo de corte aplicado y el pH. Existe una concentracion
particular para estos sistemas denominada “punto de inversion de fases” donde el sistema cambia
de una matriz gelificada de A conteniendo inclusiones de B a una matriz de B conteniendo
inclusiones de A (Brownsey & Morris, 1988). Este fenémeno es analogo a la inversion de fases en
emulsiones.

Los efectos sinérgicos en un sistema de dos fases ocurren cuando el gel mixto se encuentra
formado por una fase continua constituida por el biopolimero de mas fuerte caracter gelificante y el
otro biopolimero esta presente en la fase dispersa gelificada. Sin embargo, la fase dispersa puede
ser tan diluida que no ocurre la formacion del gel en dicha fase. Los geles “rellenos” con particulas
liquidas de uno de los biopolimeros pueden formarse cuando uno de los biopolimeros esta presente
en concentraciones por debajo de la critica de gelificacion o en mezclas de un agente gelificante
con uno no-gelificante (Tolstoguzov, 1997b). En la Figura 1.1.3 se muestran las posibles
caracteristicas de geles mixtos de proteinas/polisacaridos formados de acuerdo a la concentracion

del sistema inicial.
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Figura 1.1.3 Diagrama de fases para mezclas de hidrocoloides en relacion al tipo de geles que se formaran
por tratamiento térmico. (Cga)pror ¥ (Cya)ror SON las concentraciones criticas para la gelificacion de la

proteina y el polisacérido.

1.1.4.2 Geles mixtos de WPI o B-lg y polisacdridos

En la mayoria de los estudios de geles mixtos de proteinas del suero y polisacaridos formados
en condiciones de incompatibilidad termodindmica, se utilizan concentraciones de proteina por
encima de la minima necesaria para gelificar, que es de aproximadamente un 10% (Beaulieu et al.,
2001; Syrbe et al., 1995; Zasypkin et al., 1996; Turgeon & Beaulieu, 2001; Walkenstrom et al.,
1998; Fernandes, 1994; Ndi et al., 1996), dependiendo de las condiciones del medio, tales como
pH, fuerza idnica y caracteristicas del aislado (composicion, presencia de sales).

El calentamiento se realiza a temperaturas superiores a la de pico de desnaturalizacion (75-90
°C). También se ha reportado la obtencion de geles mixtos (WPI/xantica) por aplicacion de
tratamientos de alta presion (Zasypkin et al., 1996).

La presencia de polisacaridos en estos sistemas se refleja en diferentes formas: disminucion de

la concentracion minima de proteina necesaria para gelificar (Zasypkin et al., 1996, Turgeon &
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Beaulieu, 2001; Ndi et al., 1996) , disminucién en la temperatura o tiempo de gelificacion respecto
a geles de proteina sola (Bryant et al., 2000), variacién en la firmeza o textura (Zasypkin et al.,
1996, Olsson et al., 2002b), modificacion en la microestructura del gel (geles particulados o “fine-
stranded”) (Zasypkin et al., 1996; Olsson et al., 2002a), cambio en la apariencia y retencion de
agua de los geles (Beaulieu et al., 2001, Olsson et al., 2002b).

Las caracteristicas de los polisacaridos presentes en el sistema mixto determina muchas de las
propiedades de los geles obtenidos. Los polisacaridos estudiados en la gelificacion de proteinas del
suero son: goma xantica (Zasypkin et al., 1996; Bryant et al., 2000; Walkenstrom et al., 1998) , x, A
o t-carragenano (Ould Eleya y Turgeon, 2000; Turgeon y Beaulieu, 2001) , metilcelulosa (Syrbe et
al., 1995; ), pectinas (Syrbe et al., 1995; Beaulieu et al., 2001, Turgeon & Beaulieu, 2001, Wang y
Quist, 2000), alginato de sodio (Neiser et al., 1998, 2000), dextrano (Syrbe et al., 1995;), goma
guar (Syrbe et al., 1995; Fernandes, 1994), locust bean (Fernandes, 1994).

En presencia de polisacaridos no-gelificantes se obtienen geles en los cuales el polisacarido se
encuentra disperso en la fase acuosa de la matriz gelificada de proteina o en forma de relleno.
Syrbe et al. (1995) observaron la formacion de geles “rellenos” partiendo de soluciones
homogéneas de WPI y polisacaridos no-gelificantes o gelificantes (goma guar, goma xantica,
pectina, metilcelulosa, k-carragenano) en concentraciones inferiores a la critica para gelificar. En
sistemas mixtos de B—Ig y pectinas con diferente grado de esterificacion se observé la formacion de
una fase proteica gelificada conteniendo una fase dispersa enriquecida en el polisacarido (Beaulieu
etal., 2001).

Aun sin que se produzca una separacion macroscopica de fases, la existencia de interacciones
repulsivas entre proteina y polisacarido puede producir importantes efectos en la cinética de
gelificacion de uno o ambos componentes, asi como en la microestructura y reologia del gel
resultante (Dickinson, 1993).

Las caracteristicas moleculares de los polisacaridos influyen en gran medida en las propiedades
de los geles. Por ejemplo, un mayor grado de esterificacion de polisacaridos tales como pectinas o
alginatos disminuye la carga neta negativa de los mismos a pH> pl, con lo que disminuye la
repulsion electrostética entre polisacarido-proteina (Beaulieu et al., 2001).

Ould Eleya y Turgeon (2000) realizaron una caracterizacién reoldgica del proceso de
gelificacion de sistemas mixtos de B-lg + x-carragenano, observandose la gelificacion de la matriz
de B-lg durante el calentamiento (90 °C), y la posterior gelificacion de la fase dispersa durante en
enfriamiento. En este tipo de sistemas, debido a que la (B-lg forma geles irreversibles, con
posteriores calentamientos del sistema se obtiene la fusion del gel termorreversible de polisacarido

contenido en la matriz proteica.



Introduccion

La presencia de sales utilizadas normalmente para inducir la gelificacion de proteinas del suero
(NaCl, CaCl,, NaSOy) puede producir un efecto de “screening” sobre las moléculas de ambos
biopolimeros, modificando las condiciones de incompatibilidad y por lo tanto las caracteristicas de

los geles formados (Ould Eleya y Turgeon, 2000; Beaulieu et al., 2001, Turgeon y Beaulieu, 2001).



1.2
Objetivos




Interacciones entre B-lg y polisacdridos en sistemas gelificados

1.2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la dinamica de la gelificacion y propiedades de los geles de B-lg en presencia de
polisacaridos no-gelificantes.

El estudio se realizara a pH 6-7, es decir por encima del pl de la B-lg (5,2), principalmente en una
concentracion de B-lg (6%) donde por si sola no gelifica. Si bien en estos sistemas no hay

separacion de fases, existen fendmenos de volimenes de exclusion.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Analizar la habilidad de diferentes polisacaridos en promover la gelificacion de la B-lg y

caracterizar las propiedades micro y macroestructurales de los geles formados.

2) Estudiar el efecto de los diferentes polisacaridos en la desnaturalizacion de la 3-1g.

3) Estudiar el efecto de los diferentes polisacaridos en la agregacion de la B-1g.

4) Estudiar el efecto de variables como el pH, concentracién del polisacarido y soélidos totales,
tiempo y temperatura en algunos aspectos del proceso de gelificacion de la B-lg y en las

caracteristicas de los geles formados.

5) Analizar qué tipo de interacciones se establecen entre la B-lg y los polisacaridos en la

gelificacion.



1.3
Materiales y Métodos
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L.3. MATERIALES Y METODOS

1.3.1 Materiales

Se utilizé un concentrado de proteinas de suero lacteo con alto porcentaje de [3-lactoglobulina
conteniendo las variantes A y B de la misma. El mismo fue donado por la firma Besnier & Bridel
(Francia). En la Figura 1.3.1 se muestra una electroforesis en condiciones disociantes (con SDS) en
donde se observa que el concentrado posee mayoritariamente [3-lg (PM= 18 kDa) en su forma
mondmerica, y un bajo porcentaje de 3-lg dimérica en las condiciones del buffer de corrida (pH

6.8), por lo cual el concentrado proteico se denominara en el trabajo como 3-lactoglobulina.

Figura 1.3.1. SDS-PAGE electroforesis del concentrado de proteinas

del suero lacteo. M= Marcador de peso molecular (kDa)

Para la realizacion de los estudios se utilizaron dos lotes del concentrado. El contenido
promedio de proteina determinado por el método de Kjeldahl (Kjeltec Auto Analyzer, Tecator) ,
fue de 85,2 % en base seca.

Los polisacaridos utilizados (Sanofi Bioindustries) fueron: Goma Xantica (XAN), kappa y

lambda carragenano (k-C y A-C), goma guar (GG) y alginato de propilenglicol (PGA).

1.3.2. Preparacion de soluciones de proteina y polisacaridos

Las soluciones de proteina se prepararon disolviendo la cantidad pesada de concentrado
proteico en agua destilada bajo constante agitacion suave. El pH se ajust6 al valor requerido con

HCI o NaOH 0,1N.

44




Materiales y Métodos

Las soluciones de polisacaridos se prepararon disolviendo los mismos en agua destilada con
agitacion constante hasta hidratacion y disoluciéon completa de los mismos. En la mayoria de los
casos la preparacion se realiz6 con agua a temperatura ambiente, debido a que la mayoria de las
gomas presentan alta solubilidad en frio. En el caso del x-C, el mismo fue hidratado y dispersado
en agua a temperatura ambiente, y luego se llevod a 80 °C para lograr su completa disolucion. Para
prevenir el crecimiento microbiano en todos los sistemas se agregd azida sédica en una
concentracion de 2 ppm.

Las soluciones mixtas de {3-Ig + polisacaridos se obtuvieron mezclando partes iguales de las
soluciones de cada biopolimero, que fueron preparadas al doble de la concentracion requerida. Las
soluciones fueron agitadas por 30 minutos o por periodos mas prolongados en sistemas muy
viscosos, para lograr una dispersion total de las soluciones Luego de la mezcla, se midié el pH de

las soluciones y se ajustd en caso de ser necesario.

Obtencion de los sistemas de deshidratados

Para obtener los sistemas mixtos deshidratados que fueron utilizados en los ensayos
calorimétricos, se liofilizaron soluciones mixtas de proteinat+polisacaridos en liofilizador Stokes
por 48 hs. Posteriormente los mismos se equilibraron a 25 °C durante | semana a dos actividades
de agua (a,) de 0,65 y 0,80.

1.3.3. Métodos

1.3.3.1 Calorimetria diferencial de barrido

Para el estudio de las transiciones térmicas de la proteina sola y en presencia de los
polisacaridos se utilizé un calorimetro diferencial de barrido Mettler TA 4000. El analisis de los
termogramas se realizd6 mediante el software TA72. Se realizé un previa calibracion utilizando
indio puro.

Se utilizaron crisoles de aluminio de 40ul y de 160 pl. Debido a las diferencias en los resultados
dependiendo de la cantidad de muestra utilizada, en la seccion de resultados se indicara en cada
caso qué tamaiio de muestra y tipo de crisoles se utilizé en las determinaciones.

Como referencia se utilizaron crisoles vacios. Se trabajo a una velocidad de calentamiento de
10 °C/min, y el rango de temperatura barrido fue de 5 a 95 °C en las soluciones y de 5 a 130 °C en

los sistemas deshidratados.
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Parametros calorimétricos

Se evaluaron las temperaturas de inicio y de pico de desnaturalizacion asi como el cambio de
entalpia aparente (AHy) involucrado.

La temperatura de inicio (T,,s) se obtuvo por interseccion de la linea de base con la pendiente
inicial de la curva al iniciarse la transicion térmica (Relkin, 1994). La temperatura de pico (T,) de
la endoterma, que indica la temperatura aparente de desnaturalizacion de la proteina, fue
determinada en el punto de méaximo flujo calorico para las condiciones de corrida.

El cambio de entalpia correspondiente al proceso de desnaturalizacion térmica de la proteina
(AHt) se obtuvo integrando el area de la endoterma entre los valores de inicio (Tyse) y de
finalizacion (Ty), utilizando una linea de base polinomial ajustada entre los valores de inicio y fin.
Ademas se calculd el valor de cambio de entalpia hasta la temperatura de pico (AH,5).

Los parametros calorimétricos mencionados se representan en la Figura 1.3.2.

T

Ay, g

TP AHrt Li

Figura 1.3.2. Pardmetros calorimétricos evaluados en relacion a la desnaturalizacion de la B-

lactoglobulina

Parametros cinéticos

A partir de las endotermas obtenidas durante el calentamiento pueden obtenerse los parametros
cinéticos del proceso de desnaturalizacion.

El método desarrollado por Borchardt and Daniels (1957), es utilizado ampliamente para la
determinacion de constantes de velocidad (kr) (Hoffmann et al, 1995). Este método se basa en las
diferencias en el flujo calérico (dH/dt, en mlJ/s) entre la muestra y la referencia (linea de base) en
un rango de temperatura entre T, y Tp (De Wit y Swinkels, 1980). La constante de velocidad de

la reaccion a una dada temperatura puede ser expresada como:
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n-1
Ea) AH, | dH/dt, Ec.(L3.1)

R-T i} Co (A rcm('r))"

kr=A.exp (— =

donde ky es la constante cinética, E, la energia de activacion, A el factor pre-exponencial, n el
orden de la reaccion, ¢, la concentracion inicial de reactante, AHy el cambio de entalpia total, AH.p,
el cambio de entalpia remanente a la temperatura evaluada y dH/dt el flujo calérico a la
temperatura T.

Para obtener los diferentes parametros se graficaron los valores de In(ky) vs (1/T) para varios
valores de n. El orden de la reaccién fue determinado como el valor de n que mejor ajusto una
regresion lineal (Borchardt & Daniels, 1957).

Una vez calculada la constante de velocidad de reaccion a una dada temperatura, el porcentaje
de B-lg nativa remanente en funcion del tiempo de tratamiento a dicha T, puede calcularse
integrando la siguiente expresion:

-dc/dt=k;.c" Ec (1.3.2)
donde c es la concentracion de proteina en la solucidn, kt es la constante de velocidad evaluada a

temperatura T y n es el orden de la reaccion (Hillier y Lyster, 1979).

1.3.3.2 Electroforesis

Las soluciones de proteina y de los sistemas mixtos fueron analizadas antes y luego de los
tratamientos térmicos mediante electroforesis en geles de poliacrilamida utilizando una celda doble
Mini Protean II de Bio-Rad.

El calentamiento de las soluciones se realiz6 en tubos de vidrio conteniendo aproximadamente 6
ml de muestra en un baiio seco (Thermolyne Dry Bath, USA). A tiempos consecutivos, se retiraron
0,5 ml de muestra que se colocaron en tubos eppendorf realizando el enfriamiento en bafio de hielo
y agua. Posteriormente, las muestras fueron diluidas primero en agua destilada y luego en el buffer

de corrida para su siembra.

Los ensayos fueron realizados de acuerdo al método de Laemmli (1970) en las siguientes
condiciones.

Las condiciones fueron las siguientes:

Espesor de gel: 0,75 mm

Volumen de siembra: 20 pl

Relacidn buffer de corrida/muestra: 4:1
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Masa de concentrado proteico en la siembra: 40 pg

Gel de corrida: 12-15% acrilamida, buffer 1,5M Tris-HCI (pH 8,8)

Gel “stacking”: 4 % acrilamida, buffer 0,5% Tris-HCI (pH 6,8)

Corriente: 500 mA

Voltaje: 200 V

Se realizaron electroforesis tanto en condiciones nativas como desnaturalizantes. Con el
objetivo de diferenciar la formacion de enlaces covalentes y no-covalentes se realizaron ensayos en
condiciones disociantes con dodecil-sulfato de sodio (SDS) y con SDS + [3-Me respectivamente.

Luego de la corrida, los geles fueron teiiidos en una solucién de 0,1% Coomasie Blue disuelto
en una mezcla 9:9:2 agua-metanol-acido acético glacial, y destefiidos en una mezcla 8:1:1 de

agua-metanol-acido acético glacial.

1.3.3.3 Dispersion dindmica de luz (DLS)

Las soluciones utilizadas fueron preparadas con agua doblemente filtrada ( 0,2 nm Millipore),
con el objetivo de eliminar todas las particulas de polvo presentes que pudieran interferir en las
mediciones.

La agregacion de la B-lactoglobulina y los sistemas mixtos se llevo a cabo por calentamiento en
tubos de vidrio cerrados conteniendo aproximadamente 6 ml de solucién en un baiio seco a
temperatura constante. En tiempos sucesivos se retirdé | ml de muestra, se colocé en un tubo
eppendorf de 1,5 ml y se enfrié inmediatamente en un baiio de hielo.

Las muestras fueron diluidas con agua desionizada para no introducir ningun tipo de impureza
que pudiera interferir en la medicion. La dilucién a realizar se determiné en cada caso de modo de
obtener una buena seiial de medida, lo cual fue evaluado por el conteo de particulas promedio.

Las mediciones se realizaron en un Fotometro de dispersion dinamica de luz laser de la firma
Brookhaven Instruments, provisto de laser He-Ne (632,8 nm) y un Correlator Digital modelo BI-
2000. Las medidas fueron realizadas con un angulo de dispersion fijo de 90°. La cubeta de cuarzo
en la que se colocd la muestra fue termostatizada a 25 °C en un baiio termostatizado externo.

Se evaluaron la intensidad dispersada promedio (I;) relacionada al numero, tamaiio y velocidad
de formacion de los agregados de B-lg (Hoffman, 1996) y el diametro hidrodinamico aparente (d,)
calculado para agregados de geometria esférica. Tanto [; como d), fueron obtenidos de la funcion de
autocorrelaciéon de la intensidad de luz dispersada. El diametro promedio fue estimado por el

método de cumulantes (Kopel, 1972). La intensidad de luz dispersada fue calculada de la linea de
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base de la funcién de autocorrelacion para fo cual se utilizé un software de la firma Brookhaven

Institute.
1.3.3.4 Determinacion de la viscosidad de soluciones

Se determind la viscosidad de las soluciones de polisacaridos (0,5%) en un viscosimetro
Brookfield DV-LVT con cono y plato a 20 °C. Se utilizaron los conos CP41 y CP52, de diametros
2,4 y 4,8 mm respectivamente. En el rango de velocidad de deformacién de 10 a 120 s'. Se
obtuvieron los valores de esfuerzo de corte frente a las velocidades de deformacién. Los datos

fueron ajustados mediante la ecuacion de Herschel Burkley, segiin:

n

t=t+K. 7 Ec (1.3.3)

donde t es el esfuerzo de corte, yes la velocidad de deformacion, K es el coeficiente de

consistencia, n es el indice de flujo y 1o es el umbral de corte para velocidad de deformacién nula.

1.3.3.5 Reometria dindmica.

La reometria dindmica es una técnica que involucra pequeiias-deformaciones por lo cual es de
suma utilidad para el estudio de la transicion sol-gel y para la caracterizacion del comportamiento
viscoelastico de geles en la “region lineal”, en la cual las amplitudes de deformaciones y esfuerzos
son suficientemente bajos para asegurar la proporcionalidad deformacion-esfuerzo (Matsumura y
Mori, 1996).

Para una respuesta elastica ideal, el esfuerzo resultante estara en fase con la deformacion
aplicada; para una material viscoso ideal, la respuesta estara desfasada en 90° respecto de la
deformacion aplicada.

En un experimento de reologia dinamica oscilatoria, la relacion entre la deformacion y esfuerzo
esta descripta por el médulo complejo:

G*=G’+iG”

donde G’ es el modulo de almacenamiento (o elastico) y G’ es el médulo de pérdida (o
Viscoso).

G’ da una idea de la energia almacenada en la red tridimensional, G’ de la energia disipada por
la muestra en forma de flujo. La tangente de pérdida (tand) es la relacién entre el médulo viscoso y

elastico, G*’/G’. El angulo de desfasaje 6 indica el caracter viscoelastico del material.
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Las mediciones se realizaron en un reémetro oscilatorio dinamico Phar Physica MCR 300 con
control de esfuerzo. La geometria de medicion utilizada fue la de platos paralelos, utilizando un
plato de didmetro 29,95 mm (PP30/S), con un “gap” de Imm. Se colocaron aproximadamente 0,7
ml de muestra entre los platos, lo que permitié llenar completamente el espacio entre los platos. Las
superficies de los platos y el area expuesta de muestra fueron cubiertos con silicona liquida para
evitar la adherencia de la misma a los platos y prevenir evaporacion de agua de la misma. La
temperatura se controlé6 mediante un sistema Peltier conectado a un baiio termostatizado

(Viscotherm VT2, Phar Physica).

Determinacion del punto gel y evolucion de parametros viscoeldsticos

En el proceso de gelificacion se parte de una solucion, registrandose parametros tipicos de un
sistema liquido, en el cual G>’>G’. Durante el calentamiento de la solucién se produce un aumento
en el médulo elastico con la consiguiente reduccion en tand. La evolucion de estos parametros, asi
también como los valores finales alcanzados seran caracteristicos de diferentes tipos de geles.

Para la determinacion del punto de gelificacion se siguid el siguiente procedimiento:

Se colocd la muestra en el sistema de medicion, el cual se termostatizé a la temperatura inicial
de calentamiento. El sistema fue luego calentado mediante una rampa hasta la temperatura deseada
de calentamiento. La velocidad de calentamiento en esta rampa fue entre 5 y 25 °C/min segun el
ensayo. Luego de haber llegado a la temperatura final, el sistema se mantuvo a temperatura
constante por un intervalo de tiempo necesario para lograr un valor de equilibrio de G’ cuando era
posible.

Se registro la evolucion del médulo elastico (G’), médulo viscoso (G’’), médulo complejo (G*)
y tangente del angulo de pérdida (tand = G’’/G’), utilizando una deformacion de 0,01% y una
frecuencia de 1 Hz. Estas condiciones fueron determinadas previamente mediante ensayos en los
cuales se evalud la zona de viscoelasticidad lineal de los sistemas. Ademas, en el tipo de ensayos
realizados era necesario aplicar una deformacién minima ya que se parte de un sistema liquido al
comienzo de las mediciones.

El punto de gelificacion de los sistemas se determin6 como el punto de cruce entre G’y G”’, o
sea, a tand=1. En los sistemas con goma xantica, se observo que el valor inicial de G’ era mayor al
de G’’, por lo que se determino el punto de gelificacion como el de inicio de aumento de G’.

En todos los casos se observo que la gelificaciéon se producia en la etapa de temperatura
constante, independientemente de la velocidad de la rampa de calentamiento, por lo que el

parametro determinado fue el tiempo de gelificacion (t,) a la temperatura de calentamiento.
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Se siguié la evoluciéon de los parametros viscoelasticos durante todo el proceso de
calentamiento. Luego el sistema fue enfriado a una velocidad de 25 °C/min hasta temperatura

ambiente.
Dependencia de los parametros con la frecuencia de oscilacion

Las muestras, luego de ser enfriadas se mantuvieron en el sistema de medicién para la
realizacion del barrido de frecuencias el cual se realizé a una deformacion de 1%, entre 0,01 a 10
Hz. Segun lo descripto por Stading y Hermansson (1992), la dependencia de médulo elastico con
la frecuencia da informacion acerca del tipo de estructura del gel. El grado de dependencia de G’
con la frecuencia puede ser expresado por medio de la constante n segin:

logG’=n.logf+K Ec. (1.3.4)

donde G’ es el mddulo elastico, f es la frecuencia de oscilacion, y K una constante.

1.3.3.6 Ensayo de “tilting”

Para la evaluacién visual del tiempo de gelificacion de los sistemas se utilizé un ensayo de
“tilting” (Relkin et al., 1998a). En un baiio seco a temperatura constante, se calentaron tubos
conteniendo 1 ml de soluciéon. Los mismos fueron cerrados herméticamente para prevenir
evaporacion de liquido. A tiempos sucesivos se retiraron los tubos del baiio, y fueron enfriados a 5
°C por 24 hs. El tiempo de gelificacion se determiné como el tiempo necesario para que el menisco
de la solucién contenida en los tubos no sufra deformacién o “no fluya” al inclinarlo. En el

siguiente esquema se muestra el procedimiento de obtencion del punto gel.

S0

ts=tgel
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1.3.3.7 Formacion de geles

La obtencion de geles para su observacion visual, microscopica y la evaluacion de la textura y
pérdida de agua se llevo a cabo mediante calentamiento en un bafio seco (Thermolyne Dry Bath) a
temperatura constante. El mismo se realizé en tubos de vidrio (19 mm de diametro x 55 mm de
altura) conteniendo 6 ml de las soluciones, sellados por medio de esferitas de vidrio para prevenir
evaporacion de agua. Luego del tiempo de calentamiento, los tubos fueron retirados y enfriados en
un baiio a temperatura entre 10-15 °C. Previamente a la realizacién de los diferentes ensayos, los
tubos fueron almacenados 24 hs a 5°C. Los geles fueron retirados de los tubos y se tomé una

porcion de gel de 1,5 cm de altura de la parte intermedia de los cilindros.
1.3.3.8 Ensayos de grandes deformaciones: Textura y viscoelasticidad
Textura

Los métodos empiricos son importantes en la evaluacién de caracteristicas de geles
alimentarios. Dentro de estos ensayos se encuentran los ensayos de compresion y penetracion, que
permiten la obtencion de parametros tales como la dureza o firmeza de geles. El analisis de perfil
de textura (TPA) es un método objetivo que se correlaciona al analisis sensorial adaptado por
Bourne (1982) para ser realizado en el Instron. El ensayo TPA esta basado en el reconocimiento de
la textura como un atributo de multiples parametros. El mismo consiste en comprimir una pieza de
alimento del tamaiio de un bocado dos veces en un movimiento que imita la accion de la mandibula
y extraer de la curva resultante fuerza-tiempo un nimero de pardmetros de textura. Se pueden
distinguir parametros primarios (dureza, fracturabilidad, cohesividad, elasticidad, adhesividad,
resiliencia) y parametros secundarios calculados a partir de los primarios (masticabilidad y
gomosidad).

Los ensayos del perfil de textura (TPA) se realizaron en un texturdmetro TA-XT2i de Stable
Micro Systems. Muestras cilindricas de geles (19 mm de diametro x 1,5 m de altura) se
comprimieron utilizando una punta de prueba cilindrica de aluminio de 36 mm de didametro
(P/36R). Las muestras fueron comprimidas un 30 % de su altura original a una velocidad de
deformacion de 0,5 mm/seg. Este porcentaje de compresion fue determinado de modo de obtener

repetitividad en los ensayos y evitar la fractura de la muestras durante el ensayo.
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El software del equipo (Texture Expert Exceed) permite obtener a partir de las curvas de fuerza
en funciéon del tiempo los diferentes parametros texturales. A continuacion se detallan los

parametros utilizados en el presente trabajo y su calculo a partir de la curva fuerza-tiempo:

Dureza: esta definida como el méaximo del pico de fuerza durante la primera compresion.

Adhesividad: La adhesividad se define como el area negativa del grifico de fuerza vs tiempo
para la primera compresion y representa el trabajo requerido para vencer las fuerzas atractivas entre
la superficie del alimento y la superficie de otros materiales con los que la muestra entre en

contacto.

Elasticidad: La elasticidad esta relacionada a la altura que la muestra recupera durante el lapso

entre el final de la primera compresion y el comienzo de la segunda.

Cohesividad: La cohesividad se define como la relacion entre el area positiva de la curva
correspondiente a la segunda compresion y el area de la primera compresion.

La cohesividad puede ser tomada como una medida de la velocidad con la que el material se
desintegra bajo accion mecanica. Si la adhesividad es baja comparada con la cohesividad, entonces

la punta de prueba quedara limpia, ya que el producto tiene la habilidad de permanecer unido.

En la Figura 1.3.3 se muestra un perfil de textura tipico para un gel, y los parametros

calculados a partir de las curvas.
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Figura 1.3.3. Ensayo de perfil de textura (TPA), donde se indica el calculo de los parametros
Viscoelasticidad

Los geles proteicos exhiben un comportamiento viscoeldstico, ya que muestran
simultaneamente caracteristicas propias de liquidos y de sdlidos. La viscoelasticidad puede
estudiarse por métodos transientes de relajacion del stress o “creep compliance”. En los métodos de
relajacion del stress se somete la muestra a una compresién inicial, y luego se deja relajar el
esfuerzo aplicado, dependiendo la respuesta del grado de viscoelasticidad del material evaluado.

La viscoelasticidad fue evaluada mediante un ensayo de relajacion del stress por compresion.
Muestras cilindricas de geles fueron comprimidas a un 30 % de su altura original y se dejaron
relajar por 20 minutos, registrando los valores de fuerza durante el tiempo de relajacion. Las curvas
de relajacion fueron ajustadas mediante la ecuacion desarrollada por Peleg (1979), modificada en

una forma simplificada segun:

FO_F(l)_ At
F, B+lht

Ec (1.3.5)
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donde F, es la fuerza inicial, F(t) es la fuerza al tiempo de relajacion t y A y B son constantes. El
valor de A describe el nivel de decaimiento del esfuerzo; A=0 para un sélido elastico ideal y A=1
para un liquido. El valor de B describe el tiempo necesario para alcanzar A/2 y es una medida
simple del tiempo de relajacion. Las curvas obtenidas para los distintos tipos de materiales se
muestran en la Figura 2. Los geles estudiados en este trabajo presentaron caracteristicas

viscoelasticas, con 0 < A<,

— Fo Sotido, A= 0

Fuerza (g)

Viscoelastico, 0 <A< 1

Liquido, A= 1
i

Tiempo (s)
Figura 1.3.4. Curvas tipicas obtenidas en ensayos de relajacién por compresién para diferentes tipos de

materiales

1.3.3.9 Pérdida de agua

La determinacion de la capacidad de retencion de agua de geles proteicos es de suma
importancia en la industria de alimentos ya que puede determinar la aceptabilidad de un producto.
En la mayoria de los productos gelificados, el contenido acuoso es superior al 50%, y en algunos
casos pueden contener mas del 95% (Barbut, S., 1996).

El fenémeno de capacidad de retencién de agua ha sido descripto mediante términos tales como
“water binding”, capacidad de hidratacion, retencion de agua, succion de agua, etc. En el presente
trabajo la capacidad de retencion de agua de los geles se evalué mediante un ensayo de
centrifugacion a baja velocidad. Para esto, se coloc6 una muestra de los geles en tubos eppendorf
para centrifugacion, o en dispositivos especialmente disefiados con tubos dobles, con pequefias
perforaciones y lana de vidrio en el tubo interior. La centrifugacion se realizé a aprox. 1000 rpm
durante 2 minutos. La pérdida de agua se determiné por diferencia de pesada entre la muestra al
comienzo y luego del ensayo y se expreso este parametro como el porcentaje de pérdida de agua

(Pu:0 %) respecto del peso original de la muestra:
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P, - P

PH20 (%) = x 100 Ec (136)

1
donde P; es el peso inicial de la muestra de gel y Py el peso de la muestra luego de la
centrigugacion. Para lograr repetitividad en los ensayos fue necesario mantener un tamaiio de
muestra constante, y realizar las pesadas inmediatemente antes y luego de la centrifugacion, para

evitar pérdidas de agua por evaporacion.

1.3.3.10 Microscopia electronica de transmision y barrido

La microestructura de un gel proteico tiene directa relacion con las caracteristicas del proceso de
gelificacion y las propiedades fisicas de los geles formados. La microestructura de geles de
proteina puede ser caracterizada mediante microscopia dptica o electronica. Dentro de las técnicas
de microscopia electronica, un aspecto que determina el tipo de técnica a utilizar es el tamaiio de
agregados que constituyen la red proteica. Las estructuras de geles particulados pueden ser
caracterizadas mediante técnicas de microscopia de barrido, mientras que las de geles transparentes
de tipo fine-stranded requieren del uso de microscopia electrénica de transmision para una
visualizacion de la red proteica (Hermansson y Langton, 1992). De hecho, los geles proteicos
pueden clasificarse en diferentes tipos de acuerdo a la observacion de la microestructura. Las
microestructuras compuestas por cadenas cuyo didmetro corresponde a uno o varios diametros
moleculares son del tipo “fine-stranded”, mientras que las compuestas por particulas de diametro
entre 100-1000 veces mayor que el diametro molecular son de tipo particuladas. Los geles mixtos
contienen estructuras de ambos tipos (Foegeding et al., 1995). En el presente trabajo se estudiaron
tanto geles del tipo “fine-stranded” como particulados, utilizdndose para la observacion de la

microestructura la técnica mas conveniente en cada caso.

Microscopia Electronica de Barrido.

Se tomaron pequeiias fracciones de los geles (2x2x2 mm) que fueron fijadas de 10 a 24 hs a
4°C en una solucion de glutaraldehido al 2% (p/p) (en buffer fosfato de sodio, pH 7.2). Las
muestras fueron deshidratadas en series consecutivas de etanol/agua de concentracion de etanol
creciente ( 50, 60 ,70, 80, 90, 95 y 100%) durante 2 horas en cada solucion, y secadas en un
secador por punto critico (modelo SPI DRY-CPD). Las muestras tratadas fueron fracturadas,
montadas en un portamuestra de aluminio o plata y luego cubiertas por una fina capa de 100 A de

oro, por pulverizado al vacio (Polaron modelo E-5100). Se utiliz6 un Microscopio electrénico
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Leitz, modelo AMR 1220, con un voltaje de aceleracion de 10 o 15 kV. Se utiliz6 una

magnificacién de 1100X a 11000X para la obtencion de las imagenes.

Microscopia electronica de transmision

Para el analisis de las muestras por microscopia de transmision, se sigui6 el mismo tratamiento
de fijacion y deshidratacion con etanol que para las muestras de microscopia de barrido. Luego de
la deshidratacion, las muestras fueron colocadas en 6xido de propileno y embebidas en Epon 812
por 72 hs a una temperatura de 60 °C. Se cortaron finas secciones (40-60 nm de espesor) con un
micrétomo y luego fueron teflidas con acetato de uranilo seguido por citrato de plomo. Las
muestras fueron examinadas en un microscopio electronico Jesl 1200 EXII a una aceleracion de 85

kV. Se utilizé una magnificacion de 10000X.
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PRIMERA SECCION
1.4.1 ESTABILIDAD TERMICA DE B-LG EN PRESENCIA DE POLISACARIDOS

1.4.1.1 Parametros calorimétricos

El estudio de las transiciones térmicas de esta proteina es de suma importancia para la
caracterizacion del proceso de gelificacion, dado que la desnaturalizacion es la etapa inicial de este
proceso.

La técnica de calorimetria diferencial de barrido ha probado ser un método de suma utilidad
para el estudio de la desnaturalizacion térmica de 3-lg y otras proteinas globulares (Relkin, 1996,
Relkin et al., 1998b, Verheul et al., 1998c, Hoffmann et al., 1997b). La desnaturalizacion térmica
de la B-lactoglobulina ha sido estudiada extensivamente por numerosos autores (De Wit and
Swinkels, 1980; Donovan y Mulvihill, 1987; Relkin, 1994; Qi et al., 1995, 1997; Hoffmann y Van
Mil, 1999, Manderson et al., 1998, Boyle et al., 2000, Apenten et al., 2002).

El desplegamiento de la B-lg durante la desnaturalizacion de la misma, es acompaiiada por una
exposicion de grupos polares y no polares que se encuentran ocultos en el interior de la molécula.
Una vez expuestos estos grupos, el principal mecanismo de agregacion es por medio de uniones
covalentes entre las moléculas desplegadas. Sin embargo, una gran cantidad de estudios realizados
sobre los cambios conformacionales que se dan en esta proteina durante el calentamiento, reportan
la formacién de agregados entre moléculas de proteina parcialmente desplegadas, por uniones
predominantemente hidrofébicas o no covalentes (Hoffman et al., 1997c). Por lo tanto, una
dificultad que presenta el estudio de estos procesos es que las reacciones exotérmicas y
endotérmicas que tienen lugar durante el calentamiento ocurren simultanemente, dando lugar a un
solo pico endotérmico observable en los termogramas. En este sentido, resulta de suma utilidad la
aplicacion de técnicas complementarias para el estudio de los cambios conformacionales que
ocurren en las moléculas de B-lg. Entre estas técnicas se encuentran la dispersion dinamica de luz,
cromatografia de exclusion, electroforesis en condiciones nativa y desnaturalizante, estudios de
reactividad de grupos tiol, fluorescencia (Hoffman et al., 1996, Hoffman et al., 1997a, Manderson
et al., 1998, Manderson et al., 1999).

La presencia de polisacaridos puede afectar el comportamiento térmico de las proteinas. En
particular, por encima del pH isoeléctrico de la proteina como en este trabajo pueden presentarse
fendmenos de incompatibilidad termodinamica (Tolstoguzov, 1997a). En esta seccion se presentan
los estudios realizados sobre la -lg y sistemas mixtos de [B-lg+polisacaridos por técnicas de
calorimetria diferencial de barrido, dispersion dinamica de luz y electroforesis, con el objetivo de

analizar el efecto de diferentes polisacaridos en la desnaturalizacién de la B-lg asi como obtener
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informacion acerca del tipo de uniones involucradas y tipos de agregados formados. Los
poliscaridos utilizados fueron goma xantica (XAN), goma guar (G), lambda-carragenano (A-C),

kappa carragenano (k-C) y alginato de propilenglicol (PGA).

En la Figura 1.4.1.1 se observan los termogramas de las soluciones de [3-lg y de los sistemas
mixtos calentados en el rango de 5 °C a 95°C. Los estudios se realizaron sobre soluciones de 3-Ig
sola y P-lg+polisacaridos en concentraciones de 15% de B-lg y 15%/3% [-lg/polisacaridos
respectivamente. Se utilizd esta concentracion relativamente alta debido a que es necesario un
contenido de aproximadamente 4 mg de proteina en los crisoles (20 pl) para una buena

observacion de las endotermas.

pH 7

o
1 mw
Exo> +——
-
Q
A
O
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o
1 mw
L |

40 50 60 70 80 90 °C
Figura 1.4.1.1. Termogramas de B-lg sola (15 %) y B-Ig + PS (15%/3%) a (a) pH 7 y (b) pH 6.

-
-
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A pH neutro (Fig. 1.4.1.1a) la endoterma para la B-Ig es ancha, simétrica y muestra una caida
gradual desde la temperatura de inicio de desnaturalizacion (T,nse). En presencia de los
polisacaridos, los picos fueron mas agudos y la endoterma mostré una transicion asimétrica y
brusca. Como se observa en la figura, la caida desde T, fue mucho mas pronunciada que en el
sistema de 3-lg sola.

A pH 6 (Fig. 1.4.1.1b), los termogramas mostraron una gran similitud con las curvas de los
sistemas mixtos obtenidos a pH neutro, presentando un corrimiento del pico hacia mayores

temperaturas.

Tabla 1.4.1.1 Temperaturas de inicio y de pico de desnaturalizacion (Topse y Tp) de B-lg (15%)

en presencia de los polisacaridos (3%)apH 6y 7.

pH7 pH 6
Tonscl Tp TODSCI Tp
(°C) (°C) (°C) (°C)
B-lg 69,7 £ 0, 76,8 + 0,4 75,40, 79,9 £ 0,1
B-lg/x-C 72,3£0,2 76,9 + 0,1 77,7+ 0,8 81,2+ 0,1
B-lg/A-C 72,7+ 0,2 78,0 £0,2 74,9+ 0,4 80,1 + 0,4
B-lg/XAN 72,5+0,1 77,7+ 0,2 75,7+ 0,1 80,4 + 0,1
B-lg/PGA 72,4+ 0,2 77,1 £ 0,4 75,5 0,1 80,1 £0,1
B-lg/G 71,8+ 0,2 76,9+ 0,2 75,3+ 0,4 79,7+ 0,4

Estudios previos sobre la B-Ig muestran que esta proteina es mas sensible a la desnaturalizacién
térmica a pH mas altos, y que la temperatura de pico de desnaturalizacion (Tp) tiende a aumentar a
medida que disminuye el pH, siendo méaxima la Tp en el pH isoeléctrico de la proteina (Mulvihill y
Donovan, 1987; Relkin, 1996, Verheul et al., 1998c). Esto se debe a que en el punto isoeléctrico,
la proteina presenta una estructura compacta que es mas resistente al desplegamiento por efecto

térmico (McSwiney et al., 1994).
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En la Tabla 1.4.1.1, se muestran las temperaturas de inicio y de pico determinadas para
soluciones de B-lg sola y B-lg+polisacaridos, a pH 7 y 6. También se analizaron los polisacaridos
solos, no observandose transiciones térmicas en las mismas concentraciones que en las mezclas.

Los parametros obtenidos para la proteina sola (Tonset Y Tp) estan de acuerdo con los reportados
por varios autores que estudiaron la desnaturalizacion de esta proteina bajo condiciones similares
de pH y velocidad de calentamiento. En particular, Tp coincide muy bien con los resultados
reportados por Hoffmann et al. (1995) para la misma concentracién proteica. A pH neutro no se
observaron diferencias entre la temperatura de pico de los sistemas mixtos y de la B-lg sola. En
estudios previos se ha reportado que las temperaturas de pico de WPI1 (12%, pH 7) no se ven
modificadas significativamente en presencia de polisacaridos como k-carragenano o goma guar
(Fernandes, 1998). Sin embargo, se observo un aumento de 2-3 °C en la temperatura de inicio de
desnaturalizacion en presencia de los PS (Tabla 1.4.1.1) excepto en el sistema con goma guar. A
pH 6, la presencia de PS no produjo un cambio considerable en la temperatura de transicion,
excepto para el caso de B-Ig + k-C en el cual se observé un incremento de 2,3 °C en Typse ¥ 1,3°C
en Tp. A pesar del poco efecto de los polisacaridos en la temperatura de pico, el aumento observado
en la temperatura de onset de 2-3 °C indica un incremento en la estabilidad térmica de la proteina
en presencia de los polisacaridos.

Para confirmar la tendencia observada, se evalu¢ la estabilidad térmica de los sistemas a bajos
contenidos acuosos. Para este fin, los sistemas fueron liofilizados y equilibrados a actividades de
agua de 0,65 y 0,8. La Figura 1.4.1.2 muestra el incremento en la temperatura de onset (AT pser) ¥
de pico (AT,) a diferentes valores de pH.

El efecto estabilizador observado en los sistemas deshidratados fue mayor que el observado en
solucién. A pH neutro, se observaron los maximos aumentos en estos parametros, de 10y 9,4°C
para T, ¥ Tp respectivamente. A diferencia de lo observado en solucion, en los sistemas
deshidratados a pH 6 se observé un gran aumento en las temperaturas de onset y de pico (Fig
1.4.1.2.c-d). La goma guar fue la mas efectiva entre los polisacaridos en estabilizar la conformacion

nativa de la proteina.
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Figura 1.4.1.2. Incremento en la temperatura de inicio ( a,c) y de pico (b,d) de desnaturalizacion (AT s
y ATp) para los sistemas deshidratados de p-lg + PS equilibrados a a,, 0,65 0 0,80. Los sistemas liofilizados

provienen de soluciones 15% B-lg / 3% PS.

En la Tabla 1.4.1.2 se muestran las entalpias de desnaturalizacion aparente determinadas a
partir de las areas de las endotermas de los sistemas mixtos en solucion (Fig 1.4.1.1). A pH 7 el
cambio entélpico fue mayor para los sistemas mixtos que para la 3-Ig sola, lo que refleja el tamafio
relativo de las areas de las endotermas. Este incremento varié con el polisacarido presente en la

mezcla, siendo mayor en presencia de goma guar.

A pH 6 se observa un aumento en los valores de cambio de entalpia para las mezclas respecto
de lo observado a pH 7 excepto en el caso de la goma guar, pero este aumento no fue tan notable
como el observado en el sistema de [3-lg sola.

El cambio de entalpia observado durante el calentamiento de las soluciones, corresponde a la
disociacion del dimero de [-lg y al proceso de desnaturalizacion (endotérmico), los que se
producen simultdneamente al proceso de agregacion (exotérmico) durante el tiempo de adquisicion

de los termogramas (Relkin et al., 1998).
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Tabla 1.4.1.2 Cambio de entalpia aparente (AHt) y porcentaje de 3-Ig desnaturalizada hasta Tp
(AH,/AH7) para B-lg (15 %) y sistemas mixtos de B-Ig (15%) + PS (3%)

pH7 pH 6
AHT AH|/3/AHT % R 2 AHT AH”z/AHT
(J/g) (%) (/g (%)
B-lg 6,76 + 0,38 46,3+ 0,4 9,94 + 0,10 342+0,9
B-lg/k- 8,34 0,82 36,7+0,1 20,7 + 8,70 + 0,21 342+1,1
C 0,9
B-1g/A- 8,79 £ 0,51 38,9+ 0,4 16,0 £ 10,95 £ 0,23 36,8+ 1,0
C 1,6
B- 7,64 £ 0,58 38,5+0,5 16,8 + 8,34 +£ 0,39 35,6+0,8
lg/XAN 1,8
B- 9,24 + 0,54 36,6 £2,2 21,0+ 11,51 £ 0,02 329+0,4
Ig/PGA 5,5
B-1g/G 12,02 0,46 40,4+ 0,4 12,7+ 9,72 + 0,46 36,4+ 0,4
1,6
AH,p/AHz|, <100

1-
294R = AH,,/AH

TI[]—Ig+PS

A pH 7 o cercanos y temperatura ambiente, la 3-1g se encuentra en un equilibrio dinamico entre

su forma dimérica en la cual los mondmeros se encuentran unidos por medio de uniones no-

covalentes y la forma monomérica de la proteina (Mc Kenzie, 1971). Varios autores han sugerido

que el proceso de disociacion del dimero de la (-Ig es un paso necesario en el proceso de

desnaturalizacion térmica (Caroili et al., 1994, lametti et el, 1996) y que esta reaccion se ve

favorecida con el calentamiento en condiciones de pH neutro (Hoffmann y Van Mil, 1999). Se

han realizado estudios por calorimetria en condiciones isotérmicas para determinar las diferentes

contribuciones en el proceso global (Hoffmann y Van Mil, 1999). La reaccion de disociacion

contribuye de manera considerable en las primeras etapas de aumento de flujo caldrico observadas
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en la endoterma. Qi et al. (1995) mostré un corrimiento del proceso de disociacion del dimero a
temperaturas mas altas para mayores concentraciones de proteina.

El aumento de la temperatura a pH 7 causa el desplegamiento del monémero de la proteina que
involucra una disrupcion de uniones no-covalentes y exposicion del grupo tiol e hidrofébicos,
previamente ocultos en el interior de la molécula. El grupo tiol en la molécula modificada del
monoémero puede inducir la formacion de uniones covalentes del tipo intercambio tiol/disulfuro,
promoviendo la formacion de agregados (reaccion exotérmica) (Relkin, 1996; Hoffmann y Van
Mil, 1999). A pH 6, mas cerca del punto isoeléctrico de la proteina, la disociacién y posterior
desplegamiento de la proteina ocurre mas lentamente, y los grupos tiol permanecen ocultos en el
interior de las moléculas de dimeros y monémeros no desplegados. A este pH, se forman grandes
agregados que involucran principalmente uniones fisicas o no-covalentes, por lo que pueden
denominarse agregados fisicos (Hoffman y Van Mil, 1999). La agregacion fisica involucra
relativamente una baja contribucién exotérmica, llevando a un aumento en la entalpia aparente
obtenida en las endotermas (Tabla 1.4.1.2).

A pesar de que la entalpia global de desnaturalizacién AHt mostré un aumento en presencia de
los polisacaridos a pH neutro, puede observarse una clara reduccion en el area de las endotermas
entre la temperatura de inicio de desnaturalizacion y la Tp, respecto de la endoterma para la (3-Ig
sola (Figura 1.4.1.1). Para cuantificar este comportamiento, se determiné el porcentaje de B-lg
desnaturalizada hasta la temperatura de pico, como el cociente de las areas entre la entalpia hasta
Tp(AH,,) y la entalpia total de desnaturalizacion (AHry).

Como se muestra en la Tabla 1.4.1.2, la endoterma simétrica obtenido a pH 7 para la proteina
sola mostr6 un valor de la relacion de 46,3% (cercano al 50%). Las endotermas mas agudas y
asimétricas obtenidas en presencia de los polisacaridos presentaron valores menores al 40 %. El
porcentaje de (3-lg desnaturalizada hasta Tp se redujo entre un 12.7 y 21% en presencia de los
polisacaridos (R % en la Tabla 1.4.1.2). A pH 6, la relacion entre AH,, y AHr dio valores de entre
32 y 37 %, los que reflejan la asimetria de las curvas. Estos valores presentaron similitud con los
obtenidos a pH 7 en presencia de los polisacaridos.

Los estudios realizados por electroforesis en condiciones nativas permiten una mejor
comprension de los fendmenos moleculares que ocurren durante el calentamiento. En la Figura
1.4.1.3 se muestran los geles nativos obtenidos para muestras de B-Ig sola (6%) y en presencia de
PGA y A-C (0,5%) a pH 7, luego de ser calentadas a 68 °C (cerca de la temperatura de inicio de
desnaturalizacion de la B-Ig). En soluciones con concentraciones mayores a la minima necesaria
para gelificar, como es el caso de las utilizadas en los estudios calorimétricos, la agregacion y
gelificacion de la proteina se producen rapidamente, de tal forma que los agregados formados no

entran en el gel nativo debido a su gran tamafio. Por lo tanto, para el andlisis electroforético se
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utilizaron soluciones proteicas mas diluidas que las utilizadas en la calorimetria, de modo de poder
obtener informacion cualitativa de los agregados formados durante el calentamiento.

Bajo las condiciones de electroforesis (pH 8.3 en el buffer de corrida), la banda principal
observada para todos los sistemas corresponde a los mondmeros de las variantes A y B de B-lg.
Durante el calentamiento de la proteina, se produce una disminucion en la banda nativa y una
formacion de bandas adicionales de mayor peso molecular. Esta formacion de bandas adicionales
se observa primero en el gel separador y luego en el stacking, indicando la formacion de agregados
mas grandes. En presencia de PGA o A-C se observé una disminucion mas lenta en la banda de (-
Ig nativa (sobre todo entre los 50 y 90 min), indicando nuevamente el efecto estabilizador de los
polisacaridos. Esto concuerda con un incremento en la temperatura de inicio y la reduccion del
porcentaje de -lg desnaturalizada hasta T, a pH 7.

Al observar las bandas correspondientes a los agregados formados durante el calentamiento,
pueden observarse diferencias entre los distintos sistemas (Figura 1.4.1.3) En los perfiles
electroforéticos se observa que en el sistema de (3-1g sola aparecen una gran cantidad de agregados
en el stacking a partir de los 30 minutos de calentamiento, y contintian visibles durante todo el
tiempo de calentamiento. En presencia de PGA, se observé una notable disminucion en los
agregados observados en el stacking desde los 70 min y con A-C casi no se observaron agregados
en la misma zona del gel (stacking). Esto seria debido a la formacion de agregados de mayor
tamaiio en presencia de los polisacaridos, que no entran en el stacking. En el gel de 3-lg se observa
la aparicion de bandas correspondiente a agregados de bajo peso molecular (que entran en la zona
del gel de corrida) a tiempos cortos de calentamiento. Estas bandas correspondientes agregados de
bajo peso molecular se observan aun para tiempos de 70 minutos. En los sistemas con
polisacaridos, las bandas correspondientes a agregados de bajo peso molecular se observan para
tiempos cortos de calentamiento (< 50 min) pero desaparecen a tiempos mayores. En el sistema con
A-C ya a los 40 minutos de calentamiento casi no se aprecian los agregados de bajo peso molecular

mencionados.
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Figura 1.4.1.3. Perfiles electroforéticos en condiciones nativas para soluciones (a) B-lg (6%), (b) B-lg +
PGA (6 %/ 0,5 %) y (c) B-lg + ~-C (6 %/ 0,5 %) a pH 7 luego del calentamiento a 68 °C durante diferentes

periodos de tiempo.
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En la Figura 1.4.1.4 se muestran los perfiles obtenidos del analisis de los geles para los
sistemas de B-lg, B-1g+PGA y B-lg+A-C a 30 y 70 minutos de calentamiento a 68 °C. En el caso de
la 3-1g se observan picos mas nitidos correspondientes a agregados de bajo peso molecular, que se

aprecian también a los 70 minutos, aunque con un menor area. En las mezclas, estos picos

desaparecen casi totalmente a los 70 minutos.

. 30 min 70 min
Nativa Agregados en

el stackig,
\ , B-lgsola

Agregados de bajo
peso molecular

B-lg + A-C ==

Figura L4.1.4. Anélisis de los perfiles electroforéticos obtenidos para los sistemas de B-lg sola y mixtos,

realizados para 30 y 70 minutos de calentamiento a 68 °C, pH 7.

A fin de cuantificar el tamafio de los agregados formados se utilizo la técnica de dispersion
dinamica de luz. En la Tabla 1.4.1.3 se indica el didmetro aparente medio de los agregados
formados luego de calentar a 68 °C durante 50 minutos. Segun lo reportado por Verheul (1998), el
monomero de (3-Ig posee un peso molecular de 18,3 kDa y un didmetro molecular de 3,6 nm. Los
agregados obtenidos en el sistemas de (3-1g sola, fueron de 40 nm en promedio, por lo que estarian
formados por alrededor de 11 mondmeros de B-lg. El peso molecular de estos agregados seria de
aproximadamente 200 kDa, y serian los que se observan en la parte del stacking (Figura 1.4.1.3).

En los sistemas con polisacaridos, el diametro promedio de los agregados formados es mucho
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mayor, lo que explica que a los mismos tiempos de calentamiento se observen muchos menos
agregados en el stacking comparado con la 3-lg sola. Segun lo observado en la Tabla 1.4.1.3, el
aumento del tamaiio de agregados observado en presencia de los diferentes polisacaridos tendria
relacion con el grado de incompatibilidad entre los diferentes biopolimeros en solucién. En
secciones siguientes se discutira mas ampliamente este efecto en el estudio de la gelificacion de los
sistemas mixtos. El tamaifio creciente de los agregados en el orden B-Ig+PGA < B-lg+A-C < B-
Ig+XAN tendria relacion en parte con una mayor incompatibilidad debido al peso molecular

creciente de los polisacaridos.

Tabla 1.4.1.3 Diametro promedio para agregados de (3-Ig formados en soluciones de B-lg sola (6

%)y B-lg + PS (0,5%) luego de un calentamiento a 68 °C durante 50 min

Diametro (50 min, pH 7)

B-lg 40 nm
B-1g+PGA 75 nm
B-lg+A-C 220 nm
B-lg+X >1000 nm

En conclusion la modificacién de los parametros calorimétricos de la B-Ig en presencia de los
PS, indica que las condiciones que favorecen la asociacion del dimero y formacion de agregados de
tipo fisico tales como el pH cercano al pl o la presencia de polisacaridos incrementa la estabilidad
térmica de la proteina. Este efecto esta reflejado en el aumento de Tynset Y Tp, la disminucion del AH
en la primera parte de los termogramas y el incremento en el cambio de entalpia total.

Muchos de los efectos observados se deberian a un aumento en la concentracion efectiva de la
proteina en las soluciones mixtas resultante de la incompatibilidad termodinamica entre la proteina
y los PS.

Numerosos estudios de sistemas mixtos indican que la concentracion total necesaria para que se
produzca una separacion de fases ronda el 4%, muy inferior a la utilizada en este estudio (15%p-
1g/3% PS) (Tolstoguzov, 1997, Grinberg y Tolstoguzov, 1997). En los sistemas estudiados no se
observd separaciéon de fases antes o luego del calentamiento a 84 °C durante 1 h, debido
posiblemente a la alta viscosidad de los sistemas. S6lo en el sistema mixto con PGA sin calentar se
observé separacion de fases luego de almacenar el sistema a temperatura ambiente durante 24 hs.

Sin embargo, en todos los sistemas se produciria una micro-separacion de fases o segregacion
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parcial en las condiciones estudiadas por la alta concentracion de las soluciones. La separacion de
fases de los sistemas aumenta la concentracion efectiva de cada biopolimero en las distintas fases,
restringiendo el acceso de las moléculas de agua a la proteina . Esto podria dificultar la disociacién
y posterior desplegamiento de las moléculas proteicas e induciria la formacion de agregados de
mayor tamaiio. A pH 6, el efecto per se de la disminucion de pH que favorece la agregacion de la
proteina por medio de uniones predominantemente hidrofébicas, parece ser mas importante que el
efecto de incompatibilidad observado en presencia de los polisacaridos, probablemente debido a
una disminucion en la incompatibilidad entre los biopolimeros a este pH (Grinberg y Tolstoguzov,
1997). La disminucién en la incompatibilidad entre los biopolimeros a pH 6 se produce por una
menor repulsion electrostatica entre ellos a este pH. Otros autores han descripto efectos similares
en soluciones de [-lg en presencia de sustancias que interactian electrostaticamente con grupos
cargados de la proteina. Por ejemplo, la presencia de sales tales como el NaCl, produce un efecto
de “screening” que disminuye la repulsién neta entre moléculas de la proteina y promueve la
agregacion por medio de uniones no-covalentes o fisicas (Verheul et al., 1998a). Se ha sugerido
que este efecto seria similar al causado por la disminucion del pH en estas soluciones, de forma

similar a los resultados obtenidos en este estudio.

1.4.1.2 Pardametros cinéticos

Se utilizd la ecuacidén de Borchardt y Daniels (1957) (Ec 1.3.1) para obtener los parametros
cinéticos (E,, orden de reaccion) a partir de los termogramas para los sistemas de 3-Ig sola y mixtos
a pH 6 y 7. El mejor ajuste de los graficos de Arrhenius en el rango de temperatura desde Topset
hasta Tp se obtuvo con una reaccion de orden 2 (R2 = 0,98-0,99). Otros autores han reportado
ordenes de reaccion para la desnaturalizacion de B-lg en condiciones similares de pH y
concentracidn de proteina. Liu et al. (1994) reporté el mismo orden de reaccion que el obtenido en
el presente estudio. Verheul et al. (1998c) obtuvo un orden de reaccién de 1,7 a pH 7, similar al
reportado por Hoffman et al. (1995), de n=1,5.

La Tabla 1.4.1.4 muestra los pardmetros cinéticos determinados a partir de las curvas
calorimétricas. Los valores de energias de activacion obtenidos para la B-Ig sola son del mismo
orden que los reportados por Van Mil y Roefs (1993), quienes obtuvieron valores de 740 kJ/mol a
pH 5,92 y 485 kJ/mol a pH 6,75. Sin embargo, De Wit y Swinkels (1980) y Liu et al. (1994)
reportaron valores mas bajos de E,. El andlisis y comparacion de los datos cinéticos no es simple
debido a que durante el calentamiento se produce la agregacion de la proteina simultaneamente a la
disociacion del dimero y desplegamiento de las subunidades. Los valores de E, de

desnaturalizaciéon aumentan con la concentracion de la proteina y este incremento es mas
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pronunciado a bajas velocidades de calentamiento (Hoffmann et al., 1995). Bajo estas condiciones,
la agregacion tiene un rol importante en el proceso total.

A pH 7, E, aumenta en forma importante en presencia de los polisacaridos, como muestra la
Tabla 1.4.1.4, lo que revela un efecto similar al de aumento de la concentracion. A este pH pueden
esperarse interacciones repulsivas entre proteina-polisacarido debido a que ambos biopolimeros se
encuentran cargados negativamente. La presencia de estas interacciones repulsivas lleva a un
incremento en el potencial quimico, o en otras palabras, a la actividad termodinamica de la proteina
en solucion (Pavlovskaya et al., 1993). Los valores de E, obtenidos a pH 6 en presencia de PS
fueron similares al obtenido para la B-lg sola, indicando que la disminucion en el pH seria el

principal factor que promueve el aumento en el valor de la energia de activacion para el proceso.

Tabla 1.4.1.4 Parametros cinéticos obtenidos por el método de Borchardt y Daniels para la

desnaturalizacion de B-lg sola (15 %) y sistemas mixtos B-1g (15%) + PS (3 %) .

pH 7 pH 6
Sistema E. k (72°C) E, k (76°C)
(kJ mol™) (L.g' s' 10% (kJ mol™) (L.g's' 10
B-lg 456,2 0,146 836,2 0,051
B-lg/PGA 857,9 0,024 809,4 0,070
B-lg/X 798,5 0,014 829,5 0,021
B-lg/A-C 868,0 0,07 762,7 0,066
B-lg/k-C 798,1 0,036 861,8 0,012
B-lg/G 761,0 0,045 802,9 0,057

Las menores constantes de velocidad de reaccion para la desnaturalizacion de la B-1g obtenidas
a pH 7y 72 °C (cerca de la temperatura de onset a pH 7) indicarian una menor conversion de -lg
nativa al ser calentada en presencia de los PS, en concordancia con los resultados obtenidos por
electroforesis. La constante de conversion de la proteina a pH 6 y 76 °C (cerca del onset de
desnaturalizacién a este pH), fue mucho menor que la obtenida a pH 7, indicando nuevamente una
mayor estabilidad térmica de la proteina a pHs mas cercanos al pl de la proteina. La adicion de los
polisacaridos tuvo un menor efecto en la velocidad de conversion de la proteina a pH 6 (Tabla

1.4.1.4). En estas condiciones, prevalece la conformacion nativa, con la B-lg en su forma dimérica.
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En esta conformacion, los grupos tiol se encontrarian ocultos en la zona de unién entre los dimeros,
lo que dificultaria la agregacion irreversible por medio de uniones covalentes entre los mondmeros
disociados (Hoffmann et al., 1997a). Esto explica la mayor estabilidad frente a la desnaturalizacion
de la B-1g a pH cercanos al pl, o en condiciones en donde se favorece la estabilizacion de la forma
dimérica de la proteina.

Los resultados presentados en esta seccion demuestran que los polisacaridos afectan el complejo
comportamiento térmico de la proteina, que involucra el desplegamiento y posterior agregacion de
las subunidades. Un andlisis general de los datos calorimétricos y cinéticos indica que los
polisacaridos aumentan la estabilidad térmica de la 3-g a pH neutro debido a una limitada
compatibilidad entre los biopolimeros. Sin embargo, a pH 6, este efecto se minimiza debido a que
prevalece el efecto de la disminucion de pH que estabiliza la conformacion nativa de la proteina y

disminuye la incompatibilidad entre los biopolimeros.
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SEGUNDA SECCION
1.4.2 ESTUDIO DE LA GELIFICACION DE B-LG + POLISACARIDOS

1.4.2.1 Ensayos preliminares

La gelificacion de la B-lactoglobulina ha sido estudiada ampliamente debido a sus excelentes
propiedades gelificantes y a que se encuentra bien caracterizada molecularmente. A pH neutro se
ha reportado que la concentracion minima para obtener un gel es de alrededor del 10 % (Ould
Eleya et al., 2000), dependiendo de las caracteristicas de la muestra y de las condiciones del medio,
tales como la fuerza ionica y el tipo de sales presentes (Ndi et al., 1996). A pH mas cercano al pl de
la proteina, se reduce la concentracion necesaria para gelificar debido a que se produce una menor
repulsion electrostatica entre las moléculas de proteina, favoreciendo la agregacion de la misma
durante el calentamiento (Stading et. al., 1993). En el caso del WPC utilizado en este trabajo se
observd que era necesaria una concentracion superior al 8,5% a pH neutro aproximadamente para
la obtencion de un gel autosoportable. A menores concentraciones de proteina no se observo la
gelificacion mediante todas las técnicas utilizadas en el presente estudio para determinar el punto
gel.

En los estudios realizados en sistemas mixtos de B-Ig o concentrados de proteinas del suero en
presencia de diferentes polisacéridos tales como k-C, alginato de sodio, pectina de alto y bajo
metoxilo, goma xantica, goma guar, maltodextrina, (Ould Eleya et al., 2000, Dumay et al., 1999,
Walkenstrom et al., 1998, Bryant et al, 2000, Fernandes, 1998, Mishra et al., 2001) se han
utilizado en general concentraciones de proteina superiores a la necesaria para la gelificacion de la
proteina sola, con el objetivo de comparar las propiedades de los geles mixtos con los de proteina
sola. Uno de los objetivos que se plantearon en ese trabajo al comenzar el estudio de los sistemas
mixtos, fue el de obtener geles de {3-Ig en concentraciones en las cuales la proteina sola no
gelificaria, mediante el agregado de polisacéridos, por lo cual se realizaron pruebas preliminares
para la obtencion de las concentraciones de la proteina y de los polisacaridos que permitieran lograr
ese objetivo. Se estudiaron las caracteristicas de geles mixtos formados en presencia de
polisacaridos no gelificantes, ya que el objetivo fue evaluar el efecto de los mismos en la
gelificacion y propiedades de la red proteica formada. En este tipo de sistema gelificado, los
polisacaridos no gelificantes se encontrarian disueltos en la fase acuosa retenida por la matriz
gelificada (Zasypkin et al., 1997).

Se determin6 que con una concentracion de 5,5% de proteina a pH neutro se obtenian geles
autosoportables a una temperatura de calentamiento superior a la de pico de desnaturalizacion a ese

pH (Tp = 78 °C ) en presencia de una concentracién de polisacaridos de aproximadamente 0.5%.
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De esta forma se logré promover la gelificacion de la proteina, obteniéndose sistemas de diferente
apariencia y caracteristicas de acuerdo al polisacarido utilizado. Por lo tanto, se utiliz6 una
concentracion de 6% de proteina y 0.5% de los polisacaridos para el estudio de las caracteristicas
del proceso de gelificacion y la caracterizacion de geles mixtos de modo de determinar el efecto
diferencial de los polisacaridos para promover la gelificacion de la B-lactoglobulina. En varios
estudios se ha reportado una disminucién de la concentraciéon minima de proteina requerida para
gelificar en presencia de polisacaridos. Capron et al. (1999) observaron este efecto con el agregado
de k-C a soluciones de B-lactoglobulina en tanto que Mishra et al.(2001) obtuvieron a pH 8 una
reduccidn del 12% al 8% en presencia de pectina .

En las condiciones estudiadas, no se observaron fendmenos de segregacién o separacion de
fases antes o después del calentamiento de las soluciones.

La separacion de fases se produce normalmente a concentraciones totales mayores al 4%
(Grinberg y Tolstoguzov, 1997). Sin embargo, varios autores han estudiado sistemas mixtos en
concentraciones superiores a éstas, no observando separacion de fases aun en condiciones de
limitada compatibilidad termodinamica. Syrbe et al. (1998) no observaron segregacion o
separacion de fases en soluciones mixtas de [-lg y polisacaridos idnicos tales como pectina,
alginato de sodio o carboximetilcelulosa en condiciones de pH entre 6 y 7, a menos que se
produciera el calentamiento de las soluciones. Turgeon et al. (2001) y Wang et al. (2000)
observaron el mismo comportamiento en sistemas mixtos de WPI y pectina incluso a altas
concentraciones. Estos sistemas que son macroscopicamente homogéneos pueden presentar
fendmenos de volumenes de exclusion que producen un aumento en la concentracion efectiva de
cada biopolimero, por lo que se habla de una compatibilidad limitada entre los biopolimeros en la
solucion. En ciertos casos puede existir una cosolubilidad total entre los biopolimeros, como ha
sido reportado para el sistemas mixto de BSA y alginato de sodio (Neiser et al., 1998), pero este

comportamiento es caso excepcional.

1.4.2.2 Caracterizacion de la gelificacion por el ensayo de “tilting”

El ensayo de “tilting” permite en forma sencilla y rapida estimar los tiempos de gelificacion de
proteinas. Como se muestra en la Figura 1.4.2.1, el tiempo de gelificacion (t,) de la B-lg vario
mucho de acuerdo al polisacarido utilizado, a la temperatura de calentamiento y al pH del medio. A
pH neutro (Figura 1.4.2.1 a), el tiempo necesario para gelificar aumentd en el orden B-Ig+A-carrag
< B-lg+xantica < B-lg+tPGA para cada temperatura de calentamiento. A pH 6, el tiempo de

gelificacion se redujo ampliamente para temperaturas superiores a 80 °C aproximadamente (Figura
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1.4.2.1b), y a este pH el efecto del tipo de polisacarido fue menor, obteniéndose el siguiente orden
en los tiempos de gelificacion: B-Ig+tPGA < B-lg+xantica = P-lg+A-carragenano. Como puede
observarse, al variar el pH del medio de 7 a 6, se invirtié el orden de tiempos de gelificacion de tal
forma que el PGA que a pH neutro era el que producia una gelificacion mas lenta, a pH 6 es el que

produce la mas rapida.

140
120+
100-

Tiempo de calentamiento
(min)

70 75 80 85 90 95

Temperatura (°C)
140

120
100-

Tiempo de calentamiento
(min)

Temperatura (°C)

Figura 1.4.2.1. Tiempo de gelificacion de sistemas mixtos de B-lactoglobulina + polisacéridos a (a) pH 7 y

(b) pH 6 de acuerdo al ensayo de “tilting”.

El t,. de soluciones de proteinas del suero disminuye al aumentar la concentracién de proteina

(Tang et al., 1993). Por lo tanto, la disminucién en el t,, en presencia de las gomas revelaria las
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diferencias entre los polisacaridos para aumentar la concentracion efectiva de la proteina segun el
grado de incompatibilidad de los biopolimeros en solucion. En sistemas en los cuales no hay
separacion macroscopica de fases (pH > pl y concentraciones de los biopolimeros relativamente
bajas) debido a fendmenos de exclusion molecular originados en una limitada compatibilidad, se
produciria un aumento en la concentracion efectiva de ambos biopolimeros. Esto facilitaria las
interacciones proteina-proteina que conllevan durante el calentamiento a la agregacion con la
consecuente formacioén de la red tridimensional del gel. Puede verse en la Figura 1.4.2.1, que el
tiempo de gelificacion muestra un gran aumento a temperaturas por debajo de la de pico de
desnaturalizacion a pH 7 y 6 (aproximadamente 77 y 80 °C respectivamente), reduciéndose
notablemente a mayores temperaturas. Esto se debe a que por debajo de la temperatura de pico de
desnaturalizacion, la velocidad de las reacciones de disociacion y desplegamiento de la proteina y
aumento en la reactividad del grupo tiol disminuyen notablemente.

A pH 6, la carga neta que posee la proteina es menor, y se ven mas favorecidas las atracciones
proteina-proteina, por lo tanto la presencia de los polisacaridos tiene un efecto menor que el
observado a pH neutro . Aln a este pH mas cercano al pl de la proteina, no se observo gelificacién
de las soluciones de proteina sin el agregado de polisacaridos, lo que demuestra el importante

efecto de los mismos.

1.4.2.3 Caracterizacion de la gelificacion por reometria dinamica
1.4.2.3.1 Caracterizacion dinamica de la gelificacion

La reometria dinamica es utilizada ampliamente para el seguimiento del proceso de gelificacion
de proteinas y polisacaridos. La evolucion del modulo elastico y viscoso del sistema sometido a
calentamiento permite determinar el tiempo y temperatura de gelificacion.

Se estudio el proceso de gelificacion entre 80 °C y 88°C a pH neutro , esto es, a temperaturas
mayores a la de pico de desnaturalizacion a este pH determinada anteriormente (Tp = 77 °C). A pH
6 en cambio se estudio la gelificacion a 84 °C.

El punto de gelificacion puede definirse reolégicamente como el punto donde G’ comienza a
aumentar por sobre el nivel de ruido (correspondiente a sistemas liquidos), o el punto de cruce
entre G’ y G’ (Stading & Hermansson, 1990). En la determinacion del punto gel por ambos
métodos no se encontraron diferencias significativas en el tiempo obtenido. Se utiliz6 en este caso
el valor de comienzo de aumento de G’ ya que en el sistema con goma xantica el valor de G’ fue

siempre mayor a G’’.
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En soluciones de (-lg sola no se observé gelificacion, segin fue mencionado anteriormente. Las
graficas de G’ en funcion del tiempo de calentamiento a 88 °C para la -lg sola (Figura 1.4.2.2)
mostraron que G’ no aumentd por sobre el nivel de ruido ain luego de 150 minutos de

calentamiento, lo que indica que en este caso no se obtuvo un gel .
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Figura 1.4.2.2. Evolucion de G’ con el tiempo de calentamiento a 88 °C para p-lg al 6%, pH 7

En la Figura 1.4.2.3 se muestra la evolucion de G" y G* con el tiempo de calentamiento a 80 °C
para distintos sistemas mixtos. El calentamiento se realizo desde temperatura ambiente hasta la
temperatura final deseada. En todos los casos, debido a la alta velocidad de calentamiento (25
°C/min) el punto de gelificacion se registr6 en la etapa de calentamiento a temperatura constante.
Por lo tanto, los tratamientos pueden considerarse isotérmicos. Luego de un rapido aumento del
modulo elastico luego del punto gel, se observé una disminucion en la velocidad de desarrollo de la
estructura y una estabilizacion relativa del mismo a tiempos largos de calentamiento. En la Tabla
I.4.2.1 se indican los tiempos de gelificacion y los valores maximos de los modulos para los

diferentes sistemas mixtos a diferentes temperaturas de calentamiento (pH=7).
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Figura 1.4.2.3. Evolucion de G’ y G*’ vs tiempo de calentamiento a 80 °C, pH7. a) B-lg/A-C, b) B-lg /X, ¢) B-

lg/PGA
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En comparacién con los tiempos obtenidos por el ensayo de “tilting”, los tiempos de
gelificacion determinados por reometria resultaron mucho menores aunque presentaron la misma
tendencia de acuerdo al polisacérido utilizado. Mediante esta técnica se observo que las diferencias
entre tiempos de gelificacion de los sistemas con A-C y xantica fueron menores. El sistema con
PGA fue el que present6 una gelificacion mas lenta, mostrando una notable disminucion del tiempo

requerido para gelificar con el aumento de la temperatura de calentamiento.

Tabla 1.4.2.1. Tiempo de gelificacion (t.,), modulo elastico (G’) y viscoso (G’’) al finalizar la

etapa de calentamiento a diferentes temperaturas para sistemas 3-1g (6%)/PS (0,5%) a pH 7.

Sistema tieol (Min) G’ max(Pa) G’ ma(Pa)
80 °C 12,5 57,4 10,5
BlgA-C  84°C 5,04 129 14.4
88 °C 3,8 179 17,9
80°C 7,02 13 5,53
Blgx 84 °C 5,30 62,6 12
88 °C 3,5 68,4 8,17
80 °C 38,42 110 8,3
B-lgPGA 84°C 13,00 132 9.37
88 °C 6,5 140 8,42

La secuencia de eventos que tienen lugar durante el proceso de gelificacion pueden ser
separados en aquellos que ocurren en la fase fluida (sol) y en aquellos que se producen en la fase
solida (gel) (Foegeding et al., 1995). La linea divisoria entre tales eventos es el punto de
gelificacion, donde el sistema liquido se transforma en un sélido. La estructura primaria del gel asi
como su desarrollo posterior es resultado de los procesos de desnaturalizacion/agregacion. Luego
del punto de gel, cuando el sistema entra en la etapa de gelificacion en fase sélida, la agregacion se
encuentra limitada difusionalmente por la alta viscosidad de la matriz gelificada.

El tiempo obtenido como comienzo de aumento de G’ estaria indicando la formacion de la red
primaria, que luego se va fortaleciendo, mostrando un aumento en el modulo elastico hasta llegar a
un valor estable del mismo. Las grandes diferencias entre los tiempos de gelificacion obtenidos por
los distintos métodos (tilting y reoldgico) estarian dadas por el hecho de que el ensayo de “tilting”
se realiza en condiciones de formacién de un gel estable, ya que se determina como el tiempo en el
cual no se observa deformacion en el menisco luego del calentamiento y posterior enfriamiento de

los sistemas. Ademas de incluir el tiempo necesario para la formacion de un gel estable, durante el
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enfriamiento de los sistemas se produce el fortalecimiento de las estructuras por medio de uniones

puente hidrégeno.

En el sistema mixto B-1g/PGA se observaron valores maximos de G’ relativamente altos a todas

las temperaturas de calentamiento, mientras que en presencia de goma xantica los valores de G’

fueron bajos, mostrando un aumento solo entre 80 y 84 °C. Esto indicaria un mayor caracter sélido

de los geles de 3-1g formados en presencia de PGA y A-C.

Tabla 1.4.2.2 Caracteristicas de los sistemas mixtos 3-1g/PS (6%/0,5%) a pH 6 calentados a 84 °C

Sistema ty(min) G’ max(Pa) G’ max(Pa)
B-lg/A-C 1,68 340 49,7
B-lg/Xan 1,44 163 22,8
B-1g/PGA 1,44 84,2 12,2

En la Tabla 1.4.2.2 se muestra el efecto de los polisacaridos a pH 6 en las propiedades
evaluadas. El tiempo de gelificacion se redujo mucho respecto al observado a pH 7 para la misma
temperatura de calentamiento, coincidentemente con lo observado por la técnica de “tilting”. Los
perfiles de G’ obtenidos a pH 6 para los diferentes sistemas se observan en la Figura 1.4.2.4. A
medida que el pH se acerca al pl de la proteina (5,2 para la (3-Ig), se favorecen las interacciones
proteina-proteina y la gelificaciéon se produce en menor tiempo, requiriéndose ademas menor
concentracion de proteina para gelificar. Por lo tanto, con el aumento de la concentracion efectiva
de la proteina y las condiciones favorables del medio, se produce una rapida formacion de la matriz
primaria a pH 6. Los valores maximos de G’ fueron mas altos en los sistemas con A-carrag y

xantica, y se observo una disminucion en presencia de PGA.

pH6,T 84°C
1000+ B-ig+1-C
100+ B-lg+X
= B-lg+PGA
g 10
o
01 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
tiempo (min)

Figura 1.4.2.4. Evolucioén de G’ con el tiempo de calentamiento a 84 °C para las soluciones mixtas a pH 6
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1.4.2.3.2 Cinética de gelificacion

Se determinaron las energias de activacion correspondientes a la formacién de la estructura
primaria de los geles mixtos mediante el ajuste de la ecuaciéon de Arrhenius expresando la
velocidad de gelificacion como la inversa del tiempo de gelificacion (1/t.). Los valores de
energias de activacion para los diferentes sistemas a pH 7 en la Tabla 1.4.2.3 muestran que la E,
involucrada en la formacién de la red primaria del gel depende fuertemente del tipo de
polisacarido presente. En presencia de PGA la gelificacion de la B-lg se ve mas afectada por
aumentos de la temperatura de calentamiento de acuerdo al mayor valor de E, de este sistema. El
bajo valor de E, obtenido en presencia de goma xantica sugiere que los procesos difusionales son
limitantes debido a la alta visocosidad del sistema (desde el comienzo de las mediciones reologicas

se observo que G’>G”’).

Tabla 1.4.2.3. Energias de activacion correspondientes al proceso de formacién de la estructura

primaria de geles mixtos B-lg (6%)/PS (0,5%)

Sistema Ea (kJ/mol) R’

B-lg + PGA 256 0,990
B-lg + A-C 157,5 0,959
B-lg + X 91,4 0,986

La velocidad de desarrollo de la estructura gelificada, una vez que se ha obtenido red primaria
del gel, puede ser evaluada a través de los cambios en los parametros viscoelasticos en funcién del
tiempo (Aguilera, 1993). Algunos autores determinaron la velocidad de desarrollo de la estructura
como la pendiente de G’ con el tiempo en la primera parte de las curvas, durante el tiempo de
mayor crecimiento de G’ (Aguilera, 1993) . Sin embargo, para considerar el desarrollo total de la
estructura, tanto en las etapas de mayor crecimiento de G’, como en la etapa de estabilizacion del
moédulo, se escogié una ecuacion que permitiera el modelado de toda la curva de desarrollo de G’.
En varios estudios (Nishinari et al., 1996, Ikeda et al, 1999, Katsuta et al, 1997) se ha propuesto la

siguiente ecuacidn que representa una reaccion de primer orden:

G’= G’ . (1-exp(-kg)) Ec (1.4.2.1)

donde G’ es el valor de médulo elastico obtenido para largos tiempos de calentamiento, y kg es la

constante de velocidad de desarrollo de G’ a la temperatura de trabajo (proceso isotérmico).
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En la Tabla 1.4.2.4 se muestra comparativamente la velocidad de desarrollo del gel estable para
los distintos sistemas mixtos calentados a 84 °C. El sistema con PGA a pH 7 es el que presentd un
desarrollo mas lento de la estructura del gel durante el calentamiento. Sin embargo, a pH 6, la
velocidad de estructuracion del gel de B-lg/PGA mostré un gran aumento, siendo mayor que la
determinada para los otros sistemas. De todas formas, a pH 6 las diferencias obtenidas entre los

sistemas con distintos polisacaridos fueron pequeiias.

Tabla 1.4.2.4. Velocidad de desarrollo de G’ a 84 °C para los sistemas mixtos B-lg (6%)/PS (0,5%)

Sistema pH7 R* pH 6 R’

B-lg + PGA 2,967 10 0,995 2,864 10° 0,993
B-lg + A-C 1,224 10 0,999 0,6933 1072 0,998
B-lg+ X 1,344 107 0,997 1,428 107 0,999

1.4.2.3.3 Evolucion de la viscoelasticidad durante la gelificacion

Un parametro evaluado frecuentemente para caracterizar la evolucion de los sistemas durante la
gelificacion, es la tangente del angulo de desfasaje (tand). Este parametro se define como el
cociente entre el mddulo viscoso y elastico (tand=G’’/G”) y describe el grado de viscoelasticidad de
la red proteica (Aguilera, 1993). Durante la agregacion y gelificacion de los sistemas, se produce
una disminucién de este parametro debido al gran incremento en el médulo eléstico respecto al
viscoso. En los sistemas gelificados, se produce una disminucion en el valor de tan § a partir de 1,
es decir a partir del punto de cruce entre G’ y G”’.En la Figura 1.4.2.5 se muestra en forma
comparativa la evoluciéon de tan & para las tres mezclas de PS + [-lg calentadas a distinta
temperatura. En todos los casos, la tand disminuyé con el aumento de la temperatura de
calentamiento, aunque pueden verse grandes diferencias en los diferentes sistemas de acuerdo al
polisacérido utilizado. En el sistema con PGA, tand disminuyd hasta valores muy bajos a todas las
temperaturas de calentamiento, obteniéndose un valor final entre 0,06-0,08. En los sistemas con
xantica y A—C se puede observar una diferencia mas marcada entre la evolucion a 80°C y a 84 y 88
°C. En presencia de A-C se obtuvieron valores minimos de tan § entre 0,1 y 0,2 dependiendo de la
temperatura de calentamiento. En el sistema con xantica, se ve que aunque los valores observados
de G’ parecen estabilizarse luego del calentamiento, no sucede lo mismo con tan 8, que disminuye

constantemente durante el calentamiento, lo que indicaria que las estructuras del gel todavia se
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encontrarian en desarrollo. A 88 °C el valor minimo obtenido fue de 0,17, considerablemente
mayor que el obtenido para los otros sistemas.

PGA

tan (8)

0.0 T T
0 100 200
tiempo (min)
A-C
©
c
S
715 160
tiempo (min)
XAN

tan (3)

0.0

tiempo (min)

Figura 1.4.2.5. Evolucion de la tangente del d4ngulo de desfasaje, tand para los sistemas a pH neutro
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Las diferencias mas notables en los valores de viscoelasticidad en los sistemas con goma
xantica y A-carragenano se observaron a 80 °C, en donde se obtuvieron valores finales de tand de
0,45 y 0,2 respectivamente. En estos casos, debido a la alta viscosidad de los sistemas los
agregados formados no se llegan a conectar generando redes proteicas con bajo G’. En estudios
realizados en presencia de mayores concentraciones de [3-lg se ha reportado una disminucion en la
elasticidad de los geles formados en presencia de XAN, por una contribucion de elementos
viscosos a la estructura aportados por la goma, en especial a temperaturas cercanas a la de pico de
desnaturalizacion (Zasypkin et al., 1996).

A mayores temperaturas, la gelificacion se produce rapidamente debido a la alta velocidad de
agregacion de la proteina en estas condiciones. Este comportamiento se ve reflejado en la rapida
disminucion de tan 8 y los valores mas bajos alcanzados a mayores temperaturas. A pH 6, como se
muestra en la Figura 1.4.2.6, la evolucion de tan  muestra un comportamiento similar para los tres

sistemas calentados a 84 °C, obteniéndose valores de hasta 0,14.

pH 6
1.0
0.8-5 & f3-lg + Xan
— v < 5 =
® 0.6 g&é ; brig + 40
= o B-lg + PGA

tiempo (min)

Figura 1.4.2.6. Evolucion de la tangente del angulo de desfasaje, tand para los sistemas mixtos a pH 6.

1.4.2.4 Caracterizacion de viscoelasticidad, textura y retencion de agua de los geles

1.4.2.4.1 Barrido de frecuencia

El barrido de frecuencia de un gel puede proveer informacion a cerca de la estructura de los

sistemas gelificados. En un gel mediado por enlaces covalentes, el valor del G” es independiente de
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la frecuencia (f), mientras que en un gel de tipo fisico se observa una pequeiia pendiente en los
graficos de G’ vs f (Stading et al., 1990). El grado de dependencia con la frecuencia puede ser
expresado cuantitativamente por el parametro n, que se obtiene del ajuste de los datos de G’ vs f,
segun:

LogG’=nlogf+K Ec(14.22)

donde G’ es el mddulo elastico, f es la frecuencia de oscilacion, n es la pendiente de G’ vs fy K
es una constante. Un gel covalente de proteina presenta un n=0, mientras que en un gel de tipo
fisico n>0 (Stading et al, 1990). El valor de la pendiente es por lo tanto una medida del grado de
agregacion fisica en la estructura gelificada. Ademas este valor puede relacionarse con el tamaiio
de los agregados formados en la matriz, ya que generalmente el tamaiio de los agregados de tipo
fisico es mucho mayor al de los agregados covalentes, que llevan generalmente a la formacién de
geles tipo “fine-stranded”.

En la Figura 1.4.2.7 se observa el grafico del barrido de frecuencias de geles formados a 84 °C,

luego de ser llevados a temperatura ambiente. En el mismo se indican los valores de n obtenidos en

cada caso.
T=84°C, pH 7
n=0,075
10001 A-C
1 . ony n=0,062
- PGA
e n=0,12
1004
O XAN
10 T T )
0.01 0.1 1 10

frecuencia (Hz)

Figura 1.4.2.7. Barrido de frecuencias (0,01-10 Hz) para geles mixtos de B-lg + PS, formados a 84 °C y pH

neutro.

El valor de n aument6 en el orden B-lg+PGA < f-lg+tA-C << B-lIg+X. Esto indica una

agregacion mas grosera y formacion de agregados de tipo fisico predominantemente en los geles
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con goma xantica, mientras que el gel con PGA presenta una estructura en donde las cadenas
poliméricas se formarian involucrando mas uniones de tipo covalente. La mayor proporcion de
agregados de tipo fisico en los geles con goma xdntica indicaria ademds que los agregados

formados en la estructura serian de mayor tamano que los formados en el gel con PGA.

PGA A-C XAN

Figura 1.4.2.8. Geles mixtos formados a diferentes temperaturas de calentamiento a pH neutro. a) T=80 °C,
b)T=84 °C, ¢) T=88 °C.

85




Interacciones entre B-lg y polisacaridos en sistemas gelificados

La apariencia de los geles mixtos formados a pH neutro se observa en la Figura 1.4.2.8. En
ausencia de polisacaridos, los geles de B-lg formados con una concentracion de alrededor del 10%
eran casi transparentes; con el agregado de polisacaridos se obtienen geles translicidos, de
coloracion blanquecina. Puede observarse que el aumento en la temperatura de calentamiento de
los geles provoca un aumento en la opacidad de los geles, en el volumen y en la firmeza aparente
de los mismos. Se ha observado un efecto similar en la apariencia de geles de -lg obtenidos a pH

neutro en presencia de otros polisacaridos tales como polipectato de sodio o pectinas (Ndi et al.,
1996, Beaulieu et al., 2001)

PGA A-C XAN

Figura 1.4.2.9. Geles mixtos formados a diferentes temperaturas de calentamiento a pH 6. A) T=80 °C,
b)T=84 °C, c¢) T=88 °C.
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Los geles mixtos formados a pH 6, mostraron una apariencia totalmente diferente a los geles
formados a pH neutro (Figura 1.4.2.9). Estos geles fueron totalmente opacos y de color blanco,

presentando una mayor cantidad de liquido exudado.

1.4.2.4.2 Textura y pérdida de agua de los geles

Los ensayos de perfil de textura revelaron diferencias entre los sistemas, observandose un
importante efecto de la temperatura y el pH.

En la Figura 1.4.2.10 se observa que el aumento en la temperatura de calentamiento, produjo
sobre todo un aumento en la dureza de los geles. La adhesividad aumenté con la temperatura en los
geles con PGA y A-carragenano y se redujo en el caso de la goma xantica. La elasticidad presentd
valores altos en general para todos los geles (> a 0,85), y tendié a disminuir con la temperatura en
el caso del PGA, a aumentar levemente a 88 °C en el A-C y a aumentar mas marcadamente en el
caso de la xantica. La cohesividad de los geles aumentd en general con la temperatura. Solo en el
caso de la xantica se observo un valor mas alto para la temperatura de 84 °C respecto de las otras
temperaturas. Los esfuerzos de fractura y dureza de los geles tienden a aumentar con la temperatura
y tiempo de gelificacion (Foegeding et al., 1995).

En cuanto a los geles a pH 6, se observé un aumento en la dureza para los sistemas con A-C y
Xantica, un aumento en la adhesividad en todos los casos y una disminucion en la elasticidad y
cohesividad. La diminucién del pH a valores mas cercanos al pl de la proteina, provoca la
formacién de geles de tipo particulado, en donde las moléculas de proteina se agregan por medio de
uniones no especificas y se forman agregados de gran tamaiio. Como resultado de este tipo de
agregacion, los geles formados presentan una mayor dureza debido al engrosamiento de las cadenas

de la red, pero su elasticidad y capacidad de retencion de agua se ven reducidas.
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Figura 1.4.2.10. Caracteristicas de textura de geles mixtos B-lg (6%) + polisacaridos (0.5%) formados a
diferentes temperaturas de calentamiento: [ 8oe°c, N g4 % E= ss°c y distintas condiciones de

pH (6y 7).
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Una caracteristica importante de los geles proteicos es su capacidad de retencién de agua. En la
Figura 1.4.2.11 se observa que los diferentes geles presentaron una variada capacidad de retencion
de agua. EIl gel con PGA presenté muy baja pérdida de agua (Py0) a pH neutro, en todos los casos
inferior al 5%. El gel con A-C present6 una pérdida de agua mayor, sobre todo en los formados a
88°C, y el gel con xantica presentd muy baja pérdida de agua, salvo en el sistema formado a 88 °C,
donde se observo un valor un poco superior. A pH 6 los valores de Py en los geles formados a 84
°C aumentaron notablemente. Solo en el caso del sistema con xantica se siguié observando un valor
muy bajo de pérdida de agua. Las diferencias observadas en los valores de pérdida de agua de los
geles, estan relacionadas a las propiedades de la red proteica formada en cada caso y a las
caracteristicas propias de cada polisacarido. Las caracteristicas de un polisacarido presente en la
fase acuosa de la matriz del gel determinan la capacidad de retencion de agua de los geles. En el
caso de los geles con PGA, la moderada incompatibilidad entre los biopolimeros promueve la
agregacion de la proteina, pero no se produce una agregacion tan grosera como en el caso de la
goma xantica, segun el tamafio de los agregados formados. A pH 6, se forman geles de tipo
particulado con una mayor pérdida de agua. En presencia de goma xantica, la capacidad de
retencion de agua del gel no estaria determinada por el tipo de estructura proteica, sino por el
relleno de los poros de la red. La gran capacidad de adsorcion de agua de la goma hace que los
geles presenten muy poca pérdida de agua en todas las condiciones estudiadas. Se ha reportado que
en presencia bajas concentraciones de varios polisacdridos (pectinas, alginatos) se reduce
notablemente la pérdida de agua de los geles (Dumay et al., 1999, Turgeon et al., 2001, Beaulieu et
al., 2001).

En el caso del A-C el aumento en la pérdida de agua se debe a la formacién de una estructura
mas agregada que en el caso del gel con PGA, y a la menor capacidad de retencién de agua del

polisacarido en comparacion con la xantica.

pH 7 PH 6
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Figura 1.4.2.11. Pérdida de agua (Py;5) de los geles mixtosa pH 7y pH 6
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1.4.2.5 Microestructura de los geles

El estudio de la microestructura, del tamaiio de las cadenas de agregados y poros de los geles es
de suma importancia para interpretar el comportamiento reolégico y textural.

Se analiz6 la microestructura de los geles mixtos a pH 7 y 6 mediante microscopia electronica
de barrido. Los geles de proteinas globulares, tanto del tipo transparentes como opacos o
particulados generalmente se estudian por técnicas de microscopia de transmision (Aguilera, et al.,
1999), debido a que el tamafio de las cadenas y particulas es menor a los 50 nm. En presencia de
polisacéridos, se ha observado la formacion de particulas de tamario superior al micrén, por lo que
en sistemas mixtos la microscopia de barrido es mas adecuada. Ademas, las micrografias obtenidas
mediante esta técnica dan una imagen volumétrica de las estructuras, con lo que se facilita la
interpretacion de las imagenes obtenidas.

En la Figura 1.4.2.12 y 1.4.2.13 se presentan las microestructuras de los geles, formados a 84
°C,a pH 7y 6. La temperatura de formacion de los geles fue elegida como la intermedia en las que
se evaluaron otras caracteristicas, permitiendo una interpretacion general de los resultados
obtenidos con cada polisacéarido. Las estructuras observadas corresponden a sistemas particulados,
excepto en el caso del gel con PGA a pH 7, en donde se observo una estructura lisa y continua, que
corresponde a un gel de tipo “fine-stranded”. En la Figura 1.4.2.13 se muestra también en forma
comparativa la microestructura de un gel de B-lg formado a pH 6 con un 12% de proteina,
observandose un tamafio de agregados y cadenas mucho menor que en presencia de todos los
polisacaridos. A pH neutro, si bien no se visualizan la micrografia, se obtuvo un gel de tipo “fine-
stranded”, por lo que la estructura no se aprecia por microscopia de barrido.

A pH 7 en presencia de A-C se forman agregados grandes y esféricos de aproximadamente §um
de diametro, observandose pocas zonas de union entre los mismos (Fig 1.4.2.12.a). Las particulas
esféricas de entre 2 y 4 um de diametro dispersas en la estructura podrian representar particulas
agregadas del polisacéarido dispersas entre los agregados de proteina. Esto ultimo implicaria una
microseparacion de fases. Olsson et al. (2002) sugirié que en geles mixtos de 3-lg con pectina de
baja viscosidad, esta se encontraria sobre las cadenas de la estructura proteica, debido a las

interacciones electrostaticas existentes entre ambos biopolimeros.
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Figura 1.4.2.12. Microestructuras de geles mixtos de f-lg (6%)-PS (0.5%) obtenidas por microscopia
electronica de barrido (SEM) a pH 7 .(a) B-lg, (b) B-lg/A-C, (c)B-1g/Xan, (d) B-lg/PGA. Se muestran dos

magnificaciones, la barra en ambas escalas indica una longitud de 10 pm.

Estas inclusiones de particulas de menor diametro no fueron observadas en los geles con goma

xantica. Estos geles (Fig 1.4.2.12 b) muestran una estructura densa formada por agregados lisos de
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forma irregular, con un tamafo de aprox. 2 pm, presentandose esto agregados como fundidos unos
con otros.

A pH 6 se obtuvieron geles de estructura mas regular en presencia de A-C y goma xantica (Fig
1.4.2.13 a y b). Estos geles mostraron una apariencia similar a los geles particulados de pB-lg sola
formados a mayores concentraciones, aunque el diametro de las cadenas de agregados en el sistema
de B-lg sola era mucho menor (Figura 1.4.2.13 d). En los geles con A-C las particulas o agregados
forman gruesas cadenas con una estructura y distribucion de poros mas regular que lo observado a
pH 7 (Fig 1.4.2.13.a). Los agregados se encuentran asociados en grupos esféricos de alrededor de
Ium de diametro, formando luego una cadena de agregados. Esto indica la formacién de agregados

8 veces mas pequeiios que los observados a pH neutro.
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Figura 1.4.2.13. Microestructura de los geles mixtos de B-lg (6%)-PS (0,5%) obtenida por Microscopia
electrénica de barrido (SEM) a pH 6 (a) B-1g/A-C, (b) B-lg/XAN, (c) B-1g/PGA .(d) B-lg sola 12%. En las
figuras (a), (b) y (c) se muestran dos magnificaciones, la barra en ambas escalas indica una longitud de 10

pm.

La microestructura de los geles (3-1g/XAN a pH 6 (Fig 1.4.2.13.b) indica una reduccién en el
tamaiio de los agregados a la mitad del valor que a pH 7, con una forma mas esférica y no tan
fundidos como a pH 7. Las particulas formadas en presencia de PGA a pH 6 (Fig 1.4.2.13.c)
muestran una estructura irregular, en forma de escamas en grupos, fundidas en una densa
estructura. Estos grupos de escamas presentaban zonas de union no muy extensas entre ellos.

Si se toman en cuenta los tiempos de gelificacion observados en presencia de los distintos
polisacaridos a pH 7 (sobretodo en los ensayos de “tilting™), se observa un correlacion entre estos
tiempos y el tamafio de agregados que forman la estructura. Esto es, a menor tiempo de gelificacion

se observa la formacién de agregados de mayor didmetro. Esto sugiere que a mayor

93




Interacciones entre B-lg y polisacdridos en sistemas gelificados

incompatibilidad entre la proteina y polisacaridos en solucion, se promueve la formacién de
agregados mas grandes, y la gelificacion se produce mas rapidamente.

Los parametros que mostraron una variacion significativa con el tipo de polisacarido fueron la
dureza, cohesividad y la pérdida de agua, los que correlacionaron bien con las caracteristicas
microestructurales. En presencia de la goma xantica, los bajos valores de dureza y G’ registrados
en ensayos de textura y reométricos, se deberian a la formacion de grandes agregados , pero con
poca continuidad entre ellos. La gran incompatibilidad existente entre la goma xantica y la 3-Ig
seria la causa de una agregacion grosera de la proteina, pero al mismo tiempo esta estructura
formada bruscamente carece de conectividad en la estructura, lo que le otorga las caracteristicas
observadas. Olsson et al. (2002 a,b) estudi6 las estructuras formadas en presencia de pectina de
diferentes viscosidades. En presencia del polisacarido, si bien se promovia la formacién de
agregados mas grandes, un incremento en la dureza de los geles se observaba s6lo ante un aumento
en la conectividad de las estructuras agregadas. En los sistemas mixtos con pectina de alta
viscosidad se producia una pérdida en la conectividad de las estructuras, con lo que se observaba
una importante disminucién en la dureza. En presencia de la goma xantica se produciria un efecto
similar. La alta viscosidad del sistema dificulta la movilidad de los grandes agregados formados, y
estos quedan inmovilizados en el sistema, sin posibilidad de agregarse entre si. Las caracteristicas
pseudoplasticas con umbral de fluencia observadas para la xantica, dificultan la formacion de
estructuras con gran conectividad en condiciones estaticas de formacién de los geles, como en las
que se realizé la formacion de los geles. Sin embargo, si el proceso incluye un determinado
esfuerzo de corte, puede vencerse este umbral de fluencia y permitir la formacion de agregados con
una mayor conectividad. Walkenstrom et al. (1998) observé un aumento en los valores de G’
obtenidos en sistemas mixtos de 3-lg y Xantica con el esfuerzo de corte. Sin embargo, a altos
valores de corte pueden romperse los agregados formados y observarse un descenso en el valor de
G’

En el sistema con A-C, los agregados formados son de mayor tamaiio, esféricos de apariencia
lisay la estructura muestra zonas de contacto entre los agregados y poros grandes entre ellos. Esta
estructura pareceria haberse formado en forma mas ordenada que en el caso de la estructura con
goma xantica, debido probablemente a una menor incompatibilidad del polisacarido con la 3-Ig.
Este polisacarido posee una densidad de carga negativa menor que la goma xantica, presentando
ademas un comportamiento pseudoplastico pero sin umbral de fluencia, lo que permite a los
agregados difundir, formando la red y fortaleciendo las estructuras ya formadas.

En general, en todos los sistemas mixtos se observd que un aumento en la temperatura de
calentamiento resultaba en la formacion de geles mas opacos, mas firmes y con mayor exudado. El

efecto del pH produjo un efecto similar en todos los sistemas mixtos. A pH mas cercanos al pl de la
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proteina, se observd una menor diferenciacion en las caracteristicas otorgadas por cada
polisacarido, respecto al tiempo de gelificacion, parametros reoldgicos y texturales vy

microestructuras de los sistemas.

1.4.2.6 Efecto de los polisacdridos en geles con mayores porcentajes de proteina.

Hasta el momento se mostraron las caracteristicas de geles mixtos de 3-Ig + polisacaridos en
sistemas con bajo porcentaje de B-lg (6%), debido a que uno de los objetivos planteados al
principio del trabajo fue la obtencion de geles mixtos en condiciones en donde la proteina sola no
gelifica. Sin embargo, el agregado de polisacaridos no sélo tiene como objetivo la disminucién de
la concentracion de B-lg necesaria para gelificar. Mediante la gelificacion de sistemas mixtos
pueden obtenerse una amplia gama de productos gelificados, con caracteristicas diferentes a las
presentadas por geles de proteina sola. A continuaciéon se muestran las caracteristicas de geles
proteicos formados a partir de soluciones al 10% de B-lg y de geles mixtos de B-lg /PS (10
%/0,5%).
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Figura 1.4.2.14 Evolucién de G’ durante el calentamiento a 84 °C de geles mixtos de B-Ig + PS (10%/0,5%).
(1) B-1g (2) B-1g/PGA, (3) B-1g/A-C, (4) B-Ig/XAN

En la Figura 1.4.2.14 se muestra la evolucion del médulo elastico durante el calentamiento a 84
°C. En presencia de PGA se observo un importante aumento de G’ respecto de los geles de B-Ig
sola, mientras que en presencia de A-C y XAN se observo un comportamiento contrario. Los

valores maximos de G’ alcanzados luego de 120 minutos de calentamiento se muestran en la

Tabla 1.4.2.6.
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Tabla 1.4.2.6. G’ maximo obtenido en la gelificacion de B-lg sola (10%) y sistemas mixtos [3-1g/PS
(10%/0,5%)

Sistema G’ 120min (Pa)

B-lg sola 2374
B-lg + PGA 8952
B-lg + A-C 714

B-lg + X 740

Los parametro texturales y pérdida de agua de los geles mostraron grandes diferencias con el
polisacarido presente (Figura 1.4.2.15). En el gel con PGA se observé un importante aumento en la
dureza respecto del gel de B-lg sola. Similarmente a lo observado con el mddulo elastico, la
presencia de XAN y A-C produjeron una disminucién en la dureza de los geles. En general, todos
los geles fueron elasticos y cohesivos, aunque la presencia de PS tendi6 a disminuir el valor de
estos parametros respecto de los geles de [3-Ig sola.
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Figura 1.4.2.15 Pardmetros de textura y pérdida de agua para geles de -lg (10%) y geles mixtos B-l1g/PS
(10%/0,5%)

Los geles de 3-1g sola presentaron baja pérdida de agua, como se ha reportado previamente para
geles de tipo “fine-stranded” formados a pH neutro. En presencia de PGA y A-C se observé un

aumento en la pérdida de agua que estaria relacionado a la formacion de una estructura
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particulada, en donde se llevaria a cabo una agregacion mas grosera debido a fendmenos de
incompatibilidad termodindmica y a la alta concentracion proteica. En los geles particulados se
produce un aumento en el tamano de agregados y poros en la estructura, lo que disminuye la
retencion de agua de los geles (Durand et al., 2002). Si bien en el sistema con goma xantica
también se formaria una estructura particulada, el polisacarido presente en la fase dispersa o
“relleno” posee una gran capacidad de adsorcion de agua, lo que resulta en una muy baja pérdida
de agua del gel mixto.

La comparacion visual de los geles de B-lg sola y en presencia de los polisacaridos muestra el
aumento en opacidad en los geles mixtos (Figura 1.4.2.16). Esto seria debido a la formacion de
geles particulados en presencia de todos los polisacaridos, atin en bajos porcentajes en relacion a la

proteina.

B-lg/PGA B-lg/A-C B-lg/XAN

Figura 1.4.2.16. Apariencia de geles de B-lg (10%) y geles mixtos de B-lg/PS (10%/0,5%), formados a 84
°C,pH 7.

1.4.2.6 Discusion: Factores intrinsecos de los polisacdaridos que afectan su comportamiento en

los sistemas mixtos

Las importantes diferencias observadas en presencia de los distintos polisacéridos en la
formacién de los geles, la dependencia con la temperatura y los parametros reoldgicos obtenidos,
confirman que las caracteristicas particulares de cada polisacarido son un factor fundamental en el
grado de interaccion o incompatibilidad con la proteina y en el tipo de estructura formada. Las
caracteristicas moleculares de los polisacaridos y su afinidad por el solvente determinan en gran

medida las propiedades de los sistemas mixtos. El grado de exclusion entre diferentes
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macromoléculas depende de la flexibilidad, forma y tamafio de las macromoléculas ademas de su
concentracion en el seno de la fase (Tolstoguzov, 1995).

En este sentido, resulta de gran importancia determinar la capacidad de retencion de agua de los
polisacaridos y su comportamiento reoldgico ya que reflejan diferencias en su peso molecular e
hidrofobicidad. Sanchez et al (1995) reportd valores de absorcion de agua para diferentes
polisacéridos, entre ellos la goma xantica y el PGA, observandose una capacidad de absorcion de
agua de 232 ml/g para la goma xantica y de 15 ml/g para el PGA. En la Tabla 1.4.2.5 se muestran

los parametros de la ecuacion de Herschel-Burkley para las soluciones de polisacaridos al 0.5%.

Tabla 1.4.2.5. Propiedades reoldgicas de soluciones de polisacaridos al 0,5 %

Sistema T K n n(60st)
(D em?) (cp)
PGA - 0,039 1,00 3,81
A- 1,290 0,72 39,7
Carragenano
Goma Xantica 41,5 3,424 0,49 111,6

La goma xantica y el A-carragenano presentaron un comportamiento pseudoplastico, con un
coeficiente de consistencia de 0,4904 y 0,7258 respectivamente mientras que el PGA present6 un
comportamiento Newtoniano. Ademas, la solucién de goma xantica presentd un alto umbral de
fluencia.

Las diferencias observadas reflejan las diferencias entre los polisacaridos en su peso molecular,
estructura e hidrofilicidad. Se estima un peso molecular de 2,5 10° kDa para la goma xantica, de
720 kDa para el A-Carragenano y 150 kDa para el PGA segun lo reportado en diversos estudios
(Sanchez et al, 1995, Sarker et al, 1999). El efecto diferencial de los polisacaridos en promover la
gelificacion de la proteina y las caracteristicas de los geles tienen sin duda una estrecha relacion
con las caracteristicas moleculares de los mismos.

El denominado fenémeno de volimenes de exclusion estd directamente relacionado con las
caracteristicas moleculares de los polisacaridos, la flexibilidad de las moléculas que los forman, la
carga neta superficial en las condiciones del medio y el tipo de grupos polares que presentan. Las
moléculas de goma xantica adoptan una conformacién helicoidal similar a varillas rigidas sin
tendencia a asociarse, la cual le da al polisacarido su caracter de agente espesante. Ademas el
polisacarido desarrolla altas viscosidades en un amplio rango de temperaturas independientemente
del pH (Oakenfull, 1998). Tanto el PGA como el A-C son polisacaridos con una cadena polimérica

lineal, y esto hace que desarrollen una viscosidad mucho menor .
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Otra diferencia fundamental entre estos polisacaridos es el tipo y nimero de grupos polares
presentes en la molécula. En el caso de la goma xantica, ésta presenta un alto grado de sustitucion
de las cadenas poliméricas, en forma de un trisacarido. Estos trisacaridos estan presentes en cada
residuo alternado de glucosa, y consisten en unidades de a-D-manosa, 3-D-acido glucurénico y 3-
D-manosa terminal. La presencia de acido glucurénico y el grupo piruvato imparten un alto
caracter anionico a la goma (Lapasin y Pricl, 1995).

El A-carragenano presenta 3 grupos sulfato por cada 2 residuos de galactosa, lo que le brinda un
fuerte caracter anidnico. Este polisacarido presenta un mayor namero de grupos sulfato comparado
con otros carragenanos tales como el k o 1. Esta mayor carga negativa hace que exista una fuerte
repulsion entre las cadenas poliméricas, lo que le impide la gelificacion, presentando solo
propiedades espesantes. Ademas, por su carga neta negativa, posee una alta solubilidad en agua y
desarrollo una viscosidad relativamente alta en solucion.

El PGA presenta una cadena lineal constituida por acido D-manurdnico y acido L-gulurdnico.
Los grupos carboxilo presentes en las cadenas del polisacarido contribuyen a la retencion de agua y
a promueve fuertes repulsiones electrostéticas entre las cadenas. Parte de los grupos carboxilo de
las cadenas se encuentran esterificados, y reemplazados por grupos propilenglicol. La presencia de
estos grupos levemente hidrofébicos previene una rapida penetracion de agua, lo que explica la
baja viscosidad desarrollada por el polisacarido en comparacidon con otros polisacaridos mas
negativamente cargados.

Zasypkin.et al (1996) estudiaron el proceso de gelificacion de B-lg (7-17 %) en presencia de
goma xantica (0,9%) y observaron que este polisacarido inducia la formacién de grandes agregados
de proteina, aunque la gran viscosidad de las soluciones en muchos casos impedia la unién entre
los agregados para formar la matriz gelificada. Por lo tanto en estos sistemas muchas veces se
obtienen texturas del tipo “spread” (esparcibles) en lugar de geles autosoportables. Si bien con las
concentraciones utilizadas en este estudio se obtuvieron geles autosoportables en presencia de
goma xantica, los bajos valores de G’ y altos valores de tan & observados durante la formacion de
los geles reflejan en parte el comportamiento observado previamente por Zasypkin et al. (1996).

A pH neutro existe una limitada compatibilidad entre los biopolimeros en solucion, debido a
que ambos poseen carga neta negativa a este pH. Sin embargo, la presencia de interacciones
electrostaticas atractivas entre grupos negativos de los polisacaridos con grupos positivos de la
proteina, disminuye el grado de incompatibilidad entre los biopolimeros. En los sistemas con PGA,
debido al bajo peso molecular y al caracter parcialmente hidrofébico del mismo, la intensidad de
las repulsiones electrostaticas entre el polisacarido y la proteina seria menor que en el caso del A-C
0 goma xantica, o en otras palabras, existiria una mayor compatibilidad entre los biopolimeros en

solucidon. Esta mayor compatibilidad produciria un efecto moderado del polisacarido en la
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gelificacion de proteina, y si bien a pH neutro el desarrollo de la estructura es lento, con suficiente
tiempo de calentamiento pueden obtenerse geles con elevados valores de G’ y de elasticidad.

Ademas de los fenomenos de incompatibilidad y volumenes de exclusién que ocurren en
mezclas de proteinas y polisacaridos, pueden ocurrir también en estos sistemas fenémenos de
complejamiento por interacciones especificas entre grupos de las cadenas de ambos biopolimeros.
Estas interacciones dependeran de las caracteristicas de las moléculas de cada polisacarido. En
sistemas mixtos de proteinas y PGA pueden producirse reacciones de entrecruzamiento entre el
grupo éster del acido manurénico y el grupo €-amino de la lisina para dar un enlace de tipo amida
(Dickinson & Euston, 1991). La formacién de complejos covalentes entre proteinas y polisacaridos
se produce especialmente bajo condiciones de calentamiento, por lo que durante el proceso de
gelificacion podrian ocurrir.

El estudio de las propiedades dinamicas, macro y microestructurales de los geles de B-lg en
presencia de diferentes polisacaridos indica que los geles con PGA fueron mas afectados por
cambios en el pH, temperatura de calentamiento y concentracién En presencia de PGA a pH
neutro se forman geles de tipo “fine-stranded”, como ocurre en geles de proteina sola, pudiéndose
obtener también geles particulados al variar la composicién y concentracion total del sistema. Por
lo descripto anteriormente y debido a que los geles mixtos con PGA fueron los que presentaron
mejores caracteristicas de textura, resulté interesante profundizar el estudio de los sistemas mixtos

B-lg + PGA.
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TERCERA SECCION
1.4.3 EFECTO COMBINADO DE VARIABLES QUE AFECTAN LAS CARACTERISTICAS

DE GELES MIXTOS DE LG + PGA

1.4.3.1 Estudios por DLS del efecto del PGA en la agregacion de B-lIg

El método de dispersion dinamica de luz ha sido utilizado para el estudio de la agregacion
térmica de la B-lg en un amplio rango de condiciones del medio. Esta técnica da informacién
cuantitativa y cualitativa acerca de los agregados formados durante el calentamiento, asi como de la
velocidad de formacion de dichas particulas. Particularmente la utilizacion de esta técnica ha
llevado a una mayor comprension del mecanismo de agregacion de la B-lg que tiene lugar durante
el calentamiento, en un amplio rango de condiciones (Roefs et al., 1994, Elofsson et al., 1996,
Sharma et al., 1996, Hoffmann et el., 1996, Haque et al, 1997, Bauer et al., 1998, Le Bon et al,
1999, Durand et al., 2002, Alting et al., 2003)

1.4.3.1.1 Efecto del pH

Para estudiar el efecto del PGA en el tamaiio de los agregados de 3-lg formados, se calentaron
soluciones de B-lg sola y B-lg + PGA a 68 °C, observandose un comportamiento totalmente
diferente en ambos casos (Figura 1.4.3.1). En soluciones de B-lg sola, si bien no se observd
gelificacion, se obtuvieron agregados de tamaiio constante en ambas condiciones de pH. A pH mas
cercanos al pl de la proteina (5,2) se obtuvieron agregados de aproximadamente 140 nm, mientras
que a pH neutro se formaron agregados de menor tamafio (aprox. 50nm). Sin embargo, los
agregados de mayor tamaiio observados a pH 6 se formarian a expensas de una muy baja cantidad
de proteina desnaturalizada, debido a la mayor estabilidad térmica de la proteina en estas
condiciones de pH.

En la Seccion 1.4.1 los perfiles electroforéticos realizados a pH neutro mostraban una
importante disminucién en la banda de proteina nativa durante el calentamiento a 68 °C. Las
electroforesis nativas realizadas a pH 6 en soluciones de B-Ig sola y en presencia de polisacarido
durante el calentamiento a 68 °C, no mostraron una disminucion apreciable en las bandas de
proteina nativa (Figura 1.4..3.2) lo que indica una mayor estabilidad térmica de la proteina a pH 6.
Tampoco se observaron los agregados correspondientes a las observaciones por DLS, debido
probablemente al gran tamafio de los mismos, que no permitiria su entrada en el gel “stacking” y en

el de corrida.

101



3004

(A)
E e
£ 2004 © "as
o
g « o °
g @JIDDDUD . N . 3
A 1001 ee®’
[ o
o80000000008%000000  © °
0 T T T T T ]
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (min)
300004
(8)
P
= 20000 : .
. s ° *
[ ]
2 ;o
10000- _DEP o
& .ooo°°°°°°°°°°° °
L]
0‘£d]oo°°°
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (min)

Figura 1.4.3.1 Efecto del pH en la agregacion de soluciones de B-lg pura (6%) y soluciones mixtas de P -
1g/PGA(6%/0.5%): (A) Didmetro hidrodinamico aparente, d, (nm) y (B) Intensidad de luz refrectada, I (U.
A)) versus tiempo. (o) B-lg pH6, (m) B -1g/PGA pH6, (o) B -lg pH7, (e) B -1g/PGA pH7.

Estudios previos muestran la formacion de pequeiios agregados de didametro de 10 a 100 nm en
soluciones de 3-1g sola (6% p/p) calentadas a 70 °C a pH neutro (Sharma et al., 1996). El diametro
hidrodinamico registrado en soluciones de B-lg a T ambiente es de alrededor de 5,5-6,8 nm, para la
forma dimérica de la proteina. Esto indicaria que los agregados formados en la solucion de B-lg
sola estarian constituidos en promedio por alrededor de 15 unidades de 3-lg a pH neutro (50 nm) y
por 40 unidades a pH 6 (150 nm).

La presencia de PGA produjo un aumento en el tamaiio de los agregados en ambas condiciones
de pH, aunque no se observéd gelificacion de los sistemas debido a la baja temperatura de
calentamiento. Como se mostro los tiempos de gelificacién de soluciones de -1g/PGA por debajo
de la temperatura de pico de gelificacion fueron muy largos (Figura 1.4.2.1), requiriéndose
probablemente mucho mas que 300 minutos de calentamiento a 68 °C para la obtencion de un gel.

Se obtuvieron agregados de un didmetro aproximado de 180 nm y 210 nm a pH 7 y 6
respectivamente luego del calentamiento. Sin embargo, se observo que el efecto del polisacarido
fue mas importante a pH neutro. La velocidad de formacion de agregados aument6 notablemente

en presencia de PGA a pH 7, mientras que a pH 6, casi no se observé efecto en la velocidad inicial
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de crecimiento de los agregados en el sistema mixto. En la electroforesis mostrada en la Figura
1.4.3.2 se observan perfiles muy similares para las soluciones de B-lg sola y en presencia de PGA a
pH 6. En estas condiciones no se observo la formacion de pequefios agregados. Los agregados
observados aparecen en la zona superior del gel de corrida y en el “stacking”, pero la banda de B-Ig
nativa no sufre una reduccion apreciable en ambos sistemas. Esto indicaria la formaciéon de muy
pocos agregados a pH 6 debido probablemente a la baja temperatura de calentamiento. Hoffmann
et al. (1999) observé una minima conversion de B-lg a pH 6 (menos del 10% luego de 24 hs de
calentamiento a 65 °C), aunque la turbidez de las soluciones calentadas indicaba la formacién de

grandes agregados en estas condiciones.

B-lg B-lg + PGA
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Figura 1.4.3.2 PAGE-Electroforesis nativa de soluciones de B-lg (6%) y P-lg/PGA (0,5%) a pH 6

calentadas a 68 °C por diferentes tiempos.

Ndi et al. (1996) observd la formacion de agregados de alto peso molecular al calentar
soluciones de P-lg al 5% en presencia de polipectato de sodio debido a fenémenos de
incompatibilidad termodindmica entre los biopolimeros a pH 6,5. Los resultados observados
indicarian que a pH 6 la formaciéon de agregados involucra mas uniones de tipo fisicas o no
especificas que dan lugar a agregados de gran tamaiio, a diferencia de lo que ocurre a pH 7, en
donde los agregados van creciendo gradualmente debido principalmente a reacciones de
intercambio tiol-disulfuro. La presencia de PGA promueve la formacion de agregados de mayor
tamafio observados por DLS, aunque en las condiciones de temperatura y tiempo aplicadas no

producen una disminucion significativa en la banda de proteina nativa a este pH.
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1.4.3.1.2 Efecto de la concentracion de proteina y PGA

Se evaluo el efecto del agregado de PGA en el diametro hidrodindmico y la intensidad Is de los
agregados de B-lg a pH neutro a dos concentraciones diferentes de proteina: 3% y 6 % (Figura
1.4.3.3). El porcentaje relativo de PGA se mantuvo constante en los experimentos, de manera que

las concentraciones totales de los sistemas mixtos B-1g/PGA fueron 6%/0.5% y 3%/0.25%.
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Figura 1.4.3.3. (A) Diametro hidrodindmico aparente, d;, (nm) e (B) Intensidad refractada, I; (u. a..) versus
tiempo para soluciones de fB-lg. y B-1g/PGA calentadas a 68+ 1°C. Las concentraciones de las soluciones a pH

neutro fueron: (a) 3% B-lg, (w) 3% B-1g/0.25%PGA, (o) 6% B-lg, (¢) 6% B-lg /0.5%PGA.

En la solucién de menor concentracion de proteina sola se observd la formacion de pequefios
agregados (30 nm) y bajos valores de Is. El agregado de PGA incrementd levemente estos valores.
En estas condiciones, el diametro de los agregados (< 45 nm) indicaria que éstos estan formados
por alrededor de 11-12 unidades de B-lg (peso molecular 200-220 Kda). Este resultado se confirmé
por electroforesis de B-lg (3%) y B-lg+PGA (3%/0.25%) (Figura. 1.4.3.4) en donde se observa la
aparicion de nuevas bandas a mayores tiempos de calentamiento. En geles realizados al 6% de 3-1g
en condiciones nativas y disociantes (con SDS), se observé una similitud importante en la
ubicacién de las bandas de agregados (no mostrado) en ambas condiciones, con lo que podria

decirse que en los geles nativos el peso molecular de los agregados observados se encuentra entre
10-200 kDa.
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Luego de 45 min de calentamiento, los agregados observados en el staking corresponderian a
los de tamafio maximo observados en esas condiciones, de alrededor de 45 nm (> 220 kDa). En
presencia de PGA, sélo se observa entre los sistemas una pequeiia diferencia en el aumento de
intensidad de los agregados en el gel separador a los 30 min. y un aumento en la cantidad de

agregados en el stacking luego de 60 min. de calentamiento.

B-lg + PGA

15 30 45 60 1‘5 30 45 60
tiem po (m in)

Figura 1.4.3.4 PAGE-electroforesis (nativa) para soluciones de B-lg (3%) y B-lg/PGA (3%/0,25%) a pH

neutro calentadas a 68 °C por diferentes tiempos

A mayores concentraciones de proteina (6%) se observo un incremento en el didmetro y
velocidad de crecimiento, de acuerdo a lo reportado previamente por Hoffman et al. (1996) quien
estudié por DLS la agregacién de B-lg en un rango de concentracién entre 1,5 y 10%, observando
la formacion de agregados de entre 10 y 100 nm (Hoffmann et al., 1996). Otros estudios reportan
diametros de entre 50 y 65 nm en el rango de concentraciones de 3-9 % (Alting et al., 2003).

La presencia de PGA produjo un gran aumento en d, e Is, obteniéndose agregados de
aproximadamente 150 nm (Figura 1.4.3.3). El fenémeno de incompatibilidad termodindmica entre
proteinas y polisacéaridos tiene lugar generalmente a pH por encima del pl de la proteina, donde
ambos biopolimero tienen carga del mismo signo (Tolstoguzov, 1997a) . Aun sin observarse
separacion de fases en el presente sistema, la existencia de interacciones repulsivas entre las
moléculas de los diferentes biopolimeros lleva a un aumento en el potencial quimico de la proteina
en solucion, o en otras palabras, en su actividad termodinamica lo cual se traduce en un aumento de
su concentracion efectiva. Esta limitada incompatibilidad termodinamica entre los biopolimeros
explicaria el aumento producido en d; e Is en presencia del polisacarido, efecto similar al observado

por aumento en la concentracion de proteina.
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Se evalué el efecto de la concentracion de PGA en el tamafio de los agregados de B-lg (6%). La
Figura 1.4.3.5 muestra las curvas de d, y de I durante el calentamiento a 72 °C. Los valores de dj,
y de Is aumentaron en presencia de concentraciones crecientes de PGA. Se observd un aumento
notable del tamafio de los agregados para concentraciones superiores a 0,5%. La velocidad de
crecimiento de los agregados (pendiente inicial en los graficos de I en funcion del tiempo) se
incremento notablemente a partir de un 0,75 % de PGA. Para las concentraciones mas altas de PGA

(0.75 y 1%) se observé un constante crecimiento de los agregados durante el tiempo de medicion.
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Figura 1.4.3.5. Efecto de la concentracién de PGA en la agregacion de soluciones de p-lg (6%)/PGA a pH
neutro. El proceso de agregacion fue llevado a cabo a 72°C. (A):Didmetro hidrodindmico aparente, dy, (nm) e
(B) Intensidad refractada , I; (u. A.) vs tiempo. Concentraciones de PGA:(m) 0%, (A) 0.25%, (V) 0,5% (0)
0.75%, (¢) 1%.

El efecto observado al aumentar la concentraciéon de polisacarido es similar al descripto por

Hoffman et al. (1997) al aumentar la concentracion de proteina. Durante el tiempo de medicion de
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los parametros por DLS no se observé gelificacion en los sistemas debido probablemente a la baja
temperatura de calentamiento (72 °C). La apariencia de las soluciones luego del calentamiento no
fueron similares. Las soluciones de P-lg sola mostraron una coloracion blanquecina, casi
transparente. En el caso de los sistemas mixtos, luego del calentamiento se observo una coloracion
blanca en las soluciones, con un aumento de opacidad en presencia de concentraciones crecientes
de PGA. En la Figura 1.4.3.6 se observa la apariencia de soluciones luego del calentamiento
durante 100 minutos a 72 °C. Puede observarse que en presencia de un 1 % de PGA se obtiene una
solucién totalmente blanca y opaca. Concentraciones mas altas de PGA (2%) pueden llevar a una

separacion de fases como se muestra en Figura 1.4.3.6.

Figura 1.4.3.6. Apariencia de soluciones calentadas a 72 °C durante 100 minutos: (a) B-lg 6%. (b) B-lg
6%/PGA 1%, (c) B-12/PGA 2%

Los geles de poliacrilamida muestran resultados coincidentes con los de la Fig. 1.4.3.5. Luego
del calentamiento a 72 °C durante 100 min, en condiciones nativas se observa una importante
reduccion en la banda de B-lg nativa respecto de la soluciéon no calentada (no se muestra en la
figura). Los agregados formados no entran en el gel de resolucién, sino s6lo en el stacking,
indicando la formacion de agregados de mas de 200 kDa. En presencia de PGA casi no se observan
agregados en el stacking, indicando la formacion de agregados atin mas grandes.

En los geles con SDS se observa en la parte superior del gel separador y en el stacking la
aparicion de agregados. Esto indicaria la presencia de uniones hidrofébicas entre los agregados. Sin
embargo, en presencia de 2% de PGA no se observaron estos agregados, posiblemente debido a

que la alta concentraciéon de PGA induce la formacion de agregados muy grandes de dificil
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disolucién en el buffer de corrida. En presencia de B-Me se observa la entrada de B-Ig en el gel de
resolucién debido a la ruptura de enlaces covalentes, en menor medida para las soluciones con 2%
de PGA. Este ultimo resultado podria indicar la formacion de otras uniones covalentes ademas de
las de tipo disulfuro entre moléculas de proteina. En sistemas mixtos de proteinas y PGA se ha
reportado la formacién de complejos covalentes entre grupos ester de polisacarido con grupos €-
amino de los residuos de lisina en la proteina (Dickinson & Euston 1991). Durante el calentamiento
de las soluciones mixtas podria favorecerse la formacion de estas uniones, sobre todo a altas
concentraciones de PGA, lo que explicaria que aun en condiciones de reduccioén de las uniones

disulfuro la proteina no entre en el gel de corrida.

Nativo SDS SDS + B-Me

a b ¢ a b ¢ a b c M

Figura 1.4.3.7 Electroforesis en condiciones nativas y desnaturalizantes para soluciones de (a):B-lg sola
(6%), (b): B-1g/PGA (6%/1%), (c): B-lg/PGA (6%/2%) luego de un calentamiento a 74 °C durante 100

minutos. M: Marcador de pesos moleculares (en kDa).

En conclusion, la presencia de PGA tiene un rol fundamental en el tamaiio de los agregados de
B-lg formados durante el calentamiento. El aumento en el tamafio de los agregados explicaria la
gelificacion de los sistemas mixtos en condiciones en donde la proteina sola no gelifica, segun se
observo en la seccion anterior para temperaturas y tiempos de tratamiento mayores. Sin embargo,
debe considerarse que una concentracion demasiado alta de PGA puede llevar a una separacion de
fases, no permitiendo de esta forma la inclusion de la fase acuosa en donde se encuentra disuelto el

PGA en la matriz del gel, como se observo para las soluciones con 2% de PGA.
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1.4.3.2 Estudio del efecto combinado del pH, silidos totales y relacion B-lg/PGA,en las

caracteristicas de geles mixtos mediante la metodologia de superficies de respuesta

Se ha mostrado que segun la cantidad de polisacarido presente en el sistema y el pH del medio,
el PGA promueve la agregacion de la proteina moderadamente en bajas concentraciones y a pH
neutro y puede llegar a producir la formacion de grandes agregados a pH 6 o a mayores
concentraciones. Este comportamiento se vera reflejado en las caracteristicas de los geles que se
obtengan, que podran ser del tipo particulados o “fine-stranded”. Por lo tanto, resulta de interés el
estudio del efecto combinado de las diferentes variables en las caracteristicas de los geles mixtos de
B-lg + PGA.

Para ello se utilizé la metodologia de superficies de respuesta que permite analizar el efecto de
cada una de las variables y sus interacciones. Esta metodologia ha sido empleada para el estudio de
sistemas mixtos de k-C en presencia de proteinas del lactosuero (Tziboula et al., 1998) o de
caseinas (Lundin et al., 1998).

En el presente trabajo se selecciond una red de Doehlert de tres factores (Doehlert, 1970) para
estudiar el efecto de los sélidos totales (S), la fraccion en peso de PGA (%) en la mezcla (Fpga) ¥y
el pH en caracteristicas tales como pérdida de agua, dureza, elasticidad y viscoelasticidad de los
geles. El disefio experimental requiere de una variacion de siete, cinco y tres puntos de las variables
estudiadas. La concentracién de sélidos totales fue la variable de la que se tom6 mas puntos de
variacidn, ya que en las pruebas experimentales se observé gran variacién en las propiedades de
los geles con el aumento de la concentracion. Para el pH se tom6 una variacion de tres valores: 6,
6,5 y 7, todos por encima del pH isoeléctrico de la proteina, y donde se observaron grandes
variaciones en las caracteristicas visuales de los geles. Los valores de las variables (reales y
codificados) se muestran en a Tabla 1.4.3.1.

Al preparar los sistemas de acuerdo al disefio experimental (Tabla 1.4.3.2) no se observo

separacion de fases antes o después del calentamiento.

Tabla 1.4.3.1. Valores reales y codificados de las variables estudiadas

Variable Valores reales y (codificados)

PH 6 (-0,8165); 6,5 (0); 7 (0,8165)

S (%) 7 (-0,866); 8 (-0,5774); 9 (-0,2887); 10 (0); 11 (0,2887); 12 (0,5774);
13 (0,866)

Frga (%) 5 (-1); 10 (-0,5); 15(0); 20 (0,5); 25 (1)
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Se evaluaron las respuestas de un total de 15 puntos, incluyendo las tres repeticiones del punto
central. En la Tabla 1.4.3.2 se detalla el valor de las tres variables en cada punto experimental,
indicando ademas el porcentaje de proteina y polisacarido en cada uno. Se utilizé un modelo
cuadratico completo de 10 coeficientes para describir las respuestas (P20, dureza, elasticidad y

parametro viscoelatico A):

Y=b0 + b.X. + bzXz + b3X3 + b4 Xlz + bs X-_,z + b6 X32 + b7X|X2 + bsX.X3 + b9 XQX:; EC(I43I)

donde b; son los coeficientes de regresion dados por el modelo. El disefio experimental fue
analizado mediante el programa Statgraphics 5.1, que permitio la obtencién de todos los
coeficientes de la regresion, y mediante el cual se generaron las superficies de respuesta. Las
variables independientes resultaron significativas para P<0,05 en el modelo completo, las que se

mantuvieron en el modelo reducido.

Tabla 1.4.3.2. Red de Doehlert. El punto central se indica en negrita

Punto Sélidos totales Fracciéon PGA pH % proteina % PGA
(% p/p) (%)
1 10 15 6,5 8,5 1,5
2 10 25 6,5 7,5 2,5
3 10 5 6,5 9,5 0,5
4 13 20 6,5 10,4 2,6
5 7 10 6,5 6,3 0,7
6 7 20 6,5 5,6 1,4
7 I3 10 6,5 11,7 1,3
8 11 20 7 8,8 2,2
9 9 10 6 8,1 0,9
10 9 20 6 7,2 1,8
11 12 15 6 10,2 1,8
12 11 10 7 9,9 1,1
13 8 15 7 6,8 1,2
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El andlisis de regresion arrojé términos estadisticamente significativos para todos los
coeficientes en el caso de la pérdida de agua (Pyxo), dureza y el parametro viscoelastico A (Tabla
1.4.3.3). Para la elasticidad el término de segundo orden para Fpga fue no significativo, y por lo
tanto se excluyé del modelo reducido final. En todos los casos el término “lack of fit” fue
significativo, lo que indica que el orden de la ecuacion no resulta secundario. Sin embargo, cuando
se incluye una gran cantidad de datos en el analisis, un modelo con un “lack of fit” significativo
puede utilizarse de todos modos (Box y Drapper, 1987). En este analisis, se consideraron los
coeficientes con un R*>0,89 como evidencia de la aplicabilidad del modelo en el rango de las
variables estudiado.

Las variables que tuvieron mas efecto en la pérdida de agua de los geles fueron Fpga y su
interaccion con los sélidos totales, S, indicado por el valor relativamente grande de su coeficiente
en el modelo (Tabla 1.4.3.3). El valor positivo del término lineal de Fpga indica que la pérdida de
agua aumenta con un incremento de la fraccion de PGA en la mezcla. El término cuadratico
negativo para Frga’ sugiere la existencia de un valor maximo de Py;o para un incremento en Fpga.
El término negativo para el coeficiente de interaccion entre Fpga-S indica una interaccidn sinérgica
entre estas variables que contribuye a una disminucion en Py;0. La variable que menos afectd Pyyo
fue el pH, como muestra el bajo valor observado para los coeficientes lineal y cuadratico. Los
solidos totales tuvieron un efecto mas importante en el término cuadritico que en el lineal,
indicando que Py;o tiene un maximo que es funcién de los sélidos totales.

Respecto de la dureza de los geles, los términos mas importantes de la regresion fueron los de
Fpga y solidos totales (lineales y cuadraticos) y las interacciones de S con el pH y Fpga. El pH fue
la variable que tuvo menos efecto en la dureza de los geles. El valor negativo del coeficiente lineal
para Fpga indica que la dureza de los geles se reduce al aumentar la fraccion de polisacarido en la
mezcla y el término cuadratico positivo indica la existencia de un minimo. Los solidos totales
mostraron términos lineal y cuadratico positivos, lo que indica un aumento no lineal de la dureza
con los sélidos totales. Los valores negativos y relativamente altos de la interaccion Fpga-S y S-pH
sugieren efectos antagdénicos entre las variables involucradas. Al aumentar conjuntamente estos

parametros se obtiene una disminucion en la dureza.

Tabla 1.4.3.3 . Coeficientes de regresion estimados por regresion multiple

Coeficiente Pérdida de Dureza Elasticidad Parametro
agua (%) (g) viscoelastico A
Constante 57,67 14,07 0,861 0,760
Lineales
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Frga 13,14 35,27 -0,034 0,043
S -1,78 16,70 0,013 -0,075
pH 22,29 0,999 0,049 -0,021
Cuadraticos

Frga > -11,38 36,83 (0,003) 0,054
s? -4,84 16,87 -0,029 0,038
pH’ 2,42 -1,56 -0,020 0,003
Interacciones

Fpga-S -19,58 -15,61 0,008 0,144
Frca-pH 5,78 -1,48 0,022 0,110
S-pH 537 -16,27 -0,042 0,043
R2 0,897 0,912 0,954 0,888
Lack of fit * * * *

() coeficientes no significativos (P>0,05)

Las variables que mas afectaron la elasticidad de los geles fueron principalmente el pH y su
interaccion con solidos totales, también Fpga, su interaccion con el pH y S’ La elasticidad aumentd
con el pH y muestra un maximo indicado por el término cuadratico negativo. La fraccion de PGA
mostré s6lo un efecto negativo lineal indicando que la elasticidad se reduce con un aumento en
Fpga. Los solidos totales tuvieron un efecto lineal y cuadratico negativos, mostrando una reduccion
no lineal de la elasticidad con el aumento en sélidos totales.

El parametro viscoelastico A fue principalmente afectado por los sélidos totales. El término
negativo del coeficiente lineal y positivo del término cuadratico indican que el caracter sélido del
gel (menores valores de A) aumenta con una aumento en los sdlidos totales hasta alcanzar un valor
maximo. Por el contrario, un aumento en la fraccion de PGA en la mezcla reduce el caracter sélido
(valores positivos de los términos lineal y cuadratico). Los valores altos de los coeficientes de
interaccidon Fpga-S y Fpoa-pH indican su gran efecto en la viscoelasticidad de los geles. La
interaccion entre Fpga y sélidos totales es antagonica respecto de su efecto en la viscoelasticidad de

los geles. Contrariamente, el término Fpga-pH muestra una interaccion sinérgica.

112



Interacciones entre [-Ig y polisacadridos en sistemas gelificados

Se generaron lineas de isorespuesta o de contorno para cada parametro analizado en funcion de
los sélidos totales y Fpga. Como la variacion de las respuestas con el pH fue menor que para las
otras variables, se generaron estos graficos para el valor de pH intermedio (pH 6,5). La Figura
1.4.3.8a muestra la linea de contorno para la pérdida de agua de los geles. El area sombreada
determina las condiciones de solidos totales y Fpga Optimas para obtener geles de B-lg+PGA con un
valor aceptable de pérdida de agua (tomado arbitrariamente < 40 %). Cada linea de isorespuesta por
debajo del 50 % de Py esta caracterizada por tener una concentracion aproximadamente constante
de PGA vy variable de [3-lg. Esto indica que la cantidad de PGA en los sistemas es el factor
determinante en la pérdida de agua en esta zona. Puede concluirse que los geles con mejores
propiedades de retencion de agua se obtienen a bajos solidos totales y baja fraccion de PGA.

Las lineas de isorespuesta obtenidas para la dureza (Fig 1.4.3.8b) muestran que para altos
valores de sélidos totales y bajo porcentaje de PGA se obtiene una buena dureza de los geles. Los
valores maximos se obtuvieron para soluciones con porcentajes medios o altos de proteina y bajos
porcentajes de PGA. La zona sombreada corresponde a las combinaciones de sélidos totales y Fpga
que resultan en geles de buena dureza (definidos para >50 g de acuerdo a observaciones visuales y
tactiles de las muestras). Esta zona esta delimitada por geles formados con un bajo porcentaje de 3-
lg y PGA (6,5%3-1g/0,35%PGA) y por geles con alto porcentaje de proteina y relativamente alto
porcentaje de PGA (11,3%p-1g/1,7%PGA).
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Figura 1.4.3.8 Lineas de contorno o isorespuesta para (a) Pérdida de agua, (b) Dureza, (c) Elasticidad

(d)Parametro viscoelastico A. Las superficies fueron generadas para condicién constante de pH 6.5
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La variable de mayor efecto en la elasticidad fue el pH, aumentando el caracter elastico entre
6,5-7. Las superficies de respuesta para la elasticidad (pH 6,5) mostradas en la Figura 1.4.3.8c.
muestran que los valores maximos para la elasticidad se obtuvieron bajo condiciones de bajos
solidos y baja Fpga v coincide principalmente con la zona de minima pérdida de agua. El caracter
solido de los geles (parametro viscoelastico A) aumenté (disminucion de A) con una reducciéon en
el pH. La mejor combinacion para la obtencion de un alto caracter sélido (A< 0,7) se logré a pH 6
y 6,5 para altos solidos y baja Fpga, que coincide principalmente con la zona de 6ptima dureza de
los geles (Figura 1.4.3.8d).

La Figura 1.4.3.9a muestra la microestructura de un gel de pH 6,5 con minima pérdida de agua
(14,5%), alta elasticidad (0,914) y un valor medio de dureza (74,5g), correspondientes a las areas
que aparecen sombreadas en las Figuras 1.4.3.9a y ¢. Se obtuvo una estructura de tipo irregular,
formada por particulas lisas irregulares como escamas fundidas unas con otras, sin poros aparentes

en la estructura.

Figura 1.4.3.9 Microscopias (SEM) de geles B-1g/PGA a pH 6,5. (a)S6lidos=7,98%, Fpga=6 (7,5%p-
1g/0,48%PGA); (b)Solidos=9%, Fpga=21 (7,08%B-1g/1,92%PGA); (c)S6lidos=12,52%, Fpga =6 (11,77% PB-
1g/0,75% PGA); (d) Sélidos=12,5%, Fpga =25 (9,5%-1g/3%PGA)
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La Figura 1.4.3.9.b corresponde a un gel con dureza minima (18,5g), caracter sélido bajo,
elasticidad moderada (0,843) y pérdida de agua alta (66,4 %). La microestructura presentada es
totalmente diferente a la de la Figura 1.4.3.9a. La red del gel consiste en gruesas cadenas formadas
por particulas agregadas de forma casi esférica de 2-3um de diametro dependiendo de la
composicion. Los geles de las Figuras 1.4.3.9 a y b presentan una concentracion similar de B-lg
(7,08-7,5%), pero el gel de la Figura 1.4.3.9b tiene una concentracion mas alta de PGA que el de
la Figura 1.4.3.9a (1,92% y 0,48 % respectivamene). Por lo tanto, debe concluirse que el aumento
en la concentracion de PGA en los sistemas promueve la agregacion de la B-lg debido a un
fendmeno de incompatibilidad termodinamica entre los biopolimeros en solucion. Sin embargo,
esta mayor agregacion observada disminuye la dureza, elasticidad y capacidad de retencion de agua
de los geles.

La estructura densa y compacta de apariencia lisa sin poros aparentes (Fig. 1.4.3.9a) puede
explicar la baja pérdida de agua y las buenas propiedades mecanicas. A medida que el tamaiio de
poros es menor, mejores son las caracteristicas de retencion de agua (Hermansson, 1994). La
Figura 1.4.3.9¢ muestra la microestructura de un gel a pH 6.5, conteniendo 0,75% de PGA vy
11,6% de B-1g. Este gel presenta baja proporcion de PGA, como el gel mostrado en la Figura
1.4.3.9a, pero un mayor contenido en sélidos totales (12,45%) y proteina. La microestructura es
similar a la observada en la Fig 1.4.3.9b, indicando que un aumento en la proporcién de
polisacarido tiene un efecto similar a un aumento de concentracion de proteina. En las mediciones
realizadas por DLS se habia observado un efecto similar. Sin embargo, las propiedades del gel de la
Fig 1.4.3.9¢ fueron muy diferentes a las del gel de la Fig 1.4.3.9b Los primeros exhiben dureza
muy alta (123,8 g) y alto caracter so6lido (A <0,7), como se observa en las areas sombreadas de las
Figuras 1.4.3.8b y d. Ademas presentan valores intermedios de P20 (47,8%) y elasticidad (0,887).
La estructura particulada podria ser responsable de las diferencias en las propiedades mecanicas.
Las particulas que forman las cadenas observadas en la Figura 1.4.3.9b no parecen estar tan
fundidas unas con otras y muestran particulas de menor didmetro que las observadas en las Figura
1.4.3.9¢c . Al realizarse los ensayos de textura los geles en la Figura 1.4.3.9b, se disgregaban con
gran facilidad y mostraban gran pérdida de agua. La Figura 1.4.3.9d muestra la microestructura de
una gel con un contenido alto de sélidos totales, como el gel de la Figura 1.4.3.9¢ pero con alta
Fpga. La estructura particulada es similar al gel de la Figura 1.4.3.9b, ademas de las caracteristicas
similares de dureza (25g), elasticidad (0,832) y pérdida de agua (58,8%).

Se puede concluir que al aumentar la concentracion de PGA a altos o bajos solidos totales, se
obtienen geles de tipo esparcibles con poca retencion de agua y baja dureza. Al aumentar la
concentracion de proteinas en geles de B-lg sola se observa un incremento notable en la dureza de

los mismos. Sin embargo los resultados obtenidos muestran que si se aumentan conjuntamente las
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concentraciones de ambos componentes resulta en un gel de malas propiedades mecanicas y de

retencion de agua.
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CUARTA SECCION
1.4.4 ESTUDIO DEL ROL DEL PGA EN LA GELIFICACION DE LA B-LACTOGLOBULINA

El proceso de gelificacion es un mecanismo complejo, en el que se producen simultaneamente
un gran nimero de reacciones. De acuerdo a la temperatura y tiempos de calentamiento, se
favorecen diferentes reacciones que resultan en la formacion de geles de distintas caracteristicas. A
temperaturas por debajo de la de desnaturalizacion de la proteina, se ha reportado que en soluciones
de B-1g sola el proceso limitante para la formacion de geles es la desnaturalizacién, mientras que a
temperaturas mas altas el proceso global esta limitado por la velocidad de agregacion de la proteina
(Verheul et al., 1998c).

Por lo tanto, se analiz6 el efecto del PGA en las diferentes etapas involucradas en el proceso de
gelificacion: desnaturalizacion y agregacion de la proteina, comparando los procesos con y sin la
presencia del polisacarido. La cinética de estos procesos se estudid a diferentes temperaturas y se
compar6 con la cinética global de formacion del gel determinada reoldgicamente.

Las concentraciones utilizadas en este estudio fueron de 6% de proteina y 0,5 % de polisacérido,
Para estos estudios, se eligi6 nuevamente una concentracion de proteina cercana a la minima
necesaria para gelificar en presencia del polisacarido, y una concentracion de polisacarido que
promueve la agregacion de proteina en forma moderada sobre todo a altas temperaturas, donde el
tiempo de gelificacion se reduce en forma notable. De esta forma puede obtenerse informacion
sobre los procesos que tienen lugar durante la gelificacion de los sistemas, evitando una

gelificacion muy rapida.

1.4.4.1 Cinética de gelificacion de geles mixtos p-lg + PGA

La dinamica del desarrollo de la estructura de los geles de B-lg + PGA se realizé mediante el
registro de la evolucién del méodulo elastico (G”) y viscoso (G’’) en el tiempo de calentamiento a
diferentes temperaturas desde temperaturas por debajo de la de inicio de desnaturalizacion de la
proteina (72 °C) hasta temperaturas por encima del pico de desnaturalizacion (88 °C).

Como ejemplo, en la Figura 1..4.4.1 se muestra la evolucion de G* y G’ y el perfil de
temperatura durante el calentamiento a 76 °C. El tiempo de gelificacion se determiné como el
tiempo de cruce de G’ y G’’que ocurri6 en todos los casos durante el periodo de calentamiento a
temperatura constante. Por lo tanto en las condiciones de estos ensayos se puede asumir una

gelificacion isotérmica.
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Figura 1.4.4.1 Evolucién de G’ y G’y perfil de temperatura durante la gelificacion de p-lg + PGA a 76 °C.

Como se mencioné en secciones anteriores, en los sistemas de [-lg sola no se observéd
gelificacion, y las curvas de G* y G’ permanecieron siempre en la zona de ruido, atin a largos
tiempos de calentamiento. Los tiempos de gelificacion en presencia de PGA (ty), disminuyeron de

160 a 13 minutos cuando se incremento la temperatura de 72 a 84 °C (Tabla 1.4.4.1).

Tabla 1.4.4.1. Tiempos de gelificacion en funcion de la temperatura de calentamiento obtenidos
por ensayos de pequenias deformaciones (t,)) y ensayo de “tilting” (t;) para sistemas mixtos [3-

1g/PGA (6%/0,5%). También se indica el porcentaje de 3-Ig desnaturalizada hasta ty y t;

T(°C) toel (Min) Proteina desnat. a ty, t; (min) Proteina desnat a t;
(%) (%)
72 160 34 - -
76 120 13 200 20,3
80 38 20,5 80 37,7
84 13 32,7 50 77,4

En el punto de gel, donde se forma una matriz de masa critica, queda fijada la estructura
espacial primaria del gel. La velocidad de formacion de esta estructura primaria del gel puede ser

evaluada como 1/t para cada temperatura de calentamiento.
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Graficando los valores de 1/t, vs 1/T se obtienen los graficos de Arrhenius que se muestran en
la Figura 1.4.4.2. De la pendiente de estas rectas (R’=99,02%) se calculo la energia de activacién
correspondiente al proceso de formacion de la estructura primaria del gel. Dicha energia de
activacion fue de 256 kJ/mol.

Para todas las temperaturas, tanto G’ como G’’ se desarrollaron en forma similar. Sin embargo,
debido al caracter predominantemente elastico de los geles G’ exhibio valores finales alrededor de
10 veces mayores en magnitud que los de G’’. Por lo tanto, sélo los valores de G’ se discuten en
relacion al desarrollo de la estructura gelificada, ya que este parametro da cuenta del aumento en
las caracteristicas elasticas o sdlidas del gel. Los valores de G’ aumentaron rapidamente durante el
calentamiento a T constante en las primeras etapas del calentamiento, luego aumentaron mas
lentamente y finalmente se estabilizaron al final del calentamiento. Sin embargo, no fue alcanzado
un “plateau” o valor constante de G’ durante el tiempo de medicion (150-600 min). Luego de la
formacion de la red primaria en el punto gel, mas proteina es incorporada en la red, engrosando las
cadenas de la matriz primaria (Verheul et al., 1998b). Como resultado, aumenta la rigidez de la red
luego del tiempo de gelificacion, observandose un aumento de G’ de aproximadamente 100 veces.
Los tiempos de calentamiento requeridos para aumentar los valores de G’ en un factor de 100
fueron 10-40 veces mayores que los tiempos de gelificacion o formacion de la matriz primaria.
Este fendmeno indica que la formacion de grandes agregados en la estructura del gel es un proceso
que ocurre lentamente.

La evolucion de G’ con el tiempo de calentamiento luego del punto de gel fue ajustada con la

siguiente ecuacion que describe una cinética de primer orden:
G’ =G, (1-exp (- kg t) Ec.(1.4.4.1)

donde G’ es el valor final de G’ luego de un tiempo largo de calentamiento y k¢ es la constante de
velocidad de desarrollo de la estructura. El ajuste de las curvas se realizé a partir del punto gel (t,a),
llevando las curvas a cero en la escala de tiempos.

Los altos coeficientes de regresion (R* = 98,8-99,9 %) obtenidos indican que la Ec. 1.4.41
describe satisfactoriamente la evolucion de G’ en el tiempo. La influencia de la temperatura en la
velocidad de desarrollo de la estructura (kg) fue baja, considerando el bajo valor de energia de
activacion obtenido (78 + 3 kJ/mol) de los graficos de Arrhenius en la Figura 1.4.4.2. Por lo tanto,
puede concluirse que la temperatura afecta principalmente la velocidad de formacion de la
estructura primaria del gel, siendo el desarrollo secundario de la estructura menos dependiente de

la temperatura.
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Figura 1.4.4.2. Gréficos de Arrhenius para las velocidades de gelificacién antes del punto gel (1/ty), luego

del punto gel (kg) y la obtenida a partir de los ensayos de “tilting” (1/t;;)

Como se describio en la Seccion 1.4.2, durante el proceso global de gelificacion ocurren una
serie de procesos, que pueden ser separados en los que ocurren en la fase liquida inicial y en fase
solida, luego del punto gel. Los tiempos de gelificacion obtenidos por el ensayo de “tilting” fueron
mayores que los obtenidos por los ensayos de reologia dinamica (Tabla 1.4.4.1), debido a que es
necesario un mayor desarrollo de la estructura del gel para resistir le deformacion impuesta al
invertir los tubos que contienen el gel. A esos tiempos (t;) el médulo G’ se increment6 en 20-50
veces dependiendo de la temperatura de calentamiento. La energia de activacién obtenida al
graficar In(1/t;) vs 1/T mostré un valor intermedio entre los valores obtenidos para 1/t y kg. Estos
resultados resultan razonables ya que tanto la etapas de formacion de la estructura primaria como la
de su desarrollo posterior estarian incluidas en la determinacion de la velocidad de gelificacién por

el método de “tilting”.

1.4.4.2 Cinética de desnaturalizacion

Los parametros cinéticos determinados por el método de Borchardt y Daniels (1957) de las
curvas calorimétricas para el sistema mixto B-lg (6%) + PGA (0,5%) mostraron que una reaccién
de orden 2 presentd el mejor ajuste de las curvas de Arrhenius desde el onset hasta el pico de
desnaturalizacion (R*=99,7%) Este orden coincide con el reportado por Liu et al. (1994) a pH 8. A
partir del factor preexponencial A y la Ea, se calculé la constante de velocidad, kp a cada

temperatura, segun
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kp = A. exp (-E/RT) Ec (1.4.4.2)

La Figura 1.4.4.3 muestra los graficos de Arrhenius para soluciones de 3-lg pura y en presencia
de PGA. El valor obtenido de E, para 3—Ig pura coincide con los reportados por Liu et. al. (1994)
para valores similares de pH y concentracion.

El andlisis y comparacion de los datos cinéticos es complejo debido a la ocurrencia simultanea
de los procesos de disociacion, desplegamiento y agregacion. Los valores de energia de activacion
para la desnaturalizacion de B-lg aumentan con la concentracion y este incremento es mas
pronunciado a bajas velocidades de calentamiento (Hoffmann et al., 1995). Relkin (1996) reporto
valores de E, entre 297 y 585 kJ/mol para una variacion de 6 a 10% de 3-lg a pH neutro, mientras
que Hoffmann et al. (1995) obtuvieron valores entre 370 y 630 kJ/mol al variar la concentracion
entre 5y 20 % de B-lg.

Bajo estas condiciones, la agregacion juega un papel importante en el proceso. E, aumentd
fuertemente en presencia de PGA (411 + 8 kJ/mol) como muestra la Figura 1.4.4.3, revelando un
efecto que puede asemejarse al de aumento de la concentracion de proteina. De hecho, en la
primera seccion se observo que la energia de activacion correspondiente a la desnaturalizacion de
soluciones de proteina (15%) o soluciones mixtas B-1g/PS (15%/3%) fue alrededor del doble que
las observadas en soluciones al 6%. Este efecto seria debido al fendmeno de incompatibilidad
termodinamica entre los biopolimeros a pH neutro, que lleva a un aumento en la concentracion

efectiva de la proteina en la solucion.

B-lg
E, =238 + 18 k] /mol

In(kp)

B-lg+PGA
E,=422 * 8 k] /mol A

-7 . T T
2.80 2.82 2.84 2.86 2.88

1000/T

Figura 1.4.4.3. Gréfico de Arrhenius para las velocidades de desnaturalizacion (kp) de las soluciones de B-lg

y B-lg+PGA

La presencia de PGA redujo la velocidad de desnaturalizacion kp (Fig. 1.4.4.3), lo que esta de

acuerdo con la mayor estabilidad térmica de la proteina mostrada en la Primera Seccion..
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El porcentaje de proteina desnaturalizada hasta el punto gel obtenido de los ensayos oscilatorios
dinamicos (tg) y hasta el tiempo de gelificacion obtenido en los ensayos de “tilting” (t;1) puede ser
estimado a partir de las constantes de velocidad de desnaturalizacion para 72, 76, 80 y 84 °C
(Tabla 1.4.4.1). El porcentaje de proteina desnaturalizada hasta el punto gel varié entre un 3,4 y
32,7 % para temperaturas entre 72 y 84 °C. Estos valores muestran que en el punto de formacion de
la red primaria, una baja proporcion de proteina se encuentra desnaturalizada, aun en condiciones
de altas temperaturas de calentamiento. El porcentaje de proteina desnaturalizada al tiempo de
obtencion de un gel no-deformable de acuerdo al ensayo de “tilting” varié entre 20,3 % para 72 °C
y 77,4 % para 84 °C (Tabla 1.4.4.1). En ambos casos la proporcién de 3-1g desnaturalizada mostré
un incremento significativo a temperaturas cercanas a la de pico de desnaturalizacion (aprox. 86
°C). Un bajo porcentaje de proteina desnaturalizada presente en los geles sugiere el predominio de
enlaces no-covalentes en la formacion de los agregados que conforman la red proteica. Este tipo de
agregacion ha sido denominada “agregacion fisica” (Stading & Hermansson, 1990). De acuerdo a
esto se desprende que los agregados de tipo “fisico” predominarian en geles calentados a

temperaturas relativamente bajas, cercanas a la T de inicio de la desnaturalizacién (aprox. 78 °C).

1.4.4.3 Cinética de agregacion

En la Figura 1.4.4.4 se muestra la evolucién del didmetro hidrodinamico aparente de los
agregados de [-lg sola y B-lg/PGA formados durante el calentamiento a diferentes temperaturas En
las soluciones de P-lg sola, los agregados promedio formados fueron pequeiios, incluso para las
mayores temperaturas de calentamiento, por encima de la temperatura de pico de desnaturalizacion.
Ademas, en una corto intervalo de tiempo alcanzaron un valor constante. Este “plateau” alcanzado
no se deberia al agotamiento de toda la proteina nativa, sino a la formacion de particulas de un peso
medio constante. Durante el calentamiento de las soluciones se produciria la formacion de nuevos
agregados, pero no un aumento en el tamaiio de los mismos con el tiempo. El didmetro promedio
de esos agregados a 76 °C fue de aproximadamente S0 nm. No se observo una variacion importante
en el tamaiio de los agregados en soluciones de B-lg a las diferentes temperaturas, variando el
diametro aparente entre 35 y 65 nm. El pequeiio tamaiio de los agregados formados aun a tiempos
largos de calentamiento explica la incapacidad de gelificacion de la 3-1g a la concentracion de 6%
observada en ensayos de reometria dinamica y ensayos de “tilting”. La presencia de PGA promovié
la formacién de agregados de mayor tamaiio que continuaron creciendo durante el calentamiento,
sin obtenerse un valor constante o plateau al final del tratamiento. Comportamientos similares han

sido observados en presencia de otros polisacaridos. Se han reportado la formacién de grandes
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agregados de B-lg en presencia de polisacaridos tales como goma xantica o pectinas ( Zasypkin et
al., 1996; Beaulieu et al., 2001) En particular se mostré que un aumento en la concentracién de
amilopectina acelera la agregacion de particulas de proteina debido a la separacion de fases,
observandose la formacion de cadenas mas gruesas en los geles mixtos (Olsson et al., 2000).

La microestructura de los geles mixtos de B-lg+PGA observadas por microscopia de barrido

(Seccion 1.4.2), daban la apariencia de un gel liso, del tipo “fine-stranded”, lo cual concuerda con

el tamaiio submicroénico de los agregados formados en este sistema, como se muestra en la Figura

g

1.4.4.4.

— Blg, 76 °C

I T ) 1
0 100 200 300 400
tiempo (min)
Figura 1.4.4.4. Evolucién del didmetro aparente de agregados de B-lg (6%) formados en presencia de PGA
(0,25%) a diferentes temperaturas de calentamiento. Se incluye el diametro de los agregados formados a 76

°C en soluciones de p-Ig sola.

El diametro de los agregados de proteina formados en presencia de PGA aument6 con la
temperatura, observandose un cambio en la dependencia con la misma alrededor de los 80 °C, valor
cercano al onset de desnaturalizacion (77,9 °C). Por encima de esta temperatura se observo un
rapido crecimiento del didmetro de los agregados con la temperatura (Fig 1.4.4.5).

Las flechas (t,) en la Figura 1.4.4.4, indican el tiempo de gelificacién determinado por
reometria dinamica (Tabla 1.4.4.1). Puede observarse que en el punto gel en el cual se forma la
matriz primaria, los agregados presentan un didmetro promedio de unos 300 nm en los sistemas de
B-1g/PGA, independientemente de la temperatura de calentamiento. En cambio en el punto de
gelificacion determinado por el ensayo de “tilting”, que coincide con la formaciéon de una
estructura que no fluye al invertir el tubo (flecha t;), el tamafio de los agregados es de

aproximadamente 600-800 nm (curvas a 76 y 84 °C). En este tiempo la cantidad de proteina

124



Resultados ~ Cuarta Seccion

desnaturalizada esta entre 20,3 y 77,4 % respectivamente (Tabla 1.4.4.1). Esto sugiere que la
formacion de agregados a altas temperaturas involucraria principalmente reacciones de intercambio
entre los grupos tiol expuestos al desplegarse la proteina, lo que lleva a una pérdida de la estructura
nativa de la proteina. Sin embargo, la baja cantidad de proteina desnaturalizada a 76 °C indicaria
que la formacion de agregados a temperaturas por debajo de Ty se da tanto por medio de uniones

covalentes como fisicas.
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Figura 1.4.4.5. Didmetro aparente de agregados formados al calentar (50 min) a diferentes temperaturas las

soluciones de B-lg sola y B-1g/PGA.

En la Figura 1.4.4.6 se muestra la intensidad de luz dispersada, Is, en funcién del tiempo para
soluciones de [3-Ig sola (6%) calentadas a diferentes temperaturas. La intensidad de luz refractada
por una particula en dispersion es, en una primera aproximacion, proporcional a la concentracion
de las mismas y a su masa molar (Hoffman et al., 1996). El comportamiento de las soluciones de [3-
Ig sola fue similar al reportado por Hoffman et al.(1996) para concentraciones de proteina entre 1,5
y 10 % y temperaturas entre 61 y 70 °C.

A diferencia del comportamiento observado para el tamaiio de los agregados formados a
diferentes temperaturas en soluciones de (3-lg sola, donde no se observd un aumento con el tiempo
de calentamiento, I; mostré un importante aumento durante el calentamiento a partir de los 80 °C.
Esto estaria indicando un aumento en el nimero de los agregados en las soluciones de f3-lg sola,

aunque no se produciria un aumento en el tamafio de los mismos por encima de los 65 nm.
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Figura 1.4.4.6. Cvolucién de la intensidad de luz dispersada (Is) para B-lg sola calentada a diferentes

temperaturas.

Las curvas en la Figura 1.4.4.6 muestran un rapido crecimiento de la intensidad con el tiempo

al comienzo; posteriormente se obtiene un maximo en las curvas que es proporcional al tamaiio de

los agregados, manteniéndose éste valor maximo de I durante el resto de tiempo de calentamiento.

La estabilizacion de I; observada en los sistemas de 3-1g sola estaria relacionado a la obtencién de

agregados de un tamaiio constante en las soluciones de f3-Ig.
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Figura 1.4.4.7. Evolucién de intensidad de luz dispersada (Is) para B-lg (6%) en presencia de PGA (0,5%)

calentada a diferentes temperaturas. Se incluye la curva de Ig para fB-lg sola (6%). Las pendientes de la

agregacién primaria y secundaria se indican para 76 °C y 80 °C.
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Is aumentd fuertemente en presencia de PGA como se muestra en la Figura 1.4.4.7 donde se
grafica a modo comparativo la curva de Is para la -Ig sola a 76 °C.

A 76 °C se observa que en el sistema con PGA se alcanza un “plateau” a los 100 minutos de
calentamiento. Luego de un tiempo equivalente al t, obtenido por reometria (120 min) se observa
un nuevo aumento en la intensidad, probablemente debido a la formacion de grandes estructuras
agregadas en el punto gel (Figura 1.4.4.7). A 80-84 °C, debido a la rapida evolucion de Is con el
tiempo, se ven dos fases consecutivas con diferentes pendientes, siendo la pendiente del incremento
inicial de Is mayor que la segunda pendiente. El segundo incremento de Is, parece tener correlacion
con la agregacion secundaria del gel, en la cual el tamafio de particula muestra un brusco aumento
con el tiempo (Figura 1.4.4.4).

El aumento inicial de la intensidad de luz dispersada (dls/dt),, tomado de la pendiente inicial de
las curvas describe la velocidad de agregacion de la proteina y depende de la temperatura de
calentamiento. Esta velocidad es proporcional al tamaiio de las particulas formadas inicialmente y a
la velocidad de formacion de las mismas (Hoffman et al., 1996). Si bien se observa un rapido
aumento inicial de I tanto en el sistema de -lg sola como en el sistemas mixto 3-Ig/PGA, solo en
el ultimo caso la agregacion de la proteina llevara a la formacion de una matriz primaria del gel,
debido al tamafio suficientemente grande de los agregados formados. En la Figura 1.4.4.8 se
muestran los graficos de Arrhenius para las velocidades de agregacion inicial para -1g sola y B-1g
+ PGA. Puede observarse que el efecto principal del PGA se manifesto en un gran aumento de la
velocidad de agregacion. La energia de activacion aumentd ligeramente en presencia de PGA de

138 £ S kJ/mol a 193 = 15 kJ/mol.

T (°C) 84 80 76 72
B-lg+PGA
= E,=193 + 15 k] /mol
T 7.5-
>
3
£ B-lg
504 E,=138 + 5 kJ/mol
T T T T —T —T 1
280 2.82 284 286 2838 290 292 294

1000/T

Figura 1.4.4.8. Grificos de Arrhenius para las velocidades de agregacion inicial de soluciones de 3-Ig pura y

B-lg + PGA.
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El segundo incremento en lIs, que comienza luego del punto gel (ty), se relaciona a la
velocidad de agregacion luego de formada la red primaria. El valor de la energia de activacion
calculado para esta segunda etapa de agregacion en funcion de la temperatura de calentamiento fue

de 204 kJ/mol, similar al valor obtenido para la agregacion primaria.

1.4.4.4 Anailisis de las energias de activacion

La gelificacion térmica de la B-lg puede ser descripta por un mecanismo simplificado que consta
de dos pasos consecutivos: desnaturalizacion de la proteina seguida de varias reacciones de
agregacion que involucran uniones covalentes y no covalentes (fisicas). La velocidad de los
procesos quimicos que involucran varias reacciones esta generalmente limitada por uno de estos
procesos. La energia de activacion del proceso global coincide principalmente con la energia de
activacion del proceso limitante. En el presente estudio, el proceso global es la gelificacion, cuya
cinética se determiné por reometria dinamica y las reacciones involucradas comprende la
desnaturalizacion y agregacion de la proteina.

Comparando los valores de E, obtenidas para la agregacion (193 kJ/mol), desnaturalizacion
(422 kJ/mol) y formacion de la estructura primaria del gel (1/t,) (256 kJ/mol) en presencia de
PGA, puede concluirse que la etapa limitante en la formacion de la estructura primaria del gel seria
la agregacion de la proteina. A pH neutro y baja fuerza idnica las reacciones de agregacion limitan
la velocidad de gelificacion de soluciones de B-lg sola (Verheul et al., 1998c, Taylor et al, 1994).

Aun sin comparar los valores de energia de activacién, podria haberse llegado a la misma
conclusiéon considerando lo siguiente: si la etapa de desnaturalizacion hubiera sido la etapa
limitante, el agregado de polisacarido, que retarda la desnaturalizacion, hubiera resultado en una
disminucion en la velocidad de gelificacion. Sin embargo, experimentalmente fue observado lo
contrario, ya que el agregado del polisacarido promueve la gelificacion de soluciones de B-lg al
6%, que no gelifican en ausencia del mismo.

Por lo discutido anteriormente, puede concluirse que a pesar de que el PGA tiene un efecto
retardante en la desnaturalizacion de la proteina (ya que aumenta la estabilidad térmica de la
misma), este polisacarido promueve en forma importante la agregacion de la proteina, que
constituye la etapa limitante en la formacion del gel. En presencia del polisacirido se forman
agregados suficientemente grandes (300 nm) para la formacién de la estructura primaria, que luego
se desarrolla con el tiempo de calentamiento hasta alcanzar una estructura gelificada estable.

De forma similar, comparando la energia de activacion para los procesos luego del tiempo de
gelificacion ( gelificacion en la fase sélida) puede decirse que los valores de E, correspondientes al

desarrollo de la estructura gelificada (78 kJ/mol) son mucho menores que las E, para las reacciones
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de desnaturalizacion/agregacion (422 y 204 kJ/mol) involucradas. Este resultado sugiere que la
gelificacion en esta etapa es un proceso limitado por la difusién debido a la alta viscosidad de la
matriz sélida formada. Por lo tanto en esta etapa, los procesos de transferencia de masa limitarian la
velocidad de gelificacion, en lugar de las reacciones quimicas involucradas (desnaturalizacion-

agregacion).
1.4.4.5 Propiedades de los geles

Se estudiaron las caracteristicas viscoelasticas, la textura, pérdida de agua y microestructura de
los geles de B-lg (6%) + PGA (0,5%) en funcion de las condiciones de temperatura y tiempo de
calentamiento a las que fueron sometidos. Varias de estas propiedades ya se habian mostrado en la
seccion anterior para temperaturas por encima de la temperatura de pico de desnaturalizacidn, y se
analizaron en forma comparativa para otros polisacaridos no-gelificantes. En esta parte se analizan
fundamentalmente las diferencias observadas entre los sistemas gelificados obtenidos a
temperaturas por debajo y por encima de la de desnaturalizacion, para mostrar el efecto de las
diferentes reacciones involucradas en las propiedades de los geles y el efecto del tiempo de

calentamiento, principalmente en los geles formados a menores temperaturas.

Tabla 1.4.4.2. Propiedades viscoelasticas de geles de B-lg (6%) + PGA (0,5%) calentados a diferentes

temperaturas y periodos de tiempo.

T (°C) Tiempo de G’ (Pa) G*’ (Pa) tan
calentamiento (min) (1 Hz) (1 Hz) (1 Hz)
72 600 136 15,5 0,114
76 420 91 12,9 0,141
80 240 400 35,1 0,0878
84 180 424 41,1 0,0969
88 120 455 43,9 0,0964

El tiempo de calentamiento seleccionado para cada temperatura de tratamiento (Tabla 1.4.4.2)
fue suficiente para lograr que el modulo elastico, G* se incremente en aproximadamente 100 veces
durante el periodo de calentamiento. La Figura 1.4.4.9 muestra la dependencia con la frecuencia de
G’ a 20 °C para los geles B-Ig+tPGA formados a temperaturas entre 72 y 88 °C. Como fue descripto

anteriormente, la dependencia de médulo elastico (G’) con la frecuencia provee de informacién
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acerca del tipo de estructura del gel. Para obtener el grado de dependencia de G’ con la frecuencia,
se ajustaron los datos con la Ec. (1.3.4).

Para todos los sistemas gelificados, fueron obtenidos valores similares de n, que se encuentran
indicados en la Figura 1.4.4.9. El valor de n fue tomado como un indice del caracter viscoelastico
de los geles. n es cero para geles puramente elasticos, y toma valores mayores con el aumento en la
contribucion relativa de la componente viscosa. Los valores de n obtenidos indican la naturaleza

predominantemente elastica de los geles.

600-
88 °C, n=0,0644
450+ st 22 84 °C, n=0,0626
g ................ e "780 °C, n=0,0621
0y 300
150- tonso 72°C, n=0,0646
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Figura 1.4.4.9. Barridos de frecuencia para los geles de B-lg + PGA formados a temperaturas entre 72 y 88
€

Puede verse que encima de los 76 °C, cerca del inicio (Tyse) de la desnaturalizacion de la
proteina, los valores de G’ muestran un crecimiento notable. De acuerdo con la teoria de
elasticidad, G* deberia ser mayor a mayores temperaturas (Ferry, 1975, Bowland et al, 1995b). Los
geles de B-lg+PGA exhibieron dicha relacion. Un incremento de G’ durante el calentamiento y
luego del enfriamiento es indicativo de interacciones covalentes e hidrofébicas que contribuyen a la
rigidez de la matriz. Los otros parametros reolégicos mostrados en la Tabla 1.4.4.3 presentaron el
mismo comportamiento. Por encima de los 76 °C, G’ aumenté abruptamente y se observo una
disminucién en tan 8. Tan & representa la viscoelasticidad relativa en la red proteica o el caracter
solido de la matriz (Aguilera et al., 1993). De acuerdo a esto, los geles formados a las mayores
temperaturas presentaron un mayor caracter sélido (mayor viscoelasticidad), debido a que
exhibieron menores valores de tand.

La apariencia visual de los geles mixtos de (3-1g+PGA calentados durante 120 min a diferentes
temperaturas se muestra en la Figura 1.4.4.10. Los geles formados a 72 o 76 °C se deformaron

completamente al ser desmoldados (geles que no se autosoportan), pero los formados a 84 y 86°C
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tenian la apariencia de geles fuertes. Sin embargo, los geles formados a 72 y 76 °C pudieron
desarrollar una estructura mas rigida, del tipo autosoportada, al calentarlos durante un tiempo mas
prolongado (10 y 7 h respectivamente). Como se menciond anteriormente, este tiempo fue

suficiente para el desarrollo de G’ segtin se indicé en la Tabla 1.4.4.3.

t = 120 min

76 °C 80 °C 84 °C 88 °C

t=10h 7h

72 °C 76 °C

Figura 1.4.4.10. Apariencia visual de los geles de B-lg (6%) + PGA(0,5%)

Las propiedades de textura de los geles calentados durante 120 min a diferentes temperaturas se
muestran en la Figura 1.4.4.11. La dureza mostré un gran aumento con la temperatura de
calentamiento. El aumento del tiempo de calentamiento modific6 fuertemente las caracteristicas de
los geles formados a 76 °C, mostrando mayores valores de dureza que los formados a 80 °C cuando
fueron calentados por largos periodos de tiempo. Los geles formados a temperaturas mayores que
80 °C (con calentamiento de 120 min) mostraron una elasticidad y cohesividad casi constante. Las
caracteristicas de los geles no autosoportables formados a 76 °C son responsables del marcado

descenso en los parametros. Sin embargo, con tiempos de calentamiento mas largos (7-10 h), los

131




Interacciones entre B-Ig y polisacdridos en sistemas gelificados

geles formados a menores temperaturas fueron mucho mas elasticos y cohesivos que los formados
a 80-88 °C. La pérdida de agua de los geles fue baja para todas las muestras (< 5%),
independientemente de la temperatura de calentamiento. Los resultados indican un gran cambio en
las propiedades de los geles por arriba de la temperatura de onset de desnaturalizaciéon de la
proteina. Este comportamiento puede atribuirse al gran incremento en la velocidad de
desnaturalizacion por encima de los 76 °C, que contribuye a la formacién de enlaces covalentes en

la matriz gelificada por uniones de intercambio tiol/disulfuro.
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Figura 1.4.4.11. Propiedades de textura y pérdida de agua de los geles de B-lg/PGA. Las lineas partidas

indican el comportamiento de geles calentados a 72 y 76 °C por 10 y 7h. Los otros puntos corresponden a

geles calentados 120 min.

A temperaturas entre 72-76 °C la velocidad de desnaturalizacion es relativamente baja por lo
cual la proteina se desnaturaliza en una baja proporciéon como se muestra en la Tabla 1.4.4.1,
predominando la formacion de agregados fisicos. La subsiguiente formacion de la matriz via
uniones covalentes entre agregados ocurriria lentamente, permitiendo la formacién de estructuras

homogeéneas de tipo “fine-stranded”. Como se muestra en la Figura 1.4.4.10, los geles formados a
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las menores temperaturas (7-10 h) fueron translicidos, y exhibieron buenas propiedades de
retencion de agua, alta elasticidad y cohesividad. A temperaturas > 80 °C, los geles fueron mas
opacos y duros, debido al mayor nivel de B-lg desnaturalizada involucrada en la estructura del gel
por encima de la temperatura de desnaturalizacion (Tabla 1.4.4.1).

La Figura 1.4.4.12 muestra la microestructura de los geles formados entre 80 y 88 °C. A pesar
de que estos geles fueron tipo “fine-stranded”, la microestructura observada por microscopia de
transmision mostré grandes diferencias entre las muestras. A 88 °C, la estructura fue homogénea
paro mas densa que a 80 °C. Stading y Hermansson (1992) estudiaron el efecto de las velocidades
de calentamiento en las caracteristicas de geles “fine-stranded” de [(-lg formados a pH 7.5. Se
encontr6 que las velocidades mas altas de calentamiento llevaron a la formacion de redes
homogéneas compuestas por gruesos agregados. Los efectos de aumento de velocidad de
calentamiento de [-lg son similares a los de aumento en la temperatura de calentamiento
(Foegeding et al., 1995). Las microestructuras mostradas en la Figura 1.4.12 confirman estos

resultados, observandose la formacion de estructuras mas densas con una mayor temperatura.

T= 80 °C 84 °C 88 °C

Figura 1.4.4.12. Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM) para geles B-1g (6%)

+ PGA (0,5%) formados a diferentes temperaturas

Los resultados obtenidos parecen indicar que las propiedades viscoelasticas estan relacionadas a
la composicion de las cadenas del gel. Geles con cadenas mas gruesas formados a 88 °C tuvieron

mayores valores de G* y dureza. Sin embargo, la mayor elasticidad de los geles formados a 72-76
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°C (7-10 h) podria relacionarse a la formacién de estructuras con cadenas mas flexibles y un bajo
modulo elastico y dureza.

La elasticidad podria estar determinada por la naturaleza de la uniones involucradas en la
formacion de agregados que forman el gel primario. Los geles formados a menores temperaturas
involucran principalmente agregacion fisica, debido al bajo porcentaje de proteina desnaturalizada
previamente a la obtencion del punto de gel.

Por los resultados obtenidos puede concluirse que el PGA afecta los procesos de
desnaturalizacion y agregacion involucrados en la gelificacion de la proteina. Este comportamiento
se deberia principalmente a los fenomenos de incompatibilidad termodinamica entre los
biopolimeros a pH neutro, que aumenta la actividad termodindmica de la proteina. EI PGA
promueve fuertemente la agregacion de la B-lg, que constituye la etapa limitante del proceso de
gelificacion, de forma tal que permite la formacion de agregados lo suficientemente grandes como
para que se forme la estructura primaria del gel que luego se sigue desarrollando con el tiempo de
calentamiento.

La temperatura y el tiempo de calentamiento tienen un efecto ya sea previamente o
posteriormente al punto gel, y determinan la microestructura y las propiedades funcionales de los
geles. El grado de agregacion y el tipo de interacciones involucradas previamente al punto de gel

parece ser muy importante en la determinacién de la estructura 'y propiedades de los geles.
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I. 5§ CONCLUSIONES

» En general se puede concluir que los fendmenos observados a pH 7 y en menor medida a
pH 6 se deberian a que alin en condiciones en las que no se observa una separacion
macroscopica de fases en los sistemas mixtos de B-lg y polisacaridos no gelificantes, el
efecto de volimenes de exclusion y la limitada compatibilidad termodinamica entre los
biopolimeros en solucién lleva a una modificacion en la cinética de gelificacion, asi como
en las propiedades micro y macroestructurales de los geles. Ademas, podrian existir entre
los biopolimeros fendmenos de complejamiento durante el calentamiento. En particular ha

sido descripta la formacion de complejos a pH> pl en sistemas mixtos de PGA y proteinas.

» Para los sistemas a pH neutro se pueden realizar las siguientes conclusiones:

- Los polisacaridos aumentan la estabilidad térmica de la B-Ig lo cual se manifiesta por un
aumento en la temperatura de inicio de desnaturalizacion, un aumento en el cambio de entalpia
y en el caso de los sistemas deshidratados en un aumento en la temperatura de pico de

desnaturalizacién.

- Los polisacaridos promueven la agregacion de la (3-lg, ya sea a través de un aumento del
tamaiio de los agregados como de la velocidad de formacion de los mismos.

Dado que la agregacion es la etapa limitante de la velocidad de formacion de los geles de B-lg,
tal como se demostrd en detalle para el sistema PGA/B-1g, el mencionado efecto (agregacion)
se traduce en la posibilidad de formacion de geles de B-lg, ain en concentraciones donde la

proteina por si sola no puede gelificar.

- Existe un efecto diferencial entre los diferentes polisacaridos en la dinamica de la gelificacion
de B-lg ya que el tiempo necesario para que ocurra la gelificacion y para que se desarrolle la
estructura del gel es mucho menor en presencia de A-C y xantica que en presencia de PGA. Por
lo tanto, en presencia de cada polisacarido y dependiendo de la temperatura de calentamiento,
se requeriran diferentes tiempos de calentamiento para lograr desarrollar las caracteristicas

finales del gel.

- Los geles obtenidos en presencia de goma xantica presentan una microestructura particulada,

la menor viscoelasticidad, caracter sélido y dureza; no obstante su capacidad de retencion de
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agua es muy elevada debido a las caracteristicas propias altamente hidrofilicas de este
polisacarido.

Los geles obtenidos en presencia de A-C también presentan una estructura particulada pero son
mas viscoelasticos y duros que los de xantica, exhibiendo la mayor pérdida de agua.

Los geles con PGA tienen caracteristicas muy diferentes a los anteriores pudiéndose obtener en
condiciones de baja concentracion de proteina y PGA una microestructura de tipo “fine-
stranded” que en términos macroestructurales se refleja en una mayor elasticidad y

viscoelasticidad, alta retencion de agua y transparencia 6ptica.

» Para los sistemas a pH 6:

- El efecto de los polisacaridos en la estabilidad térmica es mucho menor, prevaleciendo el

efecto estabilizante de un pH (6) mas cercano al pl de la 3-Ig.

- Las diferencias entre los diferentes sistemas mixtos en la dinamica de gelificacion es menor
que a pH neutro, observandose similares tiempos de gelificacion y velocidades de desarrollo de
la estructura del mismo orden. Sin embargo el sistema con PGA es mas susceptible a las
variaciones de pH presentando a pH 6 un mayor tiempo de gelificacion y mayor velocidad de

desarrollo de la estructura.

- Los geles obtenidos a pH 6 son siempre del tipo particulado, presentando una
microestructura, viscoelasticidad y propiedades opticas similares en presencia de los diferentes

poisacaridos.

> Para los geles de B-1g/PGA:

Se identificaron como variables “clave” en el control de las caracteristicas micro y
macroestructurales de los geles a la concentracion total de sélidos y a la relacion PGA/B-Ig. Se
obtuvieron geles de buenas propiedades viscoelasticas, dureza y retencion de agua, ya sea a
bajas o altas concentraciones de sélidos totales (7-13%) siempre y cuando la fraccion de PGA
en los so6lidos sea baja (5-12%). En cambio para mayores relaciones PGA/B-Ig los geles son

mas débiles y tienen mayor pérdida de agua, presentando la caracteristica de ser esparcibles.
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IL1 INTRODUCCION

IL1.1 PROPIEDADES INTERFACIALES DE PROTEINAS

IL1.1.1 Propiedades moleculares de proteinas que afectan las propiedades interfaciales

Las proteinas se utilizan como agentes surfactantes para la obtenciéon de emulsiones o espumas.
debido a su capacidad para ubicarse en la interfase orientando las zonas no-polares hacia la fase no
polar y las polares hacia el agua. Debido a su complejidad estructural, la estructuracion de las
proteinas en la interfase es bastante diferente a la de otro tipo de tensioactivos con bajo peso
molecular, como los mono o diglicéridos o fosfolipidos (Phillips et al., 1994a).

Las proteinas poseen flexibilidad molecular y capacidad de alterar su conformacion para
reorientarse y asociarse en la interfase formando peliculas estables. En la Tabla II.1.1 se muestran

los principales factores que afectan las propiedades interfaciales de proteinas.

Tabla IL.1.1. Factores que afectan las propiedades interfaciales de proteinas

Intrinsecos de la molécula Extrinsecos

Composicidn de aminoacidos (aa) pH

Relacién (aa no polares) / (aa polares) Fuerza ionica

Distrubucién de grupos hidrofébicos e Concentracién proteica
hidrofilicos Tiempo

Estructura secundaria, terciaria y cuaternaria Temperatura

Uniones disulfuro y grupos tioles libres Aplicacién de energia mecanica
Tamaiio y forma molecular

Flexibilidad molecular

Para describir el comportamiento de las proteinas en la interfase, es esencial un profundo
conocimiento de las caracteristicas fisico-quimicas de la proteina en solucion. Sobre esta base, se
ha dado una descripcion general del comportamiento interfacial de las proteinas, de acuerdo a la
conformacion que esta adopta en solucion. La conformacion que presentan las moléculas proteicas
en solucidn, puede ser englobada en tres catergorias (Carrera Sanchez, 2000):

-Moléculas altamente solvatadas y flexibles, que presentan una estructura expandida y en parte
enrollada (por ejemplo las caseinas)

-Moléculas que presentan una estructura regular, tipo a-hélice o laminas plegadas

-Moléculas que pueden contener a-hélices, laminas plegadas, y partes de estructuras ordenadas

y desordenadas en el interior de una estructura compacta (proteinas globulares)
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En las proteinas de tipo globular, como la B-lactoglobulina, los residuos apolares se concentran

preferentemente en la superficie.

I1.1.1.2 Termodindmica de adsorcion de proteinas

En el seno de la solucidon las moléculas de proteinas se encuentran rodeadas de otras de su
misma especie, siendo las fuerzas de interaccion iguales o simétricas en todas las direcciones. En la
superficie, estan sujetas a una fuerza neta, ya que las fuerzas de atraccion ejercidas por la moléculas
en el seno de la solucién son diferentes a las ejercidas por las moléculas en la fase aire que se
encuentra sobre el liquido (Figura IL1.1). Esta atraccion tiende a arrastrar a las moléculas de la
superficie hacia el interior del liquido. Este fenémeno se denomina tension superficial (o
interfacial), y, y es el efecto responsable de la resistencia que un liquido presenta a la penetracion

superficial.
Aire
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Figura IL1.1. Fuerzas de interaccion entre las moléculas de un liquido

El desbalance de las fuerzas en la interfase se traduce en una energia libre superficial o energia
libre de Gibbs. Como la energia libre de las moléculas en la interfase es mayor a las del seno de la

solucidn, el liquido tiende a contraerse para minimizar la superficie expuesta. Una expansion del
area interfacial (AA) requiere de un trabajo proporcional a dicha expansion, segln :

AG=y.AA

donde y es la tension superficial si la interfase es aire-liquido y tiene unidades de fuerza/superficie.
(Ej: N/m%), y AG es la energia libre requerida para aumentar el area de contacto entre las dos fases

inmiscibles (Mc Clements, 1999b). Cuanto menor es y, menor es el trabajo necesario para aumentar
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el area superficial. Las moléculas de proteina se concentran en la superficie formando peliculas
(films), disminuyendo la tensién superficial y generando una presion superficial “n”, que se define
COMO M=Ysoiv - Y1, donde Yo, Y 71 Son la tension superficial del solvente puro y la solucién
respectivamente. Durante el proceso de formacion de la emulsién o espuma se produce un
incremento del érea interfacial, que depende del namero y tamafio de la fase dispersa. Este proceso
es dinamico y requiere una gran cantidad de energia. Por esto, una reduccién en la tension
interfacial favorecera la formacion de la espuma desde el punto de vista energético.

Las técnicas mas comunes para evaluar la tensién superficial incluyen métodos estaticos como
medicién de volumen de las gotas (estalagmoémetro de Traube), caracterizacion de forma y tamaiio
de la gota (método de Sessile, anillo de Du Nouy, tensiolaminémetro de la placa Wilhelmy)
(Graham y Phillips, 1979a; German et al., 1985), ascenso capilar (Mc Clements, 1999¢) y por
distintos métodos dinamicos como método de la gota pendiente (Tornberg, 1978 a,b), métodos de
maxima presion sobre burbuja, métodos oscilatorios. En los dltimos afios se han desarrollado
metodologias mas modernas como las balanzas para peliculas tipo Langmuir (Herrington et al.,
1987, Dynarowicz-Latka et al., 2001).

Las caracteristicas de las peliculas que influyen en la estabilidad y propiedades de los sistemas
dispersos son entre otras: comportamiento de flujo, dilatacion interfacial y elasticidad,
concentracion superficial, espesor del film, morfologia, conformacion proteica, interacciones
intermoleculares en el film. Entre las técnicas utilizadas para estas determinaciones se encuentran
las técnicas de dispersion (luz, rayos X, neutrones), de reflexion (elipsometria, de neutrones), de
adsorcién de radiacion electromagnética (infrarrojo, visible-UV, fluorescencia, NMR, dicroismo
circular), técnicas bioquimicas (inmunoensayos e hidrélisis enzimatica) y microscépicas
(microscopio de fuerza atdomica, microscopia electrénica) (Mc Clements, 1999c).

Algunas de estas técnicas se describiran con mas detalle en esta seccion.

I1.1.1.3 Cinética de adsorcion de las proteinas en la interfase

Las moléculas proteicas tienden a acumularse en la interfase debido a su actividad superficial
formando en la interfase peliculas monomoleculares que se denominan monocapas.

Los tensioactivos de bajo peso molecular forman monocapas con un alto grado de
empaquetamiento en la interfase, lo que los hace muy efectivos en reducir la tensién interfacial
(Fig I1.1.2a). Los biopolimeros flexibles, tales como las caseinas, se ubican en la interfase en una

forma expandida, con segmentos hidrofébicos e hidrofilicos incluidos en la fase aire y agua
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respectivamente en forma de lazos y colas, y las partes neutras ubicadas sobre la interfase aire-agua
(Fig IL.1.2 b). Inmediatamente luego de la adsorcion, los biopolimeros compactos (tales como las
proteinas globulares) tienden a adoptar una orientaciéon que maximiza el area de contacto entre las
zonas hidrofébicas y la fase no polar (Fig II.1.2 ¢). Luego de la adsorcion las moléculas de proteina

pueden cambiar su conformacion en respuesta a las condiciones del medio (Mc Clements, 1999a).

Figura I1.1.2 Orientacion de tensioactivos en interfaces aire-agua o aceite-agua. A: moléculas de surfactantes

de bajo peso molecular, B: biopolimeros flexibles, C: proteinas globulares

Las monocapas formadas por proteinas presentan un grado de empaquetamiento menor que los
tensioactivos de bajo peso molecular. Sin embargo, las fuertes interacciones que se establecen entre
moléculas de proteina que conforman la monocapa le otorgan caracteristicas viscoelasticas que las
hacen sumamente resistente a deformaciones.

La adsorcion de proteinas en la interfase se da por fijacion de cantidades variables de segmentos
polipeptidicos a la interfase, y en muchos casos, largas porciones de la molécula proteica
permanecen en la fase acuosa. El comportamiento que presentan las proteinas dependera de su
solubilidad en las condiciones del medio: pH, fuerza idnica, temperatura y composicion de la
subfase acuosa.

Es muy importante conocer la velocidad a la que ocurre el proceso de adsorcion en la interfase.
Dicha velocidad debe ser suficientemente rapida para que las moléculas puedan adsorberse sobre la
interfase de gotas o burbujas creadas durante la formacién de la espuma o emulsion. Esta
caracteristica, junto con la capacidad de disminuir la tensién interfacial y formar una monocapa
resistente son las que debe presentar un emulsionante o espumante para que sea eficaz en la
estabilidad de una emulsion (Dickinson y Mc Clements, 1995, Walstra, 1996).

La velocidad de adsorcion depende de las caracteristicas moleculares del emulsionante (tamario,
conformacion e interacciones), la naturaleza de la fase continua y de las condiciones del proceso,
tales como temperatura, método de formacion de la dispersion, etc.

Las proteinas en la interfase pueden adoptar las siguientes conformaciones (Carrera Sanchez,
2000), segtn se observa en la Figura I1.1.3:

-Filas (trains): son los segmentos (lineales) que estan en contacto directo con la interfase.
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-Lazos (loops): son los segmentos de polipéptidos entre las filas que estan suspendidos en el
seno alguna de las fases.

-Colas (tails): se refiere a los segmentos terminales de la cadena de polipéptidos. Como sus
grupos terminales estan cargados a pH neutro, se espera que las colas estén presentes en el seno de

la fase acuosa.

/ lazTos

fila

colas

Figura I1.1.3. Conformaciones que adoptan las proteinas en la interfase

La distribucion de acuerdo a estas conformaciones dependera de la energia libre de adsorcion de
los segmentos de la molécula polimérica y de la flexibilidad de las cadenas (Kim et al., 1987). En
solucion acuosa las proteinas globulares adoptan una conformacion tridimensional en la cual los
aminoacidos apolares se disponen preferentemente en el interior de la molécula. Cuando la proteina
se adsorbe en la interfase puede reducir su energia libre y alterar su conformacion, orientando sus
aminoacidos hidrofébicos hacia la fase aire y los hidrofilicos hacia la fase acuosa.

En un sistema acuoso no agitado, inicialmente las moléculas de proteina difunden rapidamente
desde el seno de la solucion hacia la interfase y el proceso de adsorcion esta controlado por la
velocidad de difusion, que depende del tamaiio y la forma de la molécula y de las caracteristicas del
medio acuoso. Las moléculas adsorbidas en la interfase se despliegan y desnaturalizan
parcialmente, cubriendo el maximo de area posible. Las moléculas mas flexibles pueden
rapidamente alterar su conformacion, mientras que moléculas mas rigidas como las proteinas
globulares cambian mas lentamente.

Luego de la etapa de difusion, las moléculas de proteina se estructuran, interaccionando entre si,
con un consiguiente aumento en la presion superficial. EI reordenamiento de las moléculas
adsorbidas en la superficie puede ser retardado por varios eventos: presencia de una barrera de
adsorcion, lentos reordenamientos moleculares, formacion de complejos, transiciones de fase en la

superficie y formacion o destruccion de una estructura tridimensional (Luchasen-Reynders, 1993).
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Cuando la concentracion de proteina adsorbida (I') se incrementa, se genera una barrera
electrostatica en el lado acuoso de la superficie debido a la orientacion de los grupos proteicos
cargados hacia la fase acuosa polar. Las moléculas de proteina requieren de una energia cinética
adicional para vencer la barrera electrostatica y comprimir las moléculas ya adsorbidas en la
interfase, para permitir la adsorcién de proteina adicional. En esta etapa del proceso, la velocidad
estd determinada por la capacidad de las moléculas proteicas para penetrar en la interfase y
reacomodarse, creando espacio en el film preexistente (Phillips et al., 1994a). Una vez adsorbidas
en la interfase, las moléculas de proteina interactuan en la misma, para lograr un estado de menor
energia libre. Con el incremento de proteina adsorbida el reordenamiento de las moléculas en
forma extendida disminuye y el film cambia de estado expandido a comprimido (Kinsella y
Phillips, 1989). Para la formacién de un film cohesivo, se necesitan extensas interacciones
proteina-proteina que formen una red continua tridimensional y que impartan rigidez estructural,
sin embargo, si el nimero de interacciones intermoleculares resulta excesivo, puede ocurrir una
coagulacion y posterior desestabilizacion del film (Halling, 1981).

Los factores que gobiernan la formacion de una pelicula interfacial y que son deseables para la
formacién de una espuma, no son exactamente los mismos que determinan su estabilidad. Una
proteina ideal para la formacion de espuma debe ser relativamente pequeiia y flexible (facilitando
el desdoblamiento y la incorporacion en la interfase) , soluble (para difundir rdapidamente), tener
una importante hidrofobicidad superficial (German et al., 1985). La estabilidad de la espuma refleja
las propiedades reolédgicas, eléctricas y de hidratacién del film proteico. La formaciéon de una
pelicula requiere de moléculas largas (para permitir mayores interacciones en la interfase
fortaleciendo los films), anfipaticas (para proveer una distribucion desbalanceadas de residuos
cargados y apolares que mejoran las interacciones interfaciales) y capaces de retener parte de la
estructura (mejora la superposicion e interaccion de los segmentos en el film). Deben poseer
regiones interactivas (la disposicién de diferentes segmentos funcionales facilita las interacciones
secundarias en la fase acuosa, al fase gaseosa y la interfase), grupos cargados (afectan las
interacciones proteina- proteina en el film y producen repulsiones electrostaticas entre burbujas
adyacentes) y residuos polares (residuos cargados o hidratables que mantienen las burbujas

apartadas, unen y retienen agua) (Kinsella y Phillips, 1989).

I1.1.1.4 Caracterizacion de las monocapas

I1.1.1.4.1 Tipos de monocapas
Las sustancias simples (por ej. monoglicéridos, tensioactivos de bajo peso molecular) o los

biopolimeros pueden formar monocapas o bien por adsorcion desde el seno de la solucién, o por
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esparcimiento sobre la superficie. Asi pues, las monocapas pueden clasificarse en dos tipos
(Carrera Sanchez , 2000):

-monocapas adsorbidas: se forman por acumulacion en la interfase de sustancias disueltas en la
subfase. Existe un equilibrio entre subfase e interfase.

-monocapas esparcidas: se obtienen por deposicion o esparcimiento directo en la interfase. En
el caso de un tensioactivo de bajo peso molecular se requiere la presencia de un solvente volatil

como portador de la sustancia formadora de la monocapa.

I1.1.1.4.2 Estructura molecular de las monocapas

Los parametros mas importantes que caracterizan a una monocapa sobre la interfase aire-agua
son: presion superficial (n=y,-y), area superficial, nimero de moléculas presentes en la monocapa y
temperatura.

El area ocupada por la monocapa y el nimero de moléculas presentes en ella se expresan
conjuntamente por medio del area molecular (A). De esta forma, se puede expresar la ecuacion de
estado de una monocapa, a temperatura constante, como:

n=n(A, T)

Si la temperatura se mantiene constante, la relacién entre la presion superficial y el drea
molecular se puede expresar graficamente por medio de la isoterma n-A.

Como las monocapas no forman fases con caracteristicas totalmente independientes de la
solucion, la ecuacion de estado depende también de la naturaleza de la fase adyacente, es decir de
los solutos presentes en la subfase.

La obtencién de las isotermas n-A de una monocapa puede realizarse por dos métodos:

-Método de Langmuir: La medida de presion superficial se realiza en una balanza de superficie,
en la cual un flotador fijo separa una superficie limpia de un area cubierta por monocapa,
midiéndose las fuerzas que se originan mediante una derivacion situada en el flotador (Langmuir,
1917). En la zona limpia la fuerza medida sera la tension interfacial del agua (y,) mientras que en la
zona donde hay monocapa la fuerza sera la tension superficial de ésta (y), por lo que el sensor
medira la resultante entre ambas fuerzas, es decir, la presion superficial (n= y, — 7).

-Técnica de Wilhelmy: Esta técnica consiste en la medida de la tension superficial (y) de una
solucién de tensioactivo en equilibrio con la superficie. La determinacién de la tension superficial
se realiza por medio de laminas de platino colocadas en el centro de una balanza de superficie. Esta
posee barreras moéviles que permiten la variacion del area molecular, conjuntamente con el valor de

tension superficial registrado.
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El primero de los dos métodos suele utilizarse para el estudio de monocapas esparcidas. La
técnica de Wilhelmy se puede aplicar tanto al estudio de monocapas adsorbidas como al de
esparcidas.

Del conocimiento de las isotermas n-A puede obtenerse una amplia informacion sobre las
caracteristicas de las monocapas, como sus propiedades estructurales (orientacion e interacciones

entre las moléculas que forman la monocapa) y propiedades reologicas (elasticidad).

» Estructura

Al comprimir una monocapa se produce una disminucién del area molecular debido a la
reduccién del espacio ocupado por cada molécula individual, hasta que tiene lugar un cambio de
fase. El area molecular total de la pelicula es la suma del area ocupada por cada una de las
moléculas, teniendo en cuenta que una fraccion de las mismas ocupa un area mayor mientras que el
resto se ha trasladado a un area molecular menor. El cambio de fase se produce cuando todas las
moléculas de la monocapa estan en una u otra de las configuraciones estables.

Los estados de una monocapa pueden definirse por analogia al estado tridimensional. Estos
estados van desde un estado gaseoso, en el que no existen interacciones entre las moléculas, a uno
solido, caracterizado por un fuerte empaquetamiento de éstas (Darling et al, 1987). Entre estos dos
comportamientos existe una amplia gama de estados intermedios, englobados dentro del estado

liquido. Las caracteristicas principales para cada tipo de monocapa son:

-Monocapas gaseosas: Las moléculas estan suficientemente alejadas unas de otras, casi no
existen interacciones entre ellas. Las moléculas se encuentran expandidas y ubicadas casi
horizontalmente en la interfase. El valor de presion superficial tiende asintéticamente a cero cuando
aumenta el area disponible. La viscosidad superficial de estas monocapas es muy baja. Cualquier
sustancia formadora de monocapa puede adoptar este estado siempre que las moléculas estén

suficientemente alejadas entre si.

-Monocapas condensadas: En este estado las moléculas se encuentran en su maximo
empaquetamiento posible. Las cadenas del tensioactivo se colocan practicamente en posicion
vertical con respecto a la interfase, con los grupos polares inmersos en el agua y parte de las
cadenas estrechamente empaquetadas. Las moléculas capaces de establecer un contacto intimo dan
lugar a intensas interacciones cadena-cadena y muestran un estado condensado a bajas presiones
superficiales. Las monocapas condensadas puede ser de diferentes tipos: fase sélida y fase liquido
condensada. La primera presenta una alta pendiente en las isotermas a las menores areas mientras

que en el segundo caso la pendiente es menor. Ambas fases presentan baja compresibilidad.
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» Elasticidad
A partir de las isotermas n-A puede obtenerse otro parametro de gran interés desde el punto de

vista de la estabilidad de emulsiones y espumas: la compresibilidad de 1a monocapa. Se define

como:
Cs=-(1/A) . (8A/3m)r Ec. (IL.1.1)
Para definir las propiedades de la monocapa se emplea la inversa de C; que es la elasticidad:
Ei=-A. (dn/dA); Ec. (1.1.2)

siendo (dn/8A)r el modulo de elasticidad o modulo dilatacional dindmico

A
(L

............. E=-A(dn/dA)

— >
A Aréa

Figura 11.1.4 Célculo de la elasticidad a partir de la isoterma n-A

La elasticidad se define como la resistencia de la monocapa a variar su area molecular. Esta se
puede calcular directamente de las isotermas n-A (Figura I1.1.4) (Rodriguez Nifio et al., 1999). En
el estudio de las interacciones entre moléculas, el médulo de elasticidad da una informacién
complementaria a la obtenida por el estado fisico de la monocapa, ya que las monocapas con el
mismo estado pueden presentar distintos valores del mdédulo. La extension del empaquetamiento

molecular esta intimamente relacionado con el valor de la elasticidad (Graham y Philips, 1979b).

I1.1.1.4.3 Propiedades viscoeldsticas

La reologia interfacial se define como el estudio de las propiedades mecanicas y de flujo de
peliculas interfaciales. La estructura de una monocapa, una consecuencia de la existencia de
interacciones entre las moléculas que la componen, determina las propiedades reologicas de la
misma. Es decir, las caracteristicas reoldgicas superficiales de la pelicula son muy sensibles a la

existencia de tales interacciones (Rodriguez Patino et al., 2002).
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Las propiedades viscoelasticas de las peliculas determinan su capacidad para resistir y
acomodarse frente a deformaciones sin romperse. La reologia interfacial (o de dos dimensiones),
define las relaciones entre tensién, deformacién y velocidad de deformacion en términos de
coeficientes de elasticidad y viscosidad, y estd relacionada con el grado de hidratacion y las
interacciones moleculares (Damodaran, 1989). Se presentan principalmente dos clases de
deformaciones: de corte o de compresion/dilatacion.

> Deformacion de compresion o dilatacion: Una interfase puede presentar al mismo tiempo
caracteristicas sélidas y fluidas, similarmente a lo descrito para los sistemas tridimensionales. Este
comportamiento viscoelastico puede ser caracterizado usando relaciones bidimensionales analogas
a las empleadas en la reologia de los materiales. La estabilidad de las burbujas en una espuma
frente a los mecanismos de desestabilizacion estd gobernada por la resistencia de la interfase a
deformarse y romperse. De esta forma, los tensioactivos que forman peliculas viscoelasticas
resistentes a la rotura seran estables frente a desproporcion y colapso. Los resultados obtenidos del
estudio de las caracteristicas reologicas dilatacionales superficiales son de importancia practica
dada su relacién con la etapa de formacién de la dispersion y su estabilidad a tiempos cortos
(Rodriguez Patino et al., 2002). En las experiencias de reologia interfacial dilatacional, se aplica
una deformacidn sinusoidal del area que ocupa la pelicula y se mide la variacién sinusoidal
resultante en la presion superficial. La deformacion aplicada esta caracterizada por una amplitud
maxima y una frecuencia de oscilacion. La respuesta sinusoidal de la tension superficial derivada
presenta la misma frecuencia que la deformacién aplicada, pero estara o no en fase con ésta
dependiendo de las caracteristicas viscoelasticas de la pelicula.

> Deformacicén en corte o cizalla: En las experiencias de reologia en cizalla no se altera el area
superficial global que ocupa la pelicula, sino que se la hace fluir a través de un canal estrecho. Si la
pelicula presenta ciertas propiedades de liquido, tendera a fluir, pero con una resistencia a hacerlo,

definiéndose de este modo la viscosidad de cizalla interfacial.

I1.1.2. ESPUMAS ESTABILIZADAS POR PROTEINAS

Muchos alimentos deben su textura caracteristica a la existencia de una estructura espumada
(panes, bizcochuelos, bebidas batidas, helados, cerveza, merengues, mousses, etc) (Phillips et al.,
1994c¢). En las espumas alimentarias mas tipicas, la estructura esta estabilizada por la presencia de
proteinas adsorbidas en la interfase aire-agua; estas imparten a los alimentos atributos de textura
deseables por su capacidad de atrapar, encapsular y retener el gas que generalmente es aire o

diéxido de carbono (Dickinson, 1989). Las proteinas que poseen buenas propiedades de espumado

146



Interacciones entre B-Ig y polisacdridos en interfases y espumas

son generalmente de origen animal (huevo o leche), aunque en las Gltimas décadas se ha difundido

también el uso de ciertas proteinas vegetales, como las de soja (Carp, 2001).

I1.1.2.1 Estructura de espumas

Una espuma es una dispersion de burbujas de gas en un liquido (Walstra, 1989). Las espumas
son sistemas coloidales termodindmicamente inestables, en los cuales una fase dispersa gaseosa es
mantenida en una matriz continua, liquida o semisélida, debido a un agente con actividad
interfacial. En la dispersion, las burbujas de gas se encuentran separadas por una fase continua de
capas delgadas de liquido, las lamelas. Estas pueden tener espesores del orden de nanémetros.
Como consecuencia del gran area interfacial liquido-gas existente entre las interfases no miscibles,
se requiere energia para producir las espumas y éstas son altamente inestables (Halling, 1981).

Las burbujas de gas pueden diferir sustancialmente en su tamaiio, con diametros que oscilan
entre | pm a varios milimetros (generalmente de 0,1 a 3 mm) (Walstra, 1989), lo cual implica 10°
burbujas por ml, siendo en general tres 6rdenes mas grandes que las gotas de una emulsién
(diametro 0,1-100um, 10" gotas por ml). Las burbujas en las espumas presentan una
compresibilidad cinco érdenes mayor que las de emulsiones, pues el gas es mucho mas soluble en
agua que el aceite o la grasa. También se observan diferencias con relacion a la tension superficial;
en una burbuja de gas se encuentran valores de alrededor de 30 mN/m, la cual es mucho mayor a la
tension interfacial en una gota de emulsion, que puede ser menor a 0,1 mN/m.

La fraccion de volumen de gas en la espuma, @, varia generalmente entre 0,5 y 0,97. Con
relacion a la estructura de las espumas, pueden presentarse dos situaciones. En la primera, la
espuma (humeda) consiste en burbujas esféricas separadas por un film espeso de liquido y , en la
segunda, que puede derivar del drenado excesivo o formarse directamente a valores de & bajos, la
espuma se transforma en una espuma seca, de burbujas poliédricas. La deformacion de las burbujas
también se observa cuando @ es muy alta (> a 0,75), pues no es posible un empaquetamiento del
gas en esferas, presentandose una compresion de las burbujas y adquiriendo formas poliédricas con
caras parcialmente planas. La capa fina de liquido que separa dos caras de poliedros adyacentes se
denomina lamela y los canales de encuentro de estas “lamelas” se conocen como “plateau border”

(Figura I1.1.5) (Kim, 1985; Damodaran, 1997).
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II.1.2.2 Formacion de espumas

Durante la formacion de las espumas, el transporte de proteina a las nuevas interfases que se
forman ocurre principalmente por conveccion en régimen turbulento, estando luego involucrados
varios eventos. Inicialmente, la proteina difunde a la interfase aire-agua, se adsorbe, concentra y
reduce la tension superficial. En la interfase, las cadenas polipeptidicas se desenrollan y existe una
reorientacion de las partes polares hacia el agua y las no polares hacia el aire. Finalmente, los
polipéptidos interaccionan para formar un film cohesivo continuo. El proceso de formacién de una
espuma difiere del de una emulsiéon e incluye etapas que corresponden al periodo de
desestabilizacion (Halling, 1981).

Una espumas puede ser formada de dos maneras (Walstra, 1989):

1) Por sobresaturacion del liquidos con gas, ya sea por disolucion del gas bajo presidn y luego
liberando a presion (como en las bebidas carbonatadas) o permitiendo la formacion del gas en el
interior del sistemas (como en la fermentacién de masas). La nucleacion de burbujas de gas es la
etapa critica del proceso.

i) Por métodos mecanicos, ya sea por inyeccion de gas a través de dispersores o por agitacion
(formacion de burbujas de aire mediante un violento movimiento del liquido). La agitacién se
realiza con diferentes tipos de agitadores mecanicos, utilizando altas velocidades de giro. El primer
método es preferido industrialmente, ya que permite un control de la proporcién de gas en la
espuma. El segundo método es el usado comunmente en preparaciones caseras o a nivel de

laboratorio.

I1.1.2.3 Estabilidad de las espumas

Si bien la capacidad de formar una espuma es muy importante, la posibilidad de mantener esa
estructura en el tiempo es una condicién critica para la aplicacion de una proteina en una
formulacién (Kinsella, 1982). El término estabilidad de una espuma se refiere a la habilidad de ésta
a resistir cambios en sus propiedades con el tiempo.

La desestabilizacion de espumas ocurre por diversos mecanismos simultineamente. En las
espumas recién formadas y diluidas, predominan los mecanismos de drenaje y flotacion, en tanto
que en las espumas poliédricas predominan la desproporcion y el colapso (Wagner, 2000).
Generalmente, la espumas requieren un tiempo de estabilidad menor que las emulsiones
alimentarias. Por ejemplo, en un merengue se requiere que el producto se mantenga estable durante

el proceso de coccion y en una cerveza durante varios minutos durante el consumo.
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Es importante diferenciar entre los conceptos termodinamicos y cinéticos de estabilidad. La
termodinamica informa si un proceso ocurrira o no, mientras que la cinética da idea de la velocidad
a la que ocurre en condiciones determinadas. Todas las espumas alimentarias son sistemas
termodinamicamente inestables y tienden hacia la separacion de fases en un tiempo suficientemente

largo.
I1.1.2.4 Procesos de desestabilizacion

Tan rapido como se ha formado la espuma, comienzan a ocurrir diferentes procesos que llevan a
una desestabilizacion:

1.Las burbujas mas pequeiias se disuelven, mientras que las mas grandes aumentan de tamaio
por difusion de gas a través de la fase continua. Esto es llamado desproporcion o maduracion de
Ostwald.

2.Las burbujas pueden ascender rapidamente, causando una segregacién en una capa de
burbujas en la parte superior, sobre la fase liquida (en espumas de baja viscosidad).

3.Las burbujas se deforman entre si, llevando a la formacion de espumas poliédricas.

4.El liquido drena desde la espuma hacia la fase liquida (espumas blandas)

5.Las lamelas entre las burbujas adelgazan, llevando al colapso de la espuma.

Estos eventos que se esquematizan en la Figura IL.1.5 pueden ocurrir simultineamente y en

forma cooperativa.
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Figura II.1.5. Procesos que tienen lugar formacién de una espuma
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Los fenomenos mencionados se describen a continuacion:

Cremado

Por diferencia de densidad, las burbujas de aire ascienden a través de la matriz y la fase acuosa
fluye alrededor de las burbujas. En este mecanismo el movimiento de las burbujas es mas
importante que el del liquido y la velocidad del mismo depende de la ley de Stokes
v=2g8R*/9n, donde g es la aceleracion de la gravedad, & y n son la densidad y la viscosidad de la
fase continua respectivamente (la densidad del gas se considera despreciable) y R es el radio de la
burbuja (Walstra, 1989).

Si la viscosidad de la fase continua es relativamente alta, el cremado puede ocurrir muy
lentamente. Una forma de detener el proceso de cremado es mediante la adicion de un agente
espesante con umbral de fluencia. Sin embargo, luego de la agitacion pueden transcurrir varios
minutos hasta que la fase liquida recupere este umbral de fluencia, con lo que el proceso de

cremado puede haberse producido en gran medida antes de este punto (Walstra, 1989).

Drenaje de liquido

A altas ¢ las burbujas pasan de esféricas a poliédricas, el liquido drena de la espuma. Dicho
drenado ocurre por: a) efecto de la gravedad, b)pasaje de liquido desde la region laminar entre dos
burbujas hacia el plateau border (PB) situado en la interseccion entre tres burbujas , debido a la

succidn capilar del PB provocada por una diferencia de presion AP dada por la ecuacion de Laplace

AP « V[L—RL] donde R, y R, son los radios de curvatura del plateau border y de la lamela,

a K
respectivamente, (R, > R, con lo cual hay menor presién en PB, segiin: P=P,,, + 2y/R, donde y es la
tension superficial) y c) pasaje de liquido a través del plateau border a la fase continua por
influencia de la gravedad (Wagner, 2000). El drenaje debido a la gravedad se puede asemejar al
flujo viscoso de un liquido entre dos placas paralelas, donde la velocidad promedio (v,,) esta dada
por la ecuacién de  Gibbs: v,,=d”.g.5/8n donde d es la distancia entre los platos (Kim, 1985).

El proceso de drenado puede ser retardado en gran medida mediante un incremento en la

viscosidad de la fase continua, sobre todo si ésta posee un umbral de fluencia.
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Desproporcion o maduracion de Ostwald

Es el fenémeno por el cual se produce el crecimiento de las burbujas de gas mas grandes a
expensas de las mas pequeiias. La fuerza impulsora para que ocurra este fenémeno es la diferencia
de presion de Laplace Ap, a través de la superficie de la burbuja:

Ap=27/r

donde y es la tension superficial y r es el radio de la burbuja (Prins, 1987).

La presion dentro de una burbuja es mayor a menor radio de las mismas. De acuerdo a la ley de
Henry, la solubilidad de una gas es proporcional a su presion, siendo esta mayor en la vecindad de
una burbuja chica, causando el transporte de gas por difusion, desde las burbujas pequeiias. Este
proceso se acelera a si mismo, pues las burbujas pequefias disminuyen su tamafio. Este proceso es
dependiente de la solubilidad y de la difusion del gas en el liquido y de la permeabilidad y tension
superficial del film (Prins, 1988). La solubilidad de los gases en agua es mayor que la de los
aceites, siendo este mecanismo mucho mas importante en espumas que en emulsiones.

Naturalmente, la desproporcién o maduracién de Ostwald se detiene si la fase continua es o se
convierte en un solido. Esto puede ocurrir en presencia de un agente gelificante, pero la solucién

inicial debe presentar un indice de fluencia relativamente alto.

Colapso

Consiste en la ruptura del film entre dos burbujas en la interfase espuma-aire, produciendo la
disminucion del volumen de espuma. En general se ha observado que este proceso se acelera con el
tiempo y que es independiente de la altura inicial de la columna de espuma. El drenaje y la ruptura
de la espuma son interdependientes, en cuanto que la ruptura aumenta el drenaje y el drenaje
reduce el grosor y la resistencia de las laminillas.

Distintos mecanismos han sido propuestos para explicar la ruptura de los films: presencia de
particulas hidrofébicas rigidas mayores que el espesor del film y que contactan dos burbujas o de
particulas dispersas que desplazan al surfactante o que generan un movimiento de angostamiento
del film dando lugar a su ruptura (Prins, 1988). En films muy delgados (del orden de los 10 nm),
ocurre una ruptura espontinea, por formacion de un agujero (para lo cual primero debe
incrementarse el area superficial) y es dependiente de la tension superficial y de las propiedades
viscoelasticas del film (Walstra, 1988). Los cambios de tamaiio de burbuja resultantes de la
desproporcion, provocan un estrés considerable en las espumas poliédricas y esto podria iniciar la
ruptura de la lamela (Halling, 1981).

Cuando la superficie de dos burbujas se aproximan, las fuerzas atractivas y repulsivas

comienzan a ser determinantes en el espesor de la lamela, presentandose efectos estéricos por
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efectos del volumen de restriccion (perdiéndose la configuracion entropica) y efectos de presion
osmética por interpenetracion de las capas absorbidas (Kim, 1985). Los efectos de las fuerzas
coloidales en las interacciones energéticas de dos superficies que se aproximan, fueron analizadas
en la teoria de DLVO (Deryagi y Landau, Verwey y Overbeek) donde se postula que las
repulsiones pueden llevar a una barrera energética importante a distancias de pocos nm y a una
separacion mayor (del orden de los 10 nm) un minimo de energia secundario podria dar lugar a una
floculacion reversible (Halling, 1981).

Otros mecanismos de desestabilizacion incluyen configuraciones inestables, evaporacién y

efecto Gibbs-Marangoni entre otros.

IL1.3 INTERACCIONES PROTEINA-POLISACARIDOS EN INTERFASES Y ESPUMAS.

Los polisacaridos junto a las proteinas constituyen las dos clases de biopolimeros mas utilizados
como ingredientes en emulsiones y espumas alimentarias (Dickinson, 1992, Mc Clements, 1999b).

El rol principal de las proteinas en productos espumados es estabilizar la interfase aire-agua
debido a su capacidad para disminuir la tensién superficial del agua (Damodaran y Paraf, 1992).
En particular, la B-lactoglobulina (-lg), proteina mayoritaria del suero lacteo, exhibe buenas
propiedades de espumado (Tornberg, 1979). Las propiedades estructurales y dinamicas de la (-Ig
en la interfase aire-agua han sido estudiadas extensivamente en los ultimos aiios (Horne y
Rodriguez Patino, 2003, Rodriguez Nifio et al., 2001, Rodriguez Patino et al., 1999 a, b)

Los polisacaridos son utilizados ampliamente para la estabilizacion de emulsiones alimentarias
y espumas (Renard et al., 2002). Muchos polisacaridos de alto peso molecular, debido a su
hidrofilicidad, no poseen una gran tendencia para adsorberse en la interfase aire-agua, pero pueden
mejorar enormemente la estabilidad de espumas proteicas actuando como agentes espesantes o
gelificantes (Dickinson, 2003).

Muchas veces para lograr una alta estabilidad frente al drenado de los sistemas espumados se
utilizan polisacaridos gelificantes, que forman un gel en las lamelas, bajo adecuadas condiciones de
temperatura, generalmente por debajo de la temperatura de gelificacion del polisacarido. En
estudios realizados en sistemas mixtos de proteinas globulares (WPI y aislados de soja) y k-
carragenano se observé un importante incremento en la estabilidad de espumas frente al drenado,
desproporciéon y colapso de las espumas proteicas en presencia del polisacarido, por una

gelificacion del liquido contenido en las lamelas. Ademas se observo que el comportamiento
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térmico de las espumas mixtas estd afectado por fendmenos de volimenes de exclusion que se
producen en estos sistemas (Carp, 2001).

Sin embargo, existe cierta evidencia de que algunos polisacaridos intervienen en la formacién
de la pelicula interfacial. La formacion de complejos proteina-polisacarido en interfases ha sido
relacionada a la mejora en las propiedades de peliculas estabilizadas por proteinas (Dickinson,
2003) y el fenémeno de volumenes de exclusion a una mayor adsorcion de proteina en la interfase
(Tsapkina et al., 1992, Dickinson y Mc Clements, 1995).

Las propiedades reoldgicas de la goma xantica, junto con su conocida estabilidad en un amplio
rango de pH y temperatura de trabajo, hacen de este polisacarido un agente espesante ideal en
emulsiones alimentarias y espumas. La goma xantica es un polisacarido aniénico que desarrolla
altas viscosidades a bajas concentraciones (Imeson, 1992). La gran hidratacién que se logra es
atribuida a las cadenas laterales de caracter anionico que consisten en unidades de o.-D manosa, [3-
D glucurénico y piruvato, que ocurren periédicamente en la cadena de celulosa que forma la
estructura principal de la goma. Este polisacarido, de gran hidrofilicidad y sin una importante
cantidad de uniones de tipo hidrofébicas, no se adsorbe en la interfase aire-liquido (Yilmazer et al.,
1991).

En estudios realizados en espumas formadas a partir de soluciones mixtas de aislados de
proteinas de soja y goma xantica, se observé un notable incremento en la estabilidad de las
espumas. Este comportamiento no pudo ser explicado s6lo debido a un aumento en la viscosidad de
la fase continua, sugiriéndose la presencia de interacciones mas especificas entre polisacarido y
proteina en la interfase aire-agua (Carp et al., 2001). Ademas, por estudios electroforéticos de las
proteinas presentes en la interfase se observo que la goma promovia la agregacion de la proteina en
la interfase aire-agua (Carp et al, 1999). Una posible interpretacion de estos resultados es que la
goma se adsorbe en la proteina, formando una estructura combinada con una capa primaria de
proteina predominantemente en contacto con la fase gaseosa. Siguiendo esta altima hipdtesis, la
tension superficial debiera ser dominada por la capa primaria de proteina, cubierta por la capa de
polisacarido en un fuerte contacto electrostatico, que dominaria el comportamiento reoldgico
(Galazka y Dickinson, 1995). En presencia de muy bajas concentraciones de goma xantica, se ha
observado la desestabilizacion de emulsiones estabilizadas por proteina, mientras que a mayores
concentraciones se produce una gran estabilizacion de los sistemas, atribuida a la inmovilizacion

de las particulas cubiertas por proteina en una estructura de tipo gel (Dickinson, 2003).

La adicion de grupos hidrofébicos en polisacaridos hidrofilicos permite lograr que posean
actividad interfacial. La metilcelulosa es un polisacarido neutro utilizado en productos alimenticios

como emulsificante, espesante y gelificante (Gullot et al., 2002). Este polisacarido se adsorbe en la
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interfase aire-agua debido a su naturaleza parcialmente hidrofébica. Otros polisacaridos con
actividad superficial son los derivados de la metilcelulosa, como la carboximetilcelulosa e
hidroximetilcelulosa, los alginatos de propilenglicol (PGA) y pectinas con alto grado de acetilacién
(Dickinson, 2003). En ciertos polisacaridos que no presentan una considerable hidrofobicidad, la
actividad superficial observada se deberia a la presencia de bajos porcentajes de proteina asociada
(2-3%) a las cadenas de polisacaridos. Este efecto ha sido observado principalmente en
galactomananos (goma guar y algarroba) y en goma acacia (Dickinson, 2003, Huang et al., 2001).

Los ésteres del acido alginico (PGA), constituyen un grupo especial de polisacaridos con
actividad interfacial. Estos polisacaridos son lineales, de alto peso molécular, compuestos por acido
D-manurédnico y L-gulurénico unidos en las posiciones 1,4 (Sarker y Wilde 1999). Estas gomas son
producidas en un amplio rango de viscosidades y grados de esterificacion. Al aumentar el grado de
esterificacion se reduce el caracter hidrofilico de las moléculas que adquieren actividad superficial.
La habilidad de los PGA para reducir la tensidn superficial del agua, asi como el aumento en la
viscosidad de la fase acuosa los hacen convenientes como agentes estabilizadores en espumas. La
sustitucion de mas del 50% de los grupos carboxilo produce también en el PGA una mayor
tolerancia a la acidez y a la presencia de iones calcio que otros alginatos. Debido a su actividad
superficial, en presencia de proteinas podrian ocurrir fenémenos de competencia por la adsorcion
en la interfase. Las interacciones entre PGA y proteinas de la leche fueron estudiadas por Ahmed
& Dickinson (1991) quienes observaron que las propiedades de espumado mejoraron a valores de
pH por encima de 7, donde ambos biopolimeros poseen cargas negativas, revelando la posibilidad
de formacién de complejos electrostaticos por interaccion a través de zonas cargadas positivamente
en la proteina y los grupos carboxilo del PGA. Los datos de viscosidad superficial de las peliculas
en sistemas mixtos de PGA y caseinato, proteinas del suero y a-lactalbimina, constituyen un
indicio mas cuantitativo de la formacion de complejos no-covalentes entre los biopolimeros
(Dickinson & Euston, 1991). Mas recientemente, se encontré que la estabilidad de espumas en
sistemas mixtos de albumina de suero bovina/Tween 20 a pH 4,2 fue aumentada significativamente
en presencia de PGA (Sarker & Wilde, 1999).

Se han llevado a cabo algunos estudios que demuestran la formacién de complejos o
interacciones electrostaticas entre proteina y polisacaridos en interfases. Interacciones
electrostaticas a pH > pl de la proteina han sido reportadas en numerosos sistemas mixtos de
proteinas y polisacaridos, principalmente anidénicos: BSA/alginatos (Imeson et al., 1977),
Caseina/PGA (Dickinson y Euston, 1991), BSA/PGA (Sarker y Wilde, 1999), BSA/carragenanos
(Dickinson y Pawlowsky, 1998), WPC/pectinas (Mishra et al., 2001).

La formacion de estos complejos electrostaticos se atribuye a las interacciones existentes entre

zonas cargadas positivamente en la proteina ain a pH por encima del pH isoelécrico y grupos con
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carga negativa de los polisacaridos aniénicos (Schmitt et al., 1998, Dickinson y Galazka, 1991,
Euston et al., 2002). En las peliculas mixtas donde estan presentes este tipo de complejos, se ha
sugerido que la proteina se encontraria adsorbida en la interfase y que el polisacarido complejado
actuaria como una barrera estérica, impidiendo la agregacion electrostatica entre proteinas que
cubren la superficie de burbujas o gotas (Dickinson & Euston, 1991). Este efecto produce ademas
un engrosamiento del film, por lo que aumenta la viscoelasticidad del film y por lo tanto la

estabilidad de 1a espuma o emulsion.
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IL.1 OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar las propiedades interfaciales aire-agua de la B-1g en presencia de polisacaridos con y sin
actividad interfacial y su relacion con la estabilidad de las espumas.
El estudio se realizarda a pH 7, en condiciones de concentracion de B-lg (2% maximo) y
polisacaridos (0,5% maximo) donde si bien no hay separacién de fases, pueden existir fenémenos
de volumenes de exclusién en el seno de la fase.
Para el estudio de las propiedades interfaciales se utilizaran dos enfoques experimentales
diferentes:

(a) Estudio de monocapas esparcidas (Balanza de superficie tipo Wilhelmy)

(b) Estudio de monocapas adsorbidas (Tensiometro de gota)

OBJETIVOS PARTICULARES

1)Estudiar el efecto del grado de esterificacion y viscosidad/peso molecular del alginato de
propilenglicol (seleccionado como polisacarido con actividad superficial) en su actividad en la

interfase.

2) Determinar si existen fenomenos competitivos o cooperativos entre la B-Ig y polisacaridos con

actividad interfacial (PGA) a nivel de las peliculas interfaciales.

3) Estudiar si los polisacaridos sin actividad interfacial (xantica y A-C) tienen algin efecto a nivel
de la peliculas de B-lg, que pueda contribuir a la estabilizacion de espumas mas alla del caracter

espesante que poseen.

4) Analizar qué tipo de interacciones se establecen entre la B-lg y los diferentes polisacaridos a

nivel de la interfase.

5) Identificar cudles propiedades de las interfases tienen mas influencia en el comportamiento

macroscopico de las espumas (drenado, desproporcion, colapso).
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1.3 MATERIALES Y METODOS
11.3.1. Materiales
» Se utilizd un aislado de proteinas del suero con alto contenido en B-lactoglobulina. El

mismo fue suministrado por Danisco Ingredients.

Composicion:

Contenido proteico 9212 %
-lactoglobulina >95%

a- lactalbimina <5%
grasa <1%
lactosa <0,2 %
humedad 5,5%

> Se estudi6 el efecto de polisacaridos no gelificantes, con y sin actividad interfacial, en las
propiedades interfaciales y de espumado. Los polisacaridos utilizados fueron:

A- carragenano y goma Xantica, de Sanofi Bioindustries

Alginato de Propilenglicol, de ISP Alginates.

Se utilizaron diferentes tipos de alginato de propilenglicol con distinto grado de esterificacion y
viscosidad. Los datos suministrados por el proveedor (ISP Alginates) se muestran en la Tabla

I1.3.1

Tabla I1.3.1 Propiedades de los distintos tipos de PGA

Propiedades Manucol Ester E/RK Kelcoloid LVF Kelcoloid 0
pH 3-5 34-4 3.5-44
Grado de esterifica- | 78-85% 48-62% 78-85%
cion (valor tipico)

La firma fabricante de estos productos ha informado que si bien las especificaciones indican el
mismo rango de grado de esterificacion tipico para el Manucol ester y Kelcoloid 0,el Manucol
Ester suele presentar un porcentaje de esterificacion menor que el Kelcoloid 0. En el caso del
Manucol, éste desarrolla mayores viscosidades debido su mayor peso molecular y a que posee un
mayor nivel de calcio, que reacciona con los grupos no esterificados del polisacarido dando una
“falsa” viscosidad. Por lo general no se suelen realizar mediciones de peso molecular de los

diferentes productos, debido a que es un procedimiento que demanda tiempo y realmente la
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informacion obtenida no es de gran relevancia en las aplicaciones de esta gomas. Las diferencias en

los pesos moleculares se observan como diferencias en viscosidades de las soluciones acuosas de

los alginatos.

> El agua utilizada en las mediciones de propiedades interfaciales fue obtenida en una unidad

Millipore (Milli Q™), con una resitividad de 18 MQ.cm.

I1.3.2 Preparacion de las soluciones de proteina y polisacdridos

Las soluciones de proteina fueron preparadas disolviendo la cantidad pesada de aislado en agua
destilada bajo constante agitacion. Luego de la disolucion, se determiné el pH y se ajusté a pH
neutro con HCl o NaOH 0.1N.

Las soluciones de proteina a utilizarse en la medicion de propiedades interfaciales y de
espumado fueron preparadas por lo menos 24 hs. antes de las mediciones, y fueron conservadas en
heladera (5 °C) por un maximo de una semana. Las soluciones de polisacarido fueron preparadas
disolviendo la cantidad necesaria de polisacarido en agua bajo constante agitacion. No fue
necesario el calentamiento de las soluciones de polisacaridos durante la preparacion, debido a que
todas las gomas utilizadas son solubles en frio. En el caso de los sistemas mixtos, las soluciones de
proteina y polisacarido se prepararon al doble de la concentracion final en la mezcla, de modo que

las soluciones mixtas fueron preparadas mezclando ambas soluciones en relacion 1:1.

11.3.3 Métodos

Se estudiaron las propiedades interfaciales y las caracteristicas de las espumas de los sistemas
de proteina pura, de los polisacaridos puros y de los sistemas mixtos. Para ello se utilizaron

diferentes técnicas y equipos, los que se encuentran descriptos a continuacion.

-Estructura de monocapas esparcidas

Wilhelmy -Estabilidad de monocapas esparcidas
-Tensiémetro de gota -Elasticidad de monocapas

-Cinéticas de adsorcién

(formacion del film interfacial)

-Presiones de equilibrio
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Reologia interfacial -Balanza de superficie tipo Propiedades reolégicas de la monocapas

Wilhelmy esparcidas y adsorbidas en sistemas de
-Tensiémetro de gota proteina sola y mixtos (G’, G’’, tand)
-Viscosimetro Brookfield. ~ -Viscosidad aparente de soluciones y

Formacion y Aplicacion del método comportamiento reologico

estabilidad de reologico (Carp et al., -Capacidad de espumado

espumas 1997¢) -Estabilidad de las espumas frente al

drenaje, deproporcion y colapso.

Los métodos utilizados para la medicion de la tension interfacial utilizados en el presente
trabajo se clasifican en:
-Procedimientos basados en la medida de una fuerza: método de la placa de Wilhelmy.

-Procedimientos basados en una medida geométrica: gota pendiente

11.3.3.1 Balanza de superficie tipo Wilhelmy

11.3.3.1.1 Principio de funcionamiento

La técnica de medicion de este equipo y de otros tales como el tensiometro de tipo Wilhelmy, se
fundamenta en que las moléculas formadoras de monocapa o interfase estan sujetas a un esfuerzo.
Cuando un cuerpo sélido se pone en contacto con la interfase, la tension interfacial actia a lo largo
de la linea de mojado.

El sistema de medida estd formado por dos laminas de platino rectangulares, suspendidas
verticalmente. El borde inferior de cada lamina se pone en contacto con el liquido en cuya
superficie se encuentra la interfase y de ese modo se moja. La fuerza F con que es empujada la

lamina mojada hacia el liquido puede medirse (Fig I1.3.1). Si L, es la longitud mojada:

F

= — Ec. (11.3.1)
L, -cos$

y

donde Jes el angulo de contacto es decir, el angulo entre la superficie de la lamina y la
tangente de la linea de mojado. Cuando el mojado es total, el angulo de contacto es cero. Este es el
caso de las laminas de platino rugoso, que son las que se utilizan generalmente en los equipos de

medicion.

159



Materiales y Métodos

Placa de platino

rugoso Fuerza, mN/m

Longitud mojada

Placa
§ Liquido
Angulo de
contacto

Figura I1.3.1 Plato de Wilhelmy en posicién de medida

11.3.3.1.2 Descripcion del equipo

Como se dijo anteriormente, esta balanza posee dos platos de platino rugoso como sistema de
medida. El area disponible para la pelicula del tensioactivo queda determinada entre dos barreras
moviles. Este drea varia continuamente por el movimiento de las barreras.

Para la realizacion del presente trabajo se utilizé una balanza de superficie tipo Wilhelmy KSV,
modelo 3000 (Finlandia). Esta se encuentra conectada a una interfase que actia como conexion
entre la balanza y la computadora, a través de la cual se controlan las operaciones que se desean
realizar. La balanza posee también un control manual, que permite mover las barreras cuando el
sistema no se encuentra realizando medidas, sobre todo para las operaciones de esparcimiento de
la proteina y de limpieza del equipo. La balanza se termostatiza mediante un bafo (Pselecta
Frigiterm) que impulsa el agua de recirculacion por la base de la batea. Toda la unidad de medida
se encuentra en el interior de una vitrina de vidrio, con el fin de proteger el sistema de la
contaminacién ambiental y mantener en lo posible la humedad del sistema constante. Ademas,
durante las medidas y debido a la alta sensibilidad del equipo es importante evitar corrientes de aire
que puedan mover los dispositivos y afectar la mediciones.

Las partes fundamentales de la balanza KSV3000 (Figura I1.3.2) se describen a continuacion:

-Sistema sensor. esta formado por dos platos de platino rugoso. El rango de medida es de 0-100
mN/m.

-Batea: consta de una base de aluminio termostatizada recubierta por teflon (1,5mm de espesor).

Es de forma rectangular, de dimensiones 560 x 150 mm, aunque al colocar las barreras méviles ésta

se reduce a 515 x 150 mm.
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-sistema de control de drea disponible para la pelicula: el area se encuentra regulada por el
movimiento de dos barreras realizadas en teflon. Estas pueden moverse en el mismo sentido o en
sentido contrario. Dicho movimiento esté controlado por un motor de alta precisién. Cada una de

las barreras puede moverse en un rango de velocidades de 0,01-400 mm/min.

m s
R
E=EE

Termostato Interfaz PC

Balanza Wilhelmy (KSV 3000)

Figura I1.3.2 Dispositivo experimental (Balanza Wilhelmy): A: Batea, B: sistemas sensores, C: Barreras

moviles.

Todas la operaciones de la balanza se controlan mediante una computadora, provista de un
software mediante el que se programan las condiciones a las cuales se desea realizar la experiencia
(sentido de movimiento de las barreras, velocidad de movimiento, presion superficial maxima a
alcanzar, amplitud de las oscilaciones). La gran versatilidad de este equipo permite obtener tanto

isotermas de presion como realizar experiencias de reologia interfacial.

11.3.3.1.3 Procedimiento experimental
Primeramente debe llenarse la batea con la subfase deseada (aproximadamente 1280 ml) y

termostatizar a 20 °C. A continuacién se colocan las placas de platino, de forma tal que la parte
inferior de cada placa entre en contacto con la subfase, observandose un buen mojado. Las placas
se colocan enfrentadas y paralelas entre si. Posteriormente se procede a tarar la presion superficial
de manera que en ausencia de monocapa ésta valga cero. No es necesario realizar este
procedimiento cada vez que se realiza una experiencia. Por lo general esta calibracion se realiza
cada 6 meses o cuando el equipo es transportado de lugar.

A continuacidn, para comprobar la ausencia de impurezas en la superficie se realiza un ciclo de

compresion-expansion a la temperatura de calibrado, durante el cual el indicador de fuerza debe
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permanecer con un valor inferior a 0,1 mN/m. En caso de que hubiese alguna impureza que elevara
el valor de presién por encima de 0,1mN/m, se realizan pequeiias aspiraciones en la superficie del
liquido con una manguera conectada a una bomba de vacio, y se repite el ciclo de compresion
expansion hasta lograr una superficie libre de impurezas. Luego las barreras se mueven de forma
tal de quedar totalmente expandidas y se procede al esparcimiento de la proteina.

El esparcimiento de proteinas globulares se realiza con la ayuda de una varilla de vidrio
(método Trurnit) (Trurnit, 1960), lo cual facilita el desplegamiento de estas proteinas mejorando el
proceso de esparcimiento. Esta operacion se realiza depositando gota a gota la cantidad de solucién
de proteina que se va a esparcir sobre un extremo de la varilla, a unos 10 cm de la superficie y con
una inclinacién de ésta de aproximadamente 50 °. En las mediciones realizadas en la Balanza de
superficie, se esparcieron 400 pl de una solucién diluida de proteina (1.6 10 mg/ul). Esta
cantidad esparcida asegura el cubrimiento total de la interfase por una monocapa de B-lg. Para
asegurar el esparcimiento cuantitativo de la proteina se verifica mediante la reproducibilidad de las
isotermas m-A.

Tanto para la obtencion de las isotermas n-A como para la reologia dilatacional, se procedi6 de
forma diferente para la realizacion de las experiencias en sistemas mixtos con polisacaridos con y
sin actividad interfacial.

En las experiencias realizadas con alginato de propilenglicol (PGA) con diferente grado de
esterificacion (Kelcoloid 0, Kelcoloid LVF y Manucol Ester) se procedié al llenado de la batea con
agua destilada, luego se esparci6 la proteina y finalmente se agregd con una jeringa una solucion de
polisacarido concentrada. Esta solucion se agrega por detrds de las barreras que limitan la
monocapa, de modo de no afectar la monocapa de proteina que se encuentra formada entre las
barreras.

En las experiencias realizadas con goma xantica y A-carragenano, se llen6 la batea con la
solucién del polisacarido, se realizo la verificacion de ausencia de impurezas y luego se esparcié la
proteina sobre la subfase de polisacarido. Cabe aclarar que por tratarse de polisacaridos sin
actividad interfacial, en el ciclo de compresion-expansion en ausencia de proteina no se registr6 un

aumento de presion con la subfase al 0,05% de polisacaridos.

Obtencion de las isotermas 7wA
Como se ha mencionado anteriormente, se realiza un ciclo de compresion-expansioén sobre la
subfase limpia. Luego se realiza el esparcimiento de la proteina y se espera 30 minutos para lograr

una desplegamiento total de la misma en el area maxima de la balanza.
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Se setean las condiciones de la experiencia mediante el software instalado en la computadora
que actia de unidad de control. Las experiencias se realizan mediante el movimiento de las barreras
a una velocidad de 15 mm/min en sentido contrario de manera que se va reduciendo el area
disponible de las moléculas de proteina esparcidas. Por lo tanto, el drea se varia desde el area
maxima, de 772 cm’ hasta un érea tal que corresponde a una presién de aproximadamente 29
mN/m. Este valor de presion fue elegido en base a datos previos de las condiciones de colapso de
monocapas de B-lactoglobulina (Carrera Sanchez, 2000), correspondiendo dicho valor a la presion
de colapso de la monocapa. Luego del colapso de la monocapa, se formarian multicapas de
proteina, y estos cambios podrian ser en parte irreversibles, lo que impediria seguir trabajando con
la misma pelicula.

Mediante este procedimiento se obtienen los graficos de presion versus area de la pelicula.

Para obtener en el eje de abcisas valores de area molecular o densidad molecular se calculan los
miligramos de proteina contenidos en la cantidad esparcida. En todas las experiencias de obtencion
de isotermas y de reologia interfacial se esparcieron 400 pl de proteina de una solucién de 0,16
mg/ml, lo que resulta en una cantidad de proteina esparcida de 0,064 mg. Por lo tanto, los valores
de area y densidad molecular se calculan como:

Area molecular (m*mg)=Area disponible (m*)/0,064 mg

. 2 .
Densidad molecular(mg/m®)=1/area molecular

Elasticidad de la pelicula

De las isotermas m-A, la elasticidad se puede evaluar como E=-A.(dn/8A)r. La elasticidad
definida de este modo es la elasticidad a velocidad nula de deformacion (Rodriguez Niiio et al.,
1999) y una medida de la resistencia del film a un cambio en el area y puede ser calculada
directamente de la pendiente de las isotermas n-A a temperatura constante.

A partir de las tablas de datos de m vs A de cada isoterma se calculé (87/6A) en cada punto

mediante el programa Origin.3, y luego se multiplicé por A, para obtener la elasticidad.

Obtencion de pardmetros reologicos dilatacionales

Las técnicas de reologia interfacial dilatacional se basan en el principio de medir la tension
superficial mientras la interfase es sometida a algin cambio en su area. Los principales métodos
son: métodos de batea, donde una pelicula macroscopica es contenida entre dos barreras que
definen el area disponible para ésta y los métodos de gota, donde las medidas son realizada en

gotas de liquido o burbujas de gas. En los métodos de batea la tension interfacial es medida
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mediante un plato de Wilhelmy, mientras que en los métodos de gota se utilizan las variaciones en
el tamario de las gotas para medir los cambios en la tension superficial. En el presente trabajo se

han utilizado ambos métodos para la obtencion de los parametros reol6gicos.

En los ensayos reologicos dilatacionales se aplica una deformacion sinusoidal del area que
ocupa la pelicula y se mide la variacion sinusoidal resultante en la presion superficial. La
deformacidn aplicada esta caracterizada por una amplitud méaxima y una frecuencia de oscilacion
(w). La respuesta sinusoidal de la tension superficial derivada presenta la misma frecuencia que la
deformacién aplicada, pero estara o no en fase con ésta dependiendo de las caracteristicas
viscoelasticas de la pelicula (Figura I1.3.3).

El mddulo dilatacional superficial derivado de la variacion en la presion superficial (esfuerzo
dilatacional) (Ec. 11.3.2) como consecuencia de una pequefia variacion en el area superficial
(deformacion dilatacional) (Ec 11.3.3) puede ser descripta por la Ec. 11.3.4 (Luchasen y van den
Temple, 1972):

T = To + Mamplitud - SEN (Wt +3 ) Ec (11.3.2)

In A =1InAp+ In Anpiivg - seN(t) Ec (I1.3.3)

- &y ___dn Ec (11.3.4)
dA/A dinA

donde Tampliud Y Aamplieg SON las amplitudes del esfuerzo y la deformacion respectivamente, y ¢
es el angulo de desfase entre el esfuerzo y la deformacion.

El médulo dilatacional es una magnitud compleja que esta compuesta por una parte real y una
imaginaria.

E = |E|-(cos & +isen 8) = Es +1i. E, Ec(11.3.5)

La parte real del médulo dilatacional , también denominada componente de almacenamiento, es

la elasticidad dilatacional, Eg:

Eq= [E|-cos Ec (11.3.6)

La parte imaginaria del mddulo dilatacional o componente de pérdida es la viscosidad

dilatacional superficial, E,:

E,=ngw = |E|-send Ec (11.3.7)
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donde o es la frecuencia de oscilacién, medida en ciclos por segundo; y ng es la viscosidad

dilatacional.

La relacion entre amplitud del esfuerzo y la amplitud de deformacion es el médulo absoluto,
|E| , el cual representa una medida global de la resistencia dilatacional que presenta un material a

ser deformado; es decir, es una medida de su caracter viscoelastico. De esta forma, en un material
puramente elastico el esfuerzo y la deformacion se encuentran en fase (5 = 0), de forma que la parte
imaginaria es cero. En el caso de un material perfectamente viscoso, existira un desfase de 90°,
siendo por lo tanto la parte real nula. De esta forma, el angulo de desfase aporta informacion acerca
del caracter viscoelastico de un material. Las peliculas mas elasticas daran lugar a menores angulos
de desfase y por lo tanto a una menor cantidad de energia disipada por ciclo. Dicho angulo de

desfase suele expresarse de la siguiente forma:
tgd=E,/Eq4

En todos los casos las experiencias de reologia se realizan una vez obtenidas las isotermas n-A
de los sistemas. Se esperaron aproximadamente 30 minutos desde la dltima isoterma realizada
dejando las barreras totalmente extendidas de modo de tener el area maxima disponible al
comienzo de la experiencia. En este estudio las condiciones de las experiencias fueron

Amplitud de deformacion: 5%

Frecuencia: 50 mHz

Los parametros reologicos fueron estudiados en funcion de la presion superficial. Para ello, las
barreras se van comprimiendo de manera de lograr el valor de presion deseado al comienzo de las
oscilaciones sinusoidales, realizando las mediciones en orden de presiones ascendentes. El rango de
las presiones fue entre 0 y 30 mN/m. La presion inicial a la que se realiza el primer ciclo de
deformaciones depende del sistema, ya que en algunos sistemas se observan valores de presion que
alcanzan los 10 mN/m con las barreras totalmente extendidas. En estos ensayos dilatacionales se
realizaron mediciones de cinco oscilaciones, a partir de las cuales se obtuvieron los parametros

reologicos caracteristicos de las peliculas interfaciales: E, Eq, E, y tg 8 (Figura IL.3.3 ).
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Figura I1.3.3 Experiencia de reologia interfacial dilatacional. De los gréficos de m vs t y InA vs t se

obtienen los parametros reolégicos por medio del ajuste de los datos a las ecuaciones 11.3.2 y 11.3.3

respectivamente.
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11.3.3.1.4 Limpieza del equipo.

Antes de realizar las experiencias, tanto de reologia interfacial como de obtencién de las
isotermas, se realiza la limpieza de la balanza con etanol en todas las superficies de contacto con la
subfase o monocapa, esto es, la superficie de la batea y de las barreras. Luego de realizar las
experiencias en la balanza se realiza el vaciamiento de la misma por medio de la succién de la
subfase con una manguera conectada a una bomba de agua. Ademas, como norma general en todas
las experiencias realizadas en la balanza, los platos de platino se calientan a rojo a la llama de un

mechero de Bunsen, con el fin de eliminar cualquier impureza que pueda contaminar la superficie.

11.3.3.2 Tensiometro de gota

11.3.3.2.1 Principio de funcionamiento

Los métodos de gota montada o pendiente pueden ser empleados para determinar las tensiones
superficiales o interfaciales de liquidos. La forma de una gota de liquido depende de un balance
entre fuerzas gravitacionales y superficiales. Las fuerzas superficiales favorecen la forma esférica
de la gota ya que ésta minimiza el area de contacto entre el liquido y su alrededor. Las fuerzas
gravitacionales tienden a ocasionar un elongamiento (si la gota es pendiente) o un aplastamiento (si
se encuentra sobre una superficie). La forma de equilibrio adoptada por la gota esta determinada
por su volumen, densidad y su tension superficial (o interfacial) (Mc Clements, 1999c).

El método dindmico se basa en la obtencion de la medida de tension superficial debido a
variaciones en la geometria de una gota de liquido suspendida en aire.

El perfil de la gota es procesado de acuerdo a la ecuacion fundamental de Laplace para obtener

la tension interfacial o superficial,
19 (x-send) = % ~C-z Ec (11.3.8)

donde x y z son las coordenadas cartesianas en una posicion dada del perfil de la gota, b es el
radio de curvatura de la gota, 6 es el angulo de la tangente del perfil de la gota y C es una constante
de capilaridad, C=g.Ap/c , donde G es la tension interfacial, Ap es la diferencia entre las densidades
de las dos fases y g es la aceleracion de la gravedad. El software empleado calcula tres parametros
caracteristicos de la gota, que son area, A, volumen, V y tension interfacial, c. La exactitud
promedio en la tension interfacial con el equipo utilizado en este trabajo es de 0,1 mN/m. Sin
embargo, la reproducibilidad de los resultados se encuentra en un rango de entre 0,5 y 1,5 %, con la

reproducibilidad minima correspondiendo a altas temperaturas (Rodriguez Patino et al., 1999b).
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11.3.3.2.2.Descripcion del equipo
Dependiendo de la densidad relativa entre los dos fluidos entre los cuales se encuentra la

interfase a estudiar, la gota puede estar montada (gota de aceite en agua) o colgante (gota de agua
en aire). En este trabajo se utilizo el sistema de gota pendiente en aire. La gota se forma con una
jeringa tipo Hamilton, cuyo extremo se coloca en la posicion adecuada de modo de obtener la
visualizacion completa de la gota en cada experiencia dentro de la pantalla de video.

Una vez formada la gota, su perfil es digitalizado y analizado a través de una camara CCD
acoplada a un digitalizador de perfil de imagenes conectado a un procesador. Para mantener el
control visual de la gota, la imagen de la misma es visualizada en forma permanente en un monitor

de video. El esquema del equipo utilizado se muestra en la Figura I1.3.4.

Monitor

Motor de piston
de jeringa

Fuente de luz

Camara CCD

' Figura I1.3.4 Esquema del Tensiometro dindmico de gota utilizado para la determinacién de propiedades

superficiales, reolégicas y cinética de adsorcion en la interfase aire-agua.

11.3.3.2.3 Procedimiento experimental

Para la preparacion de la medida, primero se procede a la limpieza de la jeringa para eliminar
todo resto de impurezas o sustancias tensioactivas. Se toma con cuidado una cantidad de solucion y
I se limpia la punta de la jeringa. Luego ésta se coloca verticalmente en el dispositivo y se afirma
' con los tornillos de ajuste. Posteriormente se visualiza en la pantalla el borde del extremo de la

) v e . . »
jeringa y se mueve la misma de forma tal que quede ubicada en el extremo superior y centrada en

la pantalla.
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La formacién de la gota puede producirse automaticamente una vez que comienza la medicion,
indicando en el programa la cantidad de microlitros a descargarse para su formacion, o bien
manualmente desde el programa, para lo cual se va descargando lentamente unos pocos microlitros
hasta llegar al tamaiio de gota deseado. Dependiendo del tipo de sistema, sobre todo de acuerdo a la
viscosidad del mismo, se ha procedido en forma diferente para lograr la formacion de la gota. El
inconveniente con los sistemas de mayor viscosidad es que se “trepan” al borde de la jeringa, con
lo que en varios casos ha sido necesario limpiar el borde de la jeringa y repetir el procedimiento de
formacion de gota varias veces. Una vez formada la gota se comienza inmediatamente a adquirir
los datos de tension superficial en funcion del tiempo. Luego del periodo de rapido decaimiento de
tension superficial que se produce a tiempos cortos, como se vera en la parte de resultados,
comienzan a inducirse las oscilaciones sinusoidales para la obtencién de los parametros reologicos.
Los parametros reoldgicos superficiales, médulo complejo (E), viscoso (Ev), elastico (E,) fueron
medidos en funcion del tiempo t, para unas dadas condiciones de amplitud (AA/A) y frecuencia
angular (w). El método de medicién comprende una serie de compresiones y expansiones
periddicas sinusoidales con incremento y disminucion del volumen de la gota a la amplitud deseada
(AA/A) . El médulo dilatacional superficial derivado de un cambio sinusoidal en la tension

interfacial, o resultante de un pequefio cambio sinusoidal en el area superficial, puede ser descripto

como.
0 =0p.sen(n.t+9§) Ec (11.3.9)
A=A.sen(w.t) Ec (11.3.10)
- Qo _ dn Ec (IL3.11)
dA/A dinA

Donde o, y Ag son las amplitudes del esfuerzo y deformacion, 8 es el angulo entre deformacion
y esfuerzo, n=0,— ces la presion interfacial y opes la tension interfacial en ausencia de

tensioactivo (tension interfacial de agua pura). El mddulo elastico es la parte real del modulo

dilatacional superficial, se obtiene como Ed=|E| . cos & . La parte imaginaria es el modulo viscoso,

E,V=|E|. sen d. De la misma forma que lo descrito para la reologia interfacial por el método de la

balanza, la tangente del angulo de pérdida queda definida como tg 8=E./E4.
Todos los experimentos fueron realizados a una temperatura de 20 °C, la cual fue mantenida

constante con una variacion de 0,1°C por circulacion de agua desde un baiio termostatizado.
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11.3.3.2.4 Limpieza del equipo
Una vez terminada la medicion, se retira la jeringa y se descarga la solucion no utilizada. La
limpieza de la misma se realiza con etanol, por carga y descarga de la misma varias veces, y una

limpieza final con hexeno.

11.3.3.3 Determinacion de la viscosidad de las soluciones y comportamiento reologico

Se determind la viscosidad de las soluciones de polisacaridos (0,5%), proteina (2%) y sistemas
mixtos proteina + polisacaridos (0,5% + 2%) en un viscosimetro Brookfield DV-LVT con cono y
plato a 20 °C (conos 4! y 52, 24 mm y 48 mm de diametro respectivamente) en el rango de
velocidad de deformacién de 0 a 120 s™'. Se obtuvieron los valores de esfuerzo de corte frente a las
velocidades de deformacion.

Las curvas de flujo fueron ajustados mediante la ecuacion de Herschel Burkley, segun:

t=1+K.(y) Ec (11.3.12)

donde 1 es el esfuerzo de corte, yes la velocidad de deformacion, K es el coeficiente de

consistencia, n es el indice de flujo y 1, es el umbral de corte para velocidad de deformacion nula.
Esta ecuacion es utilizada para modelar el comportamiento reoldgico de sustancias con relacién no
lineal entre esfuerzo de corte y velocidad de deformacion. En caso de no presentar umbral de corte,

se aplica la misma ecuacion, con 1, = 0.

11.3.3.4 Propiedades de espumas de B-lg y B-lg/PS formadas por el método de batido

Para la formacion de las espumas se colocaron 40 ml de solucién en una probeta graduada de 3
cm de diametro (110 ml de capacidad total) , y se utilizd un agitador Griffin & George con una
paleta de 4 divisiones, conectado a un redstato para la regulacion de la velocidad de agitacion.

El tiempo de agitacion debe seleccionarse de manera de obtener el maximo volumen de
espumado (Kitabake & Doi, 1982). La formacion de espuma se produjo por agitacion durante 3

minutos, tiempo suficiente para alcanzar el maximo de espuma a 2000 rpm.

11.3.3.4.1 Capacidad de espumado

La expansion de la espuma (FE%) se calculé como:

170



Interacciones entre B-lg y polisacaridos en interfases y espumas

(vE _vsn )100

%FE = Ec (I1.3.13)

sn

donde Vg es el volumen final de espuma obtenido y Vj, es el volumen de solucién a partir del

cual se produjo la espuma.

11.3.3.4.2 Método para la determinacion simultdnea de velocidades de drenado, desproporcion y
colapso.

Se utilizé el método desarrollado por Carp et al.(1997¢) para la evaluacion de las propiedades
de las espumas, el cual permite medir simultaneamente el liquido drenado, la viscosidad aparente y
el volumen de la espuma en funcion del tiempo. Estas caracteristicas serviran luego para la
obtencion de las velocidades de los diferentes procesos y la evaluacion y comparacion de
estabilidad de las diferentes espumas frente al drenado, desproporcion y colapso.

Este método posee la ventaja de que puede ser aplicado a sistemas con alta concentracion
proteica. El estudio de los fendmenos de desestabilizacion tales como drenado o colapso el
espumas de altas concentraciones proteicas es de suma importancia ya que pueden ser relacionados
a la estabilidad de espumas alimentarias reales (Heil et al., 1990).

En este estudio se trabajo con soluciones de proteina al 2%, de ciertos polisacaridos al 0.5% y

soluciones mixtas proteina-polisacarido (2%/0.5%).

Descripcion del equipo

La determinacion de la viscosidad aparente de las espumas se realizé utilizando un viscosimetro
Brookfield DV-LVT con sensor en forma de T (spindle T-C). El equipo esta acoplado a una
computadora, de modo que el control de las experiencias se realiza por medio del software
Dvloader y Wingather. Estos programas fueron utilizados para la programacion de las condiciones
de las experiencias (velocidad, intervalo de toma de datos, tipo de sensor utilizado) y para el

registro de las mediciones.

Procedimiento experimental

Para la implementacion del método se procede de la siguiente manera.

Previamente a la formacion de la espuma, se prepara el dispositivo de medida y las condiciones
en las que se realizara el experimento. Se seleccionan el programa de medicion a utilizarse al
viscosimetro y el programa para el registro de datos. Ya que las caracteristicas de las espumas son

fuertemente afectadas por la temperatura, todas las mediciones se realizan a temperatura
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controlada. Para ello se utilizd un baiio termostatico Hakee, manteniendo el sistema a 19.7 °C. Se
coloca una probeta especial graduada dentro de un recipiente por donde circula el liquido
refrigerante y se sella el sistema para evitar pérdidas y asegurar un contacto total entre la superficie
de la probeta y el liquido refrigerante.

Luego se debe ajustar la posicion del sensor T, de modo que esté varie su posicion entre los 45 y
50 ml de la probeta graduada. Una vez realizados estos procedimientos el sistema se encuentra
preparado para la medicion.

La formacion de la espuma se realiza segin lo descripto anteriormente por batido durante 3
minutos. Luego de 1 minuto de formada la espuma, se toma con pipeta de punta truncada y se
coloca en la probeta de medicion, evitando la formacion de huecos dentro de la misma. Se carga un
volumen de espuma entre 75-80 ml, y se coloca dentro de la misma el sensor T. Luego se
comienzan a registrar los datos, los cuales se realizan automaticamente para la medicion de la
viscosidad aparente y manualmente en el caso del volumen de espuma y el volumen drenado.

En la Figura IL3.5 se muestra un esquema del dispositivo de medicion utilizado.

Viscosimetro

PC

Helipath stand

Wingather
software

Figura I1.3.5 Viscosimetro provisto de sensor tipo T (spindle T) acoplado al “helipath stand”, que permite al

sensor describir un movimiento helicoidal.
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La probeta utilizada para el estudio de las espumas posee una geometria especialmente disefada
para medir simultaneamente las diferentes caracteristicas de las espumas (Figura I1.3.6). En su
parte superior posee un diametro de 36 mm , que permite el libre desplazamiento del sensor T-C
(2,6 cm). Luego posee una parte conica para la reduccion del diametro de la misma. La parte
inferior (10 mm de diametro) es utilizada para la medicion del liquido drenado. La reduccion en el
diametro respecto de la parte superior da mayor sensibilidad a la medicion del volumen drenado y
permite la utilizacion de menor cantidad de muestra. La probeta se encuentra termostatizada dentro
de un tubo externo por el que circula un fluido termostatizado proveniente del bafio. En todas las

mediciones se utilizo una velocidad de giro del sensor T de 0,3 rpm.

Spindle T

Probeta
graduada

Espuma

Liquido drenado

Bano
termostatizado

Tubo externo
termostatizado

Figura I1.3.6 Probeta especialmente disefiada para la medicion simultanea de viscosidad aparente (por

medio del spindle T conectado a viscosimetro), liquido drenado y volumen de espuma.

En la Figura I1.3.7 se muestran las curvas tipicas obtenidas para la evolucién de la viscosidad

aparente de las espumas, el liquido drenado y el volumen de espuma en funcién del tiempo.
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Figura I1.3.7 Viscosidad aparente, liquido drenado y espuma colapsada en funcion del tiempo para una

espuma proteica

11.3.3.5 Propiedades de espumado de polisacdridos

Debido a la relativamente baja capacidad de formacion de espuma y estabilidad de las espumas
formadas en presencia de polisacaridos solos, no fue utilizado el método reolégico para la
determinacién de las velocidades de drenado y desproporcion.

Para la evaluacion de las caracteristicas de las espumas en estos sistemas, se realizd la
formacion de espuma a partir de 40 ml de solucién de los polisacaridos (0,5%), en una probeta de 3
cm de diametro, obteniéndose la capacidad de espumado de la Ecuacion 11.3.13. Posteriormente, se
registraron en la misma probeta los volimenes de liquido drenado y descenso del volumen de

espuma (colapso).
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PRIMERA SECCION
11.4.1 EFECTO DE LOS POLISACARIDOS EN MONOCAPAS DE B-LACTOGLOBULINA
ESPARCIDAS SOBRE LA INTERFASE AIRE-AGUA

I1.4.1.1 Caracteristicas estructurales de las monocapas de f-Ig en presencia de polisacdridos

Las caracteristicas estructurales de las monocapas pueden ser obtenidas a partir del analisis de
las isotermas m-A. Las isotermas n-A para la pelicula de B-lg esparcida sobre una subfase acuosa a
pH neutro puede observarse en la Figura I1.4.1.1. En la misma se observan el ciclo de compresion
y expansion de la monocapa de B-lg. Las monocapas de (-lg presentan una estructura liquido
expandida (Rodriguez Patino et al, 2001a). En general, la presion superficial sube inicialmente en
la isoterma de forma suave, se observa un aumento mas pronunciado de la presién con la
disminucién en el area, a medida que se comprime la monocapa . En ensayos realizados por
Rodriguez Patino et al. (2001a) se observaron presiones de colapso de alrededor de 29 mN/m.
Debido a esto, en este ensayo no se aumento la presién por encima de este valor (27-29 mN/m), ya
que un aumento mayor podria ocasionar cambios irreversibles en la monocapas debido al colapso
de la misma. Puede observarse en la Figura I1.4.1.1 una histéresis entre los ciclos de compresion-
expansion. Este comportamiento no es debido a un fendmeno de pérdida de moléculas por
desorcion, sino que esta asociada a procesos de reestructuracion y organizacioén de las moléculas en
la interfase durante la expansion (Carrera Sanchez, 2000) . Este fenomeno de histéresis que
presentan las monocapas de proteina es mucho mas notable que por ejemplo para sustancias de
bajo peso molecular, debido a que la complejidad molecular y estructural de la proteina hace mas
lenta la reorganizaciéon de las monocapas. Los residuos de aminoacidos situados en la subfase
interaccionan entre si provocando la formacion de redes entre moléculas de manera que se dificulta
la rapida recuperacion de la estructura inicial. Durante la compresion de la monocapa se produciria
un aumento del espesor de la misma, que durante la expansiéon permanece mayor al presentado
inicialmente. La repetitividad de los ciclos de compresion-expansion realizados con un suficiente
tiempo de espera entre cada uno (Figura I1.4.1.2), es una prueba de que el fendmeno de histéresis
observado no se debe a una pérdida de moléculas durante la compresién, sino a una
reestructuracion de la monocapa. De esta forma, la reorganizacion molecular es un proceso
reversible, es decir, la monocapa vuelve a su estado inicial, siempre y cuando se deje transcurrir el

tiempo suficiente (por ejemplo 30 min) antes de realizar otro ciclo de compresion-expansion.
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Figura I1.4.1.1. Isoterma n-A de monocapa de B-lg esparcida en la interfase aire-agua. Se muestra en ciclo

de compresion-expansion.

Seglin puede observarse en la Figura II.4.1.2, podria existir una presiéon y concentracion
superficial criticas en las que se produciria un cambio significativo en las propiedades del film. El
valor de presion critico es de aproximadamente 12 mN/m, y representa la transicién entre una
monocapa con una estructura mas expandida (estructura 1) hacia una monocapa con una estructura
mas condensada (estructura 2). Sin embargo, de acuerdo a lo decripto por Graham & Phillips
(1979b), la B-lactoglobulina retendria parcialmente elementos de su estructura nativa no desplegada
totamente durante el esparcimiento en la superficie aire-agua, incluso en la configuraciéon mas
expandida (Rodriguez Patino et al., 2001a).

Cuando los polisacaridos con actividad superficial (PGA) fueron agregados en la subfase a una
concentracion de 0,05%, las isotermas m-A presentaron un corrimiento a mayores presiones
superficiales con el tiempo, debido a la adsorcion y penetracion del polisacarido en la monocapa

de B-lactoglobulina (Figuras 11.4.1.3-5).
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Figura I1.4.1.2. [sotermas n-A de monocapas de P-lg esparcida en la interfase aire-agua a diferentes tiempos

de adsorcion, a 20 °C y pH 7. (1) 1h, (2) 2h, (3) 3h

La reproducibilidad de las isotermas luego de ciclos consecutivos de compresiones y
expansiones fue seguida durante 18 a 22 hs, lo que indica que la adsorcién y penetracion de los
PGA en la monocapa de proteina y su subsiguiente reacomodacion es un proceso lento.

En presencia de los polisacaridos sin actividad superficial, se observaron diferentes resultados.
La presencia de goma xantica produjo un notable corrimiento de la isoterma n-A a presiones mas
altas en las sucesivas mediciones realizadas a diferentes tiempos (Figura I1.4.1.6). En presencia de
A-C sélo se observé una pequeiia modificacion en las isotermas respecto de la de B-lg sola (Figura

1L.4.1.7).
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Figura I1.4.1.3. Isotermas n-A de monocapas de 3-lg esparcida en agua pura (1), y a diferentes tiempos

luego del agregado de Kelcoloid 0 a la fase acuosa: (2) 16h, (3) 18h.
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Figura I1.4.1.4. Isotermas n-A de monocapas de (3-lg esparcida en agua pura (1), y luego de diferentes

tiempos del agregado de Kelcoloid LVF a la fase acuosa: (2) 2h, (3) 4h, (4)22 h .
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Figura 11.4.1.5. Isotermas n-A de monocapas de 3-Ig esparcida en agua pura (1), y a diferentes

tiempos luego del agregado de Manucol a la fase acuosa: (2) 1h, (3) 18h, (4)22 h
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Figura I1.4.1.6. [sotermas n-A de monocapas de B-lg esparcida en agua pura (1), y a diferentes tiempos

luego del agregado de Xantica a la fase acuosa: (2) 1,5h, (3) 13h
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Figura 11.4.1.7 Isotermas n-A de monocapas de B-lg esparcida en agua pura (1), y a diferentes tiempos

luego del agregado de A-C a la fase acuosa: (2) 0,5h, (3) 1,5h, (4) 5 h.

En la Figura I1.4.1.8 se muestran las isotermas n-A a tiempos maximos de adsorcion (estado de
pseudo-equilibrio de las isotermas m-A) para monocapas de (-lg y sistemas mixtos de [-lg +
polisacaridos. Las isotermas n-A en presencia de PGA y goma xantica se encuentran separadas
del eje de presiones superficiales, indicando una estructura de monocapa aparentemente menos
condensada, debido a que en el calculo de area molecular se asumié que sélo las moléculas de B-Ig
se encontraban esparcidas en la interfase. Considerando que las proteinas una vez en las interfase
no se desorben (Carrera Sanchez, 2000) al adsorberse los PS con actividad interfacial el nimero de
moléculas totales en la interfase podria ser mayor, lo cual redundaria en una menor area molecular.
Entre los diferentes PGA, el Manucol Ester (MAN) mostr6 mayor actividad superficial, ya que
indujo el mayor aumento en la presion superficial. El K-LVF y K-0 produjeron un aumento mucho
menor en la presion superficial. Las diferencias entre estos dos PGA fueron mayores a valores
bajos de area superficial, donde el K-LVF exhibié una actividad superficial levemente superior. A
pesar de que la goma xantica no exhibe propiedades tensioactivas por si sola, en sistemas mixtos
con la B-lg se observd un comportamiento similar al mostrado por los PGA. A bajas areas

moleculares, XAN indujo mayores valores de presion superficial que con K-LVF o K-0. En
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presencia de A-C, se observé un leve aumento de las presiones superficiales a bajas areas

moleculares.
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Figura I1.4.1.8.Isotermas n-A de -lg en estado de pseudoequilibrio (20 °C, pH 7). Se observan las isotermas
de B-lg esparcida sobre (1) agua pura y sobre soluciones acuosas de (2) Kelcoloid 0, (3) Kelcoloid LVF, (4)

Manucol ester, (5) A-carragenano, (6) goma xantica

La elasticidad definida previamente a velocidad de deformaciéon nula es una medida de la
resistencia del film a un cambio de 4rea y se calcula directamente de la pendiente de las isotermas
n-A en el equilibrio (Luchasen y van den Tempel, 1972). Por lo tanto, un alto valor de elasticidad
esta asociado con un film de estructura fuertemente cohesiva. En la Figura I1.4.1.9 a-b se muestra
la elasticidad de monocapas de B-lg sola y sistemas mixtos en funcion de la densidad superficial o
molecular. La elasticidad de la monocapa de [B-lg sola muestra una fuerte dependencia con la
densidad molecular de proteina en la superficie. La elasticidad aumenta con la densidad superficial,
alcanza un maximo en el pasaje de las estructuras 1 a 2 y luego tiende a un valor constante a
mayores areas superficiales, en la zona de colapso de la monocapa, donde tiene lugar la formacion

de multicapas (Rodriguez Niiio et al., 1999) .
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Figura I1.4.1.9. Dependencia de la elasticidad con la densidad molecular, para monocapas de -lg esparcidas
sobre agua, y sobre soluciones acuosas de polisacaridos. (a) Polisacaridos con actividad superficial: K-0, K-

LVF y MAN. (b) Polisacéridos sin actividad superficial: A-C y XAN
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En presencia de los polisacaridos la elasticidad maxima del film disminuyé. Este efecto podria
ser debido a la penetracion de los polisacaridos en el film proteico y a las interacciones entre
proteina y polisacarido que afectan la estructura de la monocapa de proteina.

La méaxima elasticidad fue alcanzada a menores densidades moleculares en presencia de goma
xantica, K-0 y K-LVF. En presencia de Manucol ester, la maxima elasticidad fue obtenida a los
valores mas bajos de densidad molecular, en la zona representada al comienzo de la grafica de
elasticidad. Este corrimiento observado hacia menores densidades superficiales seria por lo menos
en parte aparente, como fue mencionado en el caso de las isotermas m-A, debido a que para la
construccion de los graficos sélo se tuvo en cuenta la densidad molecular de moléculas de proteina
esparcidas en la interfase. Sin embargo la magnitud del corrimiento indicaria el grado de
penetracion de los polisacaridos en la monocapa de B-Ig.

Una vez en la interfase, las moléculas de proteina presentan una gran estabilidad; sin embargo,
la adsorcion y penetracion de los polisacaridos en la monocapa de proteina podria forzar la
formacion de lazos formados por segmentos de aminoacidos de la molécula de B-lg en la solucién
acuosa subyacente a la superficie, lo que podria resultar en un corrimiento de la transicion entre las
estructuras | y 2 hacia menores concentraciones superficiales. Los resultados obtenidos en
presencia de Manucol ester sugieren que la proteina adoptaria una estructura de tipo 2 en presencia
de este polisacarido, incluso a muy bajas densidades superficiales. Del mismo modo la goma
xantica, a pesar de su caracter no tensioactivo, produce un corrimiento de la transicion a menores

densidades superficiales.

Al graficar la elasticidad en funcion de la presion superficial para la monocapa de 3-1g sola y en
sistemas mixtos (Figura 11.4.1.10 a-b), se observa una evidencia mas clara de los cambios de
estructura de la monocapa y la elasticidad del film. En la Figura I1.4.1.10 pueden observarse las
diferentes zonas de presion superficial que indican cambios en la estructura de la monocapa. La
primera, a 1 < 12 mN/m, corresponde a la estructura I, en la cual las moléculas de B-lIg existen
principalmente como filas con la mayoria de los segmentos de aminoacidos localizados en la
interfase. La segunda region, entre 12 < < 25 mN/m corresponde a la estructura 2 y la dltima

region se observa a m> 25 mN/m, en la que la monocapa colapsa (Rodriguez Patino et al., 2001a).
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Figura I1.4.1.10. Dependencia de la elasticidad con la presién superficial, para monocapas de p-lg
esparcidas sobre agua, y sobre soluciones acuosas de polisacéridos. (a) Polisacaridos con actividad

superficial: K-0, K-LVF y MAN. (b) Polisacaridos sin actividad superficial: A-C y XAN
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Una descripcion mas detallada de las estructuras que prevalecen en los distintos rangos de
presiones superficiales se da a continuacion: a presiones bajas, las moléculas de proteina adoptan
una conformacion mas desplegada que la que presenta en solucién, aunque esta desnaturalizacion o
desplegamiento de la proteina es parcial, debido a la presencia de enlaces intramoleculares y a la
gran cantidad de regiones estructuradas (hélice y lamina), lo que hace que mantenga gran parte de
su estructura ordenada en la interfase. Esto da lugar a que incluso a presiones superficiales no tan
elevadas aparezcan conformaciones de tipo lazo. Al aumentar la presion superficial se incrementa
el nimero de lazos y colas, con lo que ocurre un pasaje de la estructura 1 a la 2 mencionado
anteriormente. Un aumento mayor de la presion superficial produce el colapso de la monocapa,
donde ocurre la formacion de multicapas de proteina. En la Figura I1.4.1.11 se representan las

estructuras descriptas en cada rango de presion superficial.

Estructura 1

(t<12 mN/m)

LN
s

Estructura 2

S '=§

(25mN/m > © > 12 mN/m)

Monocapa colapsada

(r > 25 mN/m)

Figura I1.4.1.11. Estructuras que presentan las monocapas de [3-Ig en distintos rangos de presion superficial
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La Figura I1.4.1.10 muestra que el efecto de los polisacaridos prevalece a bajas presiones
superficiales (m <12 mN/m). En esta region la elasticidad del film se redujo hasta en un 50 % en
presencia de K-0 y K-LVF (Figura 11.4.1.10 a). Este efecto puede ser debido a la penetracion del
polisacarido en el film proteico, interfiriendo en las posibles interacciones entre segmentos de
aminoacidos de la proteina. En la region en donde la proteina adopta la estructura 2 (12<n<25
mN/m), la elasticidad es menor y se observan menos diferencias entre los sistemas (la elasticidad
vari6 entre 20 y 30 mN/m). Por encima de 25 mN/m, en la region de colapso de la monocapa, la

elasticidad tiende a disminuir, en presencia de todos los polisacaridos.

I1.4.1.2 Caracteristicas superficiales dilatacionales

Resulta de especial interés el estudio de las propiedades reologicas de las peliculas de proteina,,
debido a que la disminucién en la tension interfacial causada por la adsorcion de la misma no
explica la alta estabilidad que presentan los sistemas dispersos estabilizados por proteinas. La
explicacion a este fenomeno radica en que estas monocapas poseen una alta viscoelasticidad capaz
de soportar grandes esfuerzos debido a interacciones intermoleculares complejas que brindan gran
rigidez a la pelicula (Sarker et al., 1995).

Los valores de médulo dilatacional complejo (no mostrado) fueron muy similares a los de la
elasticidad dilatacional (E,), lo que confirma el caracter fuertemente elastico de los films. La
elasticidad dilatacional (E,;) de la monocapa de B-Ig sola mostr6 un comportamiento similar al
reportado previamente por Rodriguez Patino et al (2001a), mostrando un aumento con la presion
superficial hasta un maximo que ocurre cerca del valor de presion superficial al cual la monocapa
colapsa (Figura 11.4.1.12 a).

La presencia de A-C en la subfase modifico levemente la elasticidad dilatacional de la
monocapa, observandose una pequeiia disminucién de Ep a bajas presiones superficiales y cerca
del punto de colapso. En presencia de PGA se observé una disminucion importante de Ep en todo
el rango de presiones superficiales, siendo el manucol ester el que produjo el mayor descenso en el
caracter elastico del film especialmente a altas presiones superficiales. La goma xantica mostré un
fuerte efecto, produciendo la mayor disminucion en Ep, principalmente a presiones superficiales

menores a 20 mN/m.
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Figura 11.4.1.12. Dependencia de los parametros superficiales dilatacionales con la presion superficial,

en monocapas de B-lg esparcida sobre agua pura y sobre soluciones acuosas de polisacaridos. (a) Médulo

superficial dilatacional (Ep), (b) Tangente del angulo de pérdida (tan §)
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La monocapa de [-lg presenta alta viscoelasticidad, con una tangente de angulo de pérdida
(tand) entre 0,05 y 0,2 (Figura 11.4.1.12 b). Estos bajos valores indican un caracter sélido tipo gel
de las monocapas (Tung y Dynes, 1982) . Tand disminuy6é con un incremento en la presion
superficial, en concordancia con la existencia de fuertes interacciones proteina-proteina con el
aumento en la concentracion superficial de proteina. Excepto para la goma xantica a bajas
presiones superficiales, la presencia de los otros polisacaridos disminuy¢6 la viscoelasticidad de las
peliculas. Entre los PGA, K-0 fue el que menos afect6 el caracter viscoelastico de la monocapa y
MAN y K-LVF mostraron un comportamiento similar entre si.

Los polisacaridos sin actividad superficial mostraron un efecto opuesto en el caracter
viscoelastico del film. A bajas presiones superficiales (en la regiéon donde la proteina adopta la
estructura 1), el A-C disminuy6 notablemente la viscoelasticidad. Contrariamente, la goma xantica
produjo un aumento en este parametro. La fluidificacion del film en presencia de A-C puede ser
atribuida al gran aumento en la componente viscosa del médulo dilatacional complejo en el sistema
mixto en comparacion a la proteina sola. Sin embargo, en presencia de xantica se produjo una gran
disminucion en la componente viscosa del modulo, resultando en un aumento en el caracter elastico

del film.

E, E, (mMN/m)

0 . . . . ] . r . . :
5 10 15 20 25 30

n (MN/m)

Figura 11.4.1.13 Comparacion entre los valores del médulo dilatacional superficial (Ep) y elasticidad (E) en

funcién de la presion superficial para monocapa de B—Ig esparcida sobre agua pura
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En la Figura I1.4.1.13 se muestra una comparacion de los graficos obtenidos para los
parametros Elasticidad, E (calculado a partir de las isotermas n-A) y el médulo elastico superficial
Ep para la monocapa de B-lg sola. Se observa que los valores de E siguen la misma tendencia que
el médulo de elasticidad a valores bajos de presion superficial. A partir de los 10 mN/m se produce
un aumento de Ep respecto de la Elasticidad. A mayores presiones superficiales la monocapa
presenta mayor rigidez por un fuerte empaquetamiento de las moléculas de proteina, mostrado un
constante incremento de Ep con la presion superficial. Esto indicaria una fuerte relacion de este
parametro con el caracter solido y rigidez del film. La elasticidad E a presiones superficiales
mayores a 10 mN/m se veria disminuida debido a que la fuerte interaccion existente entre las
moléculas de proteina haria dificil la recuperacion del sistema hacia los estados iniciales, en donde
las moléculas se encuentran mas desplegadas o expandidas en la superficie.

Una comparacion entre los valores de elasticidad y mddulo elastico dilatacional para las
monocapas de proteina en presencia de polisacaridos se muestra en la Figura 11.4.1.14. En
presencia de los polisacaridos sin actividad interfacial (A-C y XAN) se observa un aumento
constante de Ep, mientras que la elasticidad E presenta un maximo a presiones superficiales
alrededor de 10 mN/m y luego disminuye a mayores presiones, de la misma forma que lo
observado en la monocapa de B-lg (Figura 11.4.1.14 a-b). En presencia de estos polisacaridos se
produciria un aumento en el grado de empaquetamiento de la proteina causada por efectos de
volimenes de exclusién e incompatibilidad entre los polisacaridos disueltos en subcapas proximas
a la interfase y la proteina adsorbida. Esto produciria un aumento en el caracter sélido de la
monocapa de B-lg con la presion interfacial (aumento en Ep) por una mayor interaccion entre las
moléculas en la interfase, lo que a su vez provoca la pérdida de elasticidad (disminucién en E) a
altas presiones superficiales debido al fuerte empaquetamiento y a la pérdida de movilidad de las
moléculas en la interfase por la relativamente alta viscosidad de la subfase.

En presencia de los polisacaridos con actividad interfacial (Figura I1.4.1.14 c-e) no se observan
diferencias significativas en la forma de las curvas de E y Ep. A medida que aumenta la presion
superficial se observa un aumento de Ep y E debido a la condensacion de la monocapa. La
posterior disminucion en ambos parametros estaria relacionada a la disminucion en el grado de
interaccion entre las moléculas de proteina debido probablemente a la penetracion de los
polisacaridos o complejos polisacarido-proteina en la interfase, lo que disminuiria la
viscoelasticidad del film. En el caso del Manucol (Fig. I1.4.1.13) ambos parametros disminuyen en

todo el rango de presiones superficiales.
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Figura I1.4.1.14. Comparacion entre los valores de médulo dilatacional superficial (Ep) y elasticidad de
Gibbs (E) en funcién de la presion superficial para monocapa de —Ig esparcida sobre soluciones acuosas de

polisacaridos. (a) A-carragenano, (b) goma xantica (c) Kelcoloid 0, (d) Kelcoloid LVF, (e) Manucol ester

I1.4.1.3 Discusion

Los resultados obtenidos revelan el gran efecto de los polisacaridos en las monocapas de [3-lg,
incluso de los que no poseen actividad superficial. Para explicar los efectos observados, deben
considerarse los siguiente fenomenos: (1) la habilidad de los polisacaridos para adsorberse en la
interfase y aumentar la presion superficial , (2) la posibilidad de que ocurra complejamiento con la

proteina adsorbida en la interfase y (3) la existencia de una limitada compatibilidad termodinamica

entre proteina y polisacaridos.
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La fijacion de los polisacaridos en el film superficial puede ocurrir por los mecanismos (1) o
(2), dependiendo de la estructura quimica de los polisacéaridos y el pH del medio. Una vez que los
polisacaridos han penetrado o se han complejado en la interfase, los fenémenos de voliumenes de
exclusion entre ambos biopolimeros a pH neutro podria llevar a una aumento en el potencial
quimico o actividad termodinamica de la proteina en la interfase (Pavlovskaya et al., 1993). Por lo
tanto, la proteina en la superficie podria comportarse como si estuviera mas concentrada (con una
estructura mas condensada), llevando a un aumento en la presion superficial de acuerdo a los
resultados de la Figura 11.4.1.8. Ha sido demostrado que la adicion de goma xantica en soluciones
de proteina de soja a pH neutro tiene un efecto similar al observado con un aumento en la
concentracion de proteina (Carp et al., 1999), derivado del efecto de volumenes de exclusion. La
presencia de ciertas zonas de la proteina en interaccion electrostatica con xantica o A-C o la
penetracion de los PGA en la interfase, interfieren en las interacciones entre moléculas de B-lg en
la pelicula resultando en una disminucién en las propiedades reoldgicas superficiales (Figura
I1.4.1.12) . La disminucion en la elasticidad a <12 mN/m, donde la B-lg adopta el estado 1 y la
disminucion en la elasticidad dilatacional en todo el rango de presiones revela la disminucién en el
grado de asociacién de la proteina en la interfase. Ademas, el aumento en la fluidificacion del film
(aumento en tand) es consistente con la existencia de menores interacciones entre proteina-proteina

en presencia de polisacaridos.

Films de B-lg esparcida en soluciones acuosas de polisacaridos sin actividad superficial

La adsorcion de la xantica y A-C en la interfase es improbable. La xantica no causa una
disminucion en la tension superficial (Carp et al., 2001), lo que resulta consistente con resultados
reportados previamente (Yilmazer et al., 1991), y el A-C se comporta de forma similar. Este
comportamiento sera descripto en secciones siguientes donde se estudiara la cinética de adsorcion
en la interfase aire-agua a partir de soluciones acuosa. Por lo tanto, la modificacion en la presion
superficial y en las propiedades reoldgicas de la monocapa de proteina sugieren la participacion de
la xantica y el A-C en la interfase mediante el mecanismo (2).

En las condiciones de pH en las que se realizd el estudio (pH neutro), se espera una repulsion
electrostatica entre los distintos biopolimeros en soluciéon. La f-lg se encuentra cargada
negativamente y la goma xantica es un polisacarido con cadenas laterales de fuerte caracter
anidnico que consisten en unidades de a-D-manosa, B-D-acido glucurénico y piruvato, que se
encuentran periddicamente unidas a la cadena de celulosa principal. Por otro lado, el A-
carragenano es un polisacarido altamente sulfatado, con lo que se encuentra cargado negativamente

a pH 7. En el seno de la solucion, las propiedades de los sistemas mixtos obtenidos al mezclar
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soluciones de proteinas del suero con xantica o A-C parecen estar gobernadas por fenémenos
segregativos o de limitada compatibilidad (Sanchez et al., 1997). Sin embargo, pueden ocurrir
interacciones atractivas locales entre zonas cargadas opuestamente en los biopolimeros. Cuando la
proteina se encuentra adsorbida en la interfase las interacciones entre los bipolimeros son diferentes
que en el seno de la fase debido a una alteracion en la conformacion de la proteina en la interfase.

Resultados reportados previamente dan clara evidencia de interacciones sinergisticas entre
goma Xxantica y proteinas de soja en la interfase aire-agua, segin lo observado en mediciones de
viscosidad superficial de corte de las peliculas y analisis electroforético de la agregacion proteica
en la interfase (Carp et al., 1999b). Una posible interpretacion de estos resultados es que la goma se
adsorbe sobre la proteina, formando una estructura combinada con una pelicula primaria de
proteina en contacto con la fase gaseosa. Segin esta hipdtesis, la tension superficial de este film
estaria dominada por la pelicula de proteina, mientras que la presencia del polisacarido adsorbido
sobre la proteina se veria reflejado en las propiedades reoldgicas del film. Sin embargo, el gran
incremento observado en la presion interfacial en presencia de xantica puede ser tomado como una
evidencia del “efecto concentracion” (condensacion de la estructura de la monocapa de B-lg)
derivado de la incompatibilidad termodinamica entre los biopolimeros en solucién. Esta asociacion
de la proteina con la xantica a través de ciertas regiones de la molécula modificaria la asociacion
entre las moléculas proteicas en la interfase con la consiguiente disminucién en la elasticidad y
modulo elastico dilatacional de las monocapas.

Una de las propiedades mds importantes que diferencian a los carragenanos de otros
hidrocoloides es su habilidad para complejarse o interactuar con proteinas lacteas. Los
polisacaridos sulfatados forman complejos reversibles con proteinas, incluso a pH neutro
(Dickinson, 2003). Un resultado interesante obtenido en este estudio fue que el A-C es el
polisacarido que presenta el menor efecto en la estructura y propiedades reoldgicas de la monocapa

de B-lg, pero contrariamente, produce una fluidificacion del film (aumento en tan §).

Films de B-lg esparcida sobre soluciones de polisacaridos con actividad superficial

Como resultado de la adicién de grupos ester, el alginato de propilenglicol reduce la tension
superficial del agua. La penetracion de PGA en la monocapa proteica de acuerdo al mecanismo (1)
podria reducir las interacciones proteina-proteina, lo que explicaria los menores valores de
elasticidad superficial dilatacional obtenidos.

Un aumento en el grado de esterificacion reduce el caracter hidrofilico de las moléculas e
imparte mayores propiedades tensioactivas. Los PGA también se diferencian en sus viscosidades
(Tabla I1.4.1.1). La viscosidad desarrollada por estos polisacaridos en solucion esta directamente

relacionada a su peso molecular (Imeson, 1992). Cuando se evaluaron las propiedades
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tensioactivas de los diferentes PGA en ausencia de proteina (como se vera en la siguiente seccion),
la actividad superficial de los mismos presenté el siguiente orden: K-0>MAN>K-LVF. La mayor
actividad superficial presentada por el K-0 es consistente con el alto grado de esterificacion y
menor viscosidad (menor peso molecular) que presenta este polisacarido. Por otro lado, el K-LVF
presentd menores propiedades tensioactivas, debido al menor grado de esterificacion y mayor

viscosidad.

Tabla 11.4.1.1 Grado de esterificacion y viscosidades de los distintos PGA utilizados

PGA Grado de esterificacion Viscosidad

MAN Alto Alta (11,8 cp)
K-LVF Medio Alta (13,9 cp)
K-0 Alto Baja (4,7 cp)

*viscosidad evaluada a 60 s™' en soluciones al 0.5 % p/p

Cuando la B-lg se encuentra adsorbida en la interfase, el orden de efectividad en aumentar la
presiéon superficial mostrado previamente (Figuras 11.4.1.3-5 y Fig.I1.4.1.8) fue: MAN>K-
LVF>K-0. Este resultado no puede ser atribuido solamente al grado de esterificacion, y
necesariamente pone en juego el rol de la viscosidad o peso molecular de cada uno de estos
polisacéridos en el efecto observado, relacionado al grado de incompatibilidad con la proteina. Es
esperable una disminucion en la compatibilidad entre los biopolimeros con el aumento en el peso
molecular de los polisacaridos (Schmitt, et al., 1998).

De acuerdo a esto, los diferentes efectos de los PGA en las isotermas n-A pueden ser explicados
de la siguiente forma: el gran aumento en la presion superficial causado por el manucol ester
deberia ser atribuido a su alto grado de esterificacion, que le permite penetrar en la interfase con
mayor efectividad. Ademas, debido a su alta viscosidad/peso molecular, forzaria una concentracion
de la proteina en la interfase debido a fenomenos de volimenes de exclusion. Sin embargo, no debe
descartarse la posibilidad de que ocurra un complejamiento entre este polisacarido y la proteina en
la interfase. Ahamed & Dickinson (1991) sugirieron la posibilidad de formacion de complejos
electrostaticos entre PGA y proteinas de la leche (principalmente caseinas) a pH neutro.

A pesar de que el K-0 posee un alto grado de esterificacion similar al manucol ester, su menor
viscosidad (menor peso molecular) contribuiria en menor medida a concentrar la proteina en la

interfase.
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El hecho de que todos los polisacaridos, con o sin actividad superficial, causen la transicion
hacia la estructura 2 a menores presiones superficiales es una evidencia de la existencia de
fendmenos de volimenes de exclusion en la interfase. De otro modo, los polisacaridos sin actividad

superficial solo modificarian la reologia del film interfacial sin afectar la presion superficial.
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SEGUNDA SECCION

I1.4.2. PROPIEDADES INTERFACIALES DE B-LG Y POLISACARIDOS ESTUDIADAS POR
TENSIOMETRIA DE GOTA Y SU RELACION A LAS PROPIEDADES DE ESPUMADO

11.4.2.1 Propiedades interfaciales de la B-lactoglobulina sola

I1.4.2.1.1 Dindamica de adsorcion de la B-lIg en la interfase aire-agua

En la Figura I1.4.2.1 se muestra la evolucion de la presion superficial en funcion del tiempo de
adsorcion para monocapas de 3-1g formadas a partir de concentraciones del 0,1 al 2% en el seno de
la solucion, a 20 °C y pH 7. El incremento en la presion superficial esta asociado a la adsorcion de
las moléculas de proteina en la interfase (Damodaran & Song, 1988, Graham & Phillips, 1979c¢). El
rapido aumento inicial de la presion superficial por la difusién de moléculas de proteina a la
interfase, es seguido por una etapa mas lenta, controlada por la penetracion, desplegamiento y
reacomodacion de las moléculas adsorbidas . En los sistemas con concentracion mayor a 0,1% se
observa un aumento inicial de la presion mucho mayor y una estabilizacion de los valores de
presion a tiempos mas cortos. Como es de esperar, los valores maximos de presion se obtienen para

las soluciones de mayor concentracién de proteina (2%).
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Figura I1.4.2.1 Evolucion de la presién superficial con el tiempo de adsorcién para soluciones de B-lg de

diferente concentracion.
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Los resultados estan de acuerdo en forma cualitativa con otros estudios realizados en proteinas
globulares (Benjamins et al., 1996). En la etapa de adsorcion de la proteina posterior a la rapida
difusién inicial, la velocidad del proceso depende de la habilidad de las moléculas de proteina para
crear espacio en el film existente y penetrar y reacomodarse en la interfase. Las moléculas de
proteina deben vencer la barrera electrostatica existente debido a la presencia de otras moléculas
adsorbidas en la interfase (Rodriguez Patino et al., 1999a).

El valor maximo de presién interfacial obtenido en el sistema con 0,1 % de proteina fue de
alrededor de 14 mN/m, cercano al valor determinado en la seccion anterior como el valor de
transicion entre las estructuras | y 2, mientras que el valor maximo con 2% de proteina (23 mN/m)
se aproximé mas al valor de colapso de la monocapa, lo que indica la formacién de una monocapa
mas condensada a mayores concentraciones de proteina. El valor de presion de equilibrio obtenido
a los 5000 s de adsorcion (22,1 mN/m) a pH neutro, coincide con los valores de presion superficial
de equilibrio reportados previamente para monocapas de (B-lg a pH 6,3 (23 mN/m), luego de
aproximadamente 6000 s de adsorcion ( Waniska & Kinsella, 1985).

Se ha observado que el efecto de una mayor concentracion de proteina al reducir la tension
superficial de la solucion, se refleja en la obtencion de burbujas de menor tamafio y en una mejora
en la estabilidad de la espuma. Ademas, a mayores concentraciones de proteina se promueve la
formaciéon de multicapas, lo que aumenta la estabilidad de las espumas formadas por proteinas
globulares (Rodriguez Patino et al., 1995) debido a un aumento en el espesor de la pelicula. La
estabilidad de las espumas depende en gran medida de las propiedades reologicas del film

interfacial (Rodriguez Patino et al., 1995).

I1.4.2.1.2 Propiedades reoldgicas de peliculas de B-lg

En la Figura I1.4.2.2 se muestra la elasticidad dilatacional (G’) obtenida a partir de los ensayos
oscilatorios dilatacionales realizados en soluciones de concentracion de B-lg entre 0,1 y 2%.

Cuando la concentracion de proteina fue menor al 1% en el seno de la solucién, no se observd
un desarrollo o aumento del médulo elastico durante la adsorcion de la proteina en la interfase
(Figura 11.4.2.2). En la solucion al 2% se observé un aumento de G’ con el tiempo de adsorcion,
presentando inicialmente una mayor pendiente y luego disminuyendo la velocidad de desarrollo a
partir de los 3500 segundos aproximadamente. Este comportamiento podria deberse a que a bajas
concentraciones de proteina, ésta se adsorbe en la interfase aire-agua, pero su concentracion
interfacial no alcanza para la formacion de una red viscoelastica en la interfase, lo que se refleja en
bajos valores del mddulo elastico. A mayores concentraciones de proteina, se formaria una

estructura tipo gel en la interfase, por un aumento en el grado de interacciones proteina-proteina,
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aumentando la rigidez del film. Este comportamiento es caracteristico de proteinas globulares y se
vincula a la presencia de grupos tiol libres (Martin et al., 2002). El alto grado de empaquetamiento
que presenta la pelicula a altos tiempos de adsorcion es consecuencia de una reacomodacién de las

moléculas de proteina previamente adsorbidas en la interfase (Rodriguez Patino et al, 1999b).
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Figura I1.4.2.2 Moédulo elastico obtenido a partir de los ensayos dilatacionales superficiales en el
tensiometro de gota, para monocapas de f-lg formadas a partir de soluciones de concentraciones entre 0,1 y

2%.

Los resultados observados estan de acuerdo a lo reportado previamente por Rodriguez Patino et
al. (1999a), quienes observaron un aumento en el médulo elastico de monocapas de B-lg adsorbida

en la interfase aire-agua al aumentar la concentracion de proteina en el seno de la fase liquida.

11.4.2.2 Propiedades interfaciales y de espumado de polisacdridos solos

11.4.2,2.1 Alginato de Propilenglicol (PGA)

Dindmica de adsorcion de PGA en la interfase aire-agua

La cinética de adsorcion de los diferentes PGA se estudié para concentraciones de 0,1 y 0,5%

en la solucion, a pH neutro y 20 °C.
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Figura 11.4.2.3 . Evolucién de m en funcion del tiempo de adsorcion para soluciones de PGA al 0,1%

En la Figura I1.4.2.3 se muestra la evolucién de la presion interfacial en funcion del tiempo de
adsorcion para una concentracion del 0,1%. En estudios previos se ha reportado una importante
actividad interfacial del PGA debido al caracter hidrofébico de los grupos propilenglicol (Huang et
al., 2001). Sin embargo no hay en la literatura datos relativos a la dinamica de adsorcion de estos
polisacaridos ni a las propiedades de las peliculas interfaciales que conforman. El aumento en la
presion superficial mostrd el siguiente orden: K-0> MAN > K-LVF. Un mayor aumento en la
presion superficial estaria relacionado al mayor grado de esterificacion y a la menor viscosidad del
K-0 (Tabla IL.4.1.1).

A mayores concentraciones (0,5%), la actividad interfacial de los distintos PGA sigui6 la misma
tendencia (Figura I1.4.2.4), pero el valor final de la presion interfacial a los 5000 s (7sg00) fue
ligeramente menor en todos los sistemas (Tabla I1.4.2.1). Esto podria deberse al aumento en la
viscosidad de la fase liquida que podria disminuir la velocidad de algunas etapas involucradas en la
adsorcion del polisacarido en la interfase. Es posible que a 0,5% se requirieran mayores tiempos de

adsorcion para alcanzar valores similares de 7.
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El hecho de que al aumentar la concentracion del 0,1 al 0,5% no resulte en un incremento
significativo de 7 podria deberse a que al 0,1% se estaria en una concentracion proxima a la de

saturacion de la interfase.
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Figura I1.4.2.4 Evolucion de la presion superficial en funcién del tiempo de adsorcion para soluciones
de PGA al 0,5%

La cinética de adsorcion en la interfase aire-agua puede obtenerse de los graficos de evolucion
de la presion superficial con el tiempo. La velocidad de cambio de concentracion superficial (I')

puede ser expresada como (Mc Ritchie, 1978):
dI'/dt= (dI'/dm).(dn/dt) Ec (I1.4.2.1)
Si (dI'/dm) es constante, (dn/dt) puede ser usada para evaluar la velocidad de adsorcion del

tensioactivo. En la etapa de difusion, la ecuacion modificada de Ward y Tordai (Ward y Todai,

1946), puede utilizarse para correlacionar el cambio en presion interfacial con el tiempo seglin:
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1=2 CoK T (D t/3,14)"? Ec (11.4.2.2)

donde C, es la concentracion en el seno de la fase liquida, K es la constante de Boltzman, T es
la temperatura absoluta y D es el coeficiente de difusion. Si la difusion del polisacarido hacia la
interfase controla el proceso de adsorcion, un grafico de m vs t'? seré lineal (Mac Ritchie, 1978, De
Feijter et al, 1987; Xu y Damodaran, 1994), y de la pendiente de dicho grafico se obtendra la
velocidad de difusion (kgp).

La velocidad de las etapas de penetracion y reacomodacion de las moléculas adsorbidas en la
interfase, puede analizarse por la siguiente ecuaciéon de primer orden (Graham y Phillips, 1979a;

Tornberg, 1978a; Suttiprasit et al., 1992):

ﬂ'f—ﬂ',

In =-k.t Ec (11.4.2.3)

-7

donde m;, m y m, son presiones superficiales al tiempo final de la etapa, a tiempo cero y a un
tiempo cualquiera, 7 y k; es la constante de velocidad de primer orden. En la practica, la ecuacion
(3) generalmente ajusta dos o mas regiones lineales. La primera pendiente corresponde a la
constante de primer orden del proceso de penetracion y desplegamiento (k,), mientras que la
segunda pendiente corresponde a la etapa de reacomodacion de las moléculas adsorbidas en la
interfase (k;). Como se vera en la seccion siguiente, para la adsorcién de proteina en la interfase
generalmente pueden hallarse dos pendientes en esta region de los graficos. En el caso de los
polisacaridos, solo se encontré una pendiente en la etapa siguiente a la difusion, que estaria dada
por una penetracion del polisacérido en la interfase. A diferencia de las monocapas de proteina, en
las que existe una fuerte interaccion entre las moléculas adsorbidas de modo que forman una red o
estructura tipo gel en la interfase, en las peliculas interfaciales formadas por polisacaridos no
existiria una etapa de reacomodamiento de la monocapa por no poseer una estructura molecular tan
compleja como las de la proteina. En la Tabla I1.4.2.1 se muestran los valores de las velocidades
de las diferentes etapas de adsorcion.

Se observdo un aumento en la velocidad de difusion para menores concentraciones de
polisacarido en todos los casos, que podria deberse a la menor viscosidad de la fase liquida que
facilita la difusion. Por el contrario, la velocidad de la etapa de penetracion aumentdé con la
concentracion de PGA en todos los casos. No se observaron diferencias significativas en la

velocidad de difusién para cada concentracion entre los diferentes PGA.
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Tabla I1.4.2.1 Velocidades de difusion (kgi) y penetracion (k,)obtenidas de la linealizacién de los

graficos de m vs tiempo para los diferentes PGA.

Sistema Kair R’ k, x 10° R’ T 5000
(mN m™ ) (min™") (mN/m)

Kelcoloid 0 0,5% 0,121 0,702 4,83 0,839 10
Kelcoloid 0 0,1% 0,146 0,970 3,44 0,970 11,12
Kelcoloid LVF 0,5% 0,128 0,955 7,06 0,939 7
Kelcoloid LVF 0,1% 0,136 0,967 2,38 0,949 9
Manucol Ester 0,5% 0,129 0,985 3,36 0,984 8,5
Manucol Ester 0,1% 0,137 0,985 2,38 0,970 10

Propiedades reologicas de las peliculas de PGA

Por medio de ensayos oscilatorios dilatacionales, se obtuvieron los parametros reologicos de
las peliculas de PGA. En la Figura I1.4.2.5 se muestran los valores del médulo elastico (a) y tan 6
(b) para los sistemas al 0,1%. El médulo elastico G’ aument6 en el orden K-LVF < MAN < K-0,
obteniéndose valores entre 5y 17 mN/m.

Los bajos valores de tan 6 (<0,2) indican la formacion de un film de elevada viscoelasticidad. A
pesar de que se ha mencionado que en los films formados por polisacaridos no se daria el
reacomodamiento caracteristico de las peliculas proteicas, los bajos valores de tand indican que las
moléculas del polisacarido podrian asociarse y formar una pelicula de buena viscoelasticidad. Esta
asociacion podria involucrar las regiones esterificadas hidrofobicas de las moléculas de PGA.

A mayor concentracion de PGA (0,5%) se observo una disminucion notable en los valores de
G’ en el caso de K-0 y K-LVF (Figura I1.4.2.6). Esto podria deberse a que a esta concentracion,
superior a la de saturacion, la monocapa podria estar colapsada. En proteinas que forman
monocapas ordenadas (WPI) se ha observado que el moédulo dilatacional aumenta con la
concentracion superficial hasta el punto de colapso. Luego del punto de colapso los valores

permanecen constantes.
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Figura 11.4.2.5 Parametros reolégicos superficiales obtenidos para los sistemas al 0,1%. (a) Elasticidad

dilatacional superficial, G’ (b) Tangente del angulo de pérdida (tan§).
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En cambio, para monocapas mas desordenadas ((3-caseina) el médulo toma un valor minimo en
el punto de colapso (Rodriguez Patino et al., 2001a). Los resultados sugieren que se requeriria una
mayor caracterizacion de la estructura de las monocapas formadas por el PGA a fin de explicar el
comportamiento observado.

El Manucol ester presento un desarrollo de G’ desde valores bajos de presion (incluso menores
a los observados en las soluciones al 0,1%) hasta valores mas altos, de alrededor de 25 mN/m. Tan
& mostré valores mayores a los obtenidos al 0,1% en presencia de K-0 y K-LVF lo que indicaria la
formacion de un film menos viscoelastico.

Al aumentar la concentracion de 0,1 a 0,5%, K-LVF presenta una pequeiia disminucién del
valor de G’ de la interfase pero una disminucion notable de la viscoelasticidad lo cual revela un
menor grado de estructuracion de la interfase. El K-0 al aumentar la concentracién de 0,1 a 0,5%
disminuye mucho el G’ y aumenta ligeramente tand, lo cual indica también un menor grado de
estructuracion en la interfase a mayor concentracién. En cambio, el Manucol a tiempos largos de
adsorcion desarrolla un nivel de estructuracion mayor a 0,5% que a 0,1%, manteniéndose la
viscoelasticidad en valores semejantes (tand =0,15). El comportamiento particular del Manucol
podria deberse a un mayor nivel de Ca’" (inf. Provista por ISP Alginates) en el Manucol que podria

promover la asociacion interfacial del mismo.

254 a
20 MAN/‘
| A
15 - /
1 o A—a K-0
107 ™ / 0
——O0———np—0o0—

A

0—--—~<>/

T

G'(mN/m)

o
O—O0—O0—0o—

T T

T T
3000 4000

tiempo (s)

1 1
1000 2000

204



Resultados ~ Segunda Seccion

1,5 b

1.2 1

0,91
70)
c
S o064

K-LVF
0,3
o D A
00 M \ /
» T M
1000 2000 3000 4000 5000
tiempo (s)

Figura 11.4.2.6 Parametros reolégicos superficiales obtenidos para los sistemas al 0,5%. (a) Elasticidad

dilatacional superficial, G’ (b) Tangente del angulo de pérdida (tand).

Medicion de la viscosidad de las soluciones de PGA

Se evalu6 el comportamiento de flujo de soluciones de PGA al 0,5%, graficando los valores de
esfuerzo de corte (t) en funcién de la velocidad de deformacién en un rango entre 10 y 120 s
(Figura I1.4.2.7). Las curvas obtenidas se ajustaron mediante la ecuacion de Herschel Burkley (Ec

11.3.12).
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Figura 11.4.2.7 .Curvas de esfuerzo de corte vs velocidad de deformacion obtenidas para soluciones de PGA
al 0,5%.
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Las soluciones de K-LVF y MAN presentaron un leve comportamiento pseudoplastico con
valores de n muy cercanos a 1 y sin un valor apreciable del umbral de fluencia (Tabla 11.4.2.2). En
el caso del K-0, el valor de n=I indica un comportamiento Newtoniano. Los valores de viscosidad
aparente evaluada a 60 s”', muestran una aumento de viscosidad en el siguiente orden: K-0<<
MAN < K-LVF. Segin los valores de viscosidad hallados el K-0 tendria un peso molecular mas

bajo que los otros PGA.

Tabla I1.4.2.2 Caracteristicas de flujo de soluciones de PGA al 0,5%.

PGA To K n 1 (60s™)
(cp)
K-0 - 0,044 1,014 4,71
K-LVF 0,228 0,901 13,91
MAN 0,136 0,960 11,86

Caracteristicas de las espumas de PGA formadas a partir de soluciones al 0,5%

Se evalu6 la capacidad de espumado de soluciones de PGA al 0,1 y 0,5%. En soluciones al
0,1% se observo un bajo volumen de espuma y baja estabilidad. A 0,5% aumenté el volumen de las
espumas y la estabilidad, pudiendo determinarse en este caso la velocidad de drenado y el tiempo
de colapso. En la Tabla I1.4.2.3 se muestra la capacidad de espumado y la estabilidad de espumas

obtenidas para soluciones de PGA al 0,5%.

Tabla I1.4.2.3 Caracteristicas de las espumas de PGA al 0,5%

PGA FE% kyr teolapso( 10ml)
(ml.min)"' (min)
K-0 115 0,0136 24
K-LVF 95 0,0125 27
MAN 100 0,0101 29

La capacidad de espumado mostrd el siguiente orden: K-0 > MAN > K-LVF. Este resultado
muestra el mismo orden que el aumento de presion superficial (Figura I1.4.2.4) y el inverso a las

viscosidades de las soluciones de PGA (Tabla I1.4.2.2). Es decir que el PGA de menor peso
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molecular y viscosidad puede penetrar mas en la interfase y permitir la formacion de una mayor
area interfacial. En la Figura 11.4.2.8 se muestran las curvas de drenado de liquido de las espumas.
Carp et al. (1997a) propusieron un modelo para expresar el liquido drenado de espumas

estabilizadas por proteinas en un amplio rango de concentraciones:
v(t)= Vi t"/(c+t") Ec (11.4.2.4)

donde v(t) es el volumen de liquido drenado a tiempo t; V|_es el maximo volumen drenado, n es
una constante relacionada a la forma sigmoidea de las curvas de drenado, ¢ es un parametro
relacionado al tiempo medio de drenado, ¢'. La constante de velocidad de drenado (kg) fue

estimada de la siguiente ecuacion:

ke =n/(VLe"™. kg =(ml. min)’ Ec(11.4.2.5)

Los valores de las constantes de velocidad de drenado kg se presentan en la Tabla 11.4.2.3,

obteniéndose de altos coeficientes de correlacion (R’ > 99%).
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Figura 11.4.2.8. Curvas de drenado de liquido de espumas de PGA al 0,5%

En la Tabla I1.4.2.3 se muestra también el tiempo necesario para que el volumen de las

espumas disminuya en 10 ml (tiempo de colapso). Como se observa en la Figura [1.4.2.9, el

207



Interacciones entre B-lg y polisacdridos en interfases y espumas

colapso presentd una fase “lag” significativa antes que el volumen de las espumas comience a

disminuir.
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Figura 11.4.2.9 Colapso de las espumas de PGA

Por lo tanto, la estabilidad al drenado y colapso de las espumas formadas con los diferentes
PGA mostr¢ el siguiente orden: MAN > K-LVF > K-0.

Podria concluirse que la mayor estabilidad al drenado y colapso de las espumas de MAN seria
debido a un efecto conjunto de la alta viscosidad de la solucion y los altos valores de elasticidad
(altos G’) y viscoelasticidad (bajos tan &) obtenidos para este sistema. Esto estaria dado por el
mayor peso molecular y grado de esterificacion que presenta este polisacarido dentro del grupo de
los PGA. En cambio las espumas de K-0 debido a su baja viscosidad/PM (atn teniendo la pelicula
interfacial un buena viscoelasticidad) presentan menor estabilidad.

Los resultados indican que el PGA tiene un comportamiento similar al de las proteinas en
cuanto a la mayor capacidad de formar espumas a mayor hidrofobicidad y menor pH y
eventualmente mayor flexibilidad molecular. Sin embargo las caracteristicas moleculares
requeridas para lograr una estabilizacion en el tiempo de las interfases formadas son opuestas. Se
requiere una molécula mas grande capaz de establecer importantes interacciones en la interfase.

Se puede concluir por lo tanto que un prerrequisito tanto para formar una espuma como para
estabilizarla es que el PGA posea un alto grado de esterificacion, condicién que cumplen tanto el
K-0 como el MAN. Sin embargo para lograr una mayor estabilidad de la espuma en el tiempo se

requiere que el PGA tenga un alto peso molecular lo cual le permite desarrollar una mayor
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viscosidad de la fase continua de la espuma e interaccionar a nivel del film interfacial generando

peliculas de gran caracter solido y buena viscoelasticidad.

11.4.2.2.2 Goma xdntica y A-carragenano

Caracterisicas interfaciales

En la Figura 11.4.2.10 se muestran las curvas de presion superficial vs tiempo para los sistemas
de A-C y goma xantica al 0,1%. La goma xantica no modificéd la presidn superficial lo cual

concuerda con lo reportado por Yilmazer et al. (1991).
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Figura 11.4.2.10 Evolucién de = con el tiempo de adsorcién para A-C y X AN al 0,5%

En el caso del A-C se observd en cambio un aumento de la presion superficial con el tiempo ain
cuando este polisacarido no posea actividad superficial. En experiencias preliminares se observé un
incremento ain mayor que el presentado en la Figura 11.4.2.10 por lo cual se realiz6 una
“purificacion” de la interfase de posibles contaminantes con actividad superficial aspirando
pequeiias cantidades de solucion de la superficie.

Se ha observado que la presencia de impurezas de proteina (2-3%) en muestras de polisacéaridos

sin actividad interfacial, otorga propiedades tensioactivas a las soluciones, pudiendo estas ser
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eliminadas al remover esas impurezas proteicas de las muestras (Huang et al., 2001). Con un
tiempo suficientemente largo podrian eliminarse totalmente estas impurezas, con lo que se

obtendria un comportamiento similar al de la goma xantica. En la Figura I1.4.2.11 se muestra la

evolucion de G’ y tand con el tiempo para los sistemas con A-C y XAN.
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Figura 11.4.2.11 Parametros reolégicos dilatacionales para las monocapas formadas en presencia de A-C y

XAN. (a) Elasticidad dilatacional superficial, G’ (b) Tangente del 4ngulo de pérdida (tan§).

Puede observarse que la interfase aire-agua en presencia de la goma xantica muestra bajos
valores de elasticidad superficial y de las caracteristicas viscoelasticas (tan §). Dado que este
polisacarido no presenta actividad superficial ( ® no aumenta) estos valores deben atribuirse a la

propiedad de estructuracion de la goma xantica (que se manifiesta con la existencia de un umbral
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de fluencia en la Tabla 11.4.2.4) en las proximidades de la interfase aire-agua. El aumento de
tand con el tiempo indica una fluidificacién de la interfase lo cual podria estar reflejando
fenomenos de desorcion de la interfase. Carp (2001) mediante el método del estalagmémetro de
Traube encontr6 que la goma xantica produce un leve descenso de m.

En presencia de A-C, el aumento en G’ y los bajos valores de tand observados se deberian a la
presencia de impurezas tensioactivas presentes en el polisacarido y a fendmenos de estructuracién

del A-C en las proximidades de la interfase aire-agua.

Viscosidad de las soluciones

El ajuste de las curvas de flujo mediante la Ec. de Herschel y Bulkley (11.3.12) arrojé los valores
mostrados en la Tabla 11.4.2.4.
Las soluciones de A-C y xantica (XAN) al 0,5%, presentaron un comportamiento

pseudoplastico y la solucion de goma XAN present6 un umbral de fluencia relativamente alto.

Tabla I1.4.2.4 Caracteristicas de flujo de las soluciones de A-C y XAN 0,5%

Polisacarido To K N R? u(60s™)
(D em?) (cp)

A-C - 1,29 0,726 0,999 39,7

XAN 41,5 3,42 0,490 0,996 11,6

Las soluciones de A-C y XAN al 0,1% no espumaron a diferencia del comportamiento de los

polisacaridos con actividad interfacial.
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TERCERA SECCION

11.4.3 PROPIEDADES INTERFACIALES Y DE ESPUMADO DE SISTEMAS MIXTOS
BLG + POLISACARIDOS ESTUDIADAS POR TENSIOMETRIA DE GOTA Y SU
RELACION CON PROPIEDADES DE ESPUMADO

I1.4.3.1 Propiedades interfaciales de sistemas mixtos f-lg/polisacdridos

I1.4.3.1.1 Dindmica de adsorcion de sistemas mixtos de B-lg /polisacdridos en la interfase aire-

agua.

En la seccion anterior se evaluaron las caracteristicas de adsorcion de la 3-Ig en la interfase aire-
agua a partir de soluciones con diferentes concentraciones de proteina. Segun los resultados
obtenidos, se concluyé que una concentracion de 2% de [-Ig en la solucién llevaba a la formacion
de monocapas saturadas de proteina, observandose altos valores de la presion superficial y de la
elasticidad dilatacional superficial al final del tiempo de adsorcion. Por lo tanto, se eligid esta
concentracion de proteina para realizar un estudio del efecto de los polisacaridos en la adsorcion y
propiedades interfaciales de las monocapas. La concentracion de los polisacaridos fue en las
soluciones mixtas de 0,5% .

En la Figura I1.4.3.1 se muestra la evolucion de la presion superficial con el tiempo para los
sistemas mixtos. En presencia de los polisacaridos se observé un aumento en la presion superficial
respecto del sistema de proteina sola excepto en el caso del sistema 3-lg + MAN (Figura 11.4.3.1
a). Entre los polisacaridos con actividad interfacial (Figura 11.4.3.1 a), el K-LVF fue el que
produjo un mayor aumento en la presion superficial respecto a la proteina sola.

En presencia de los polisacaridos sin actividad interfacial (A-C, XAN) se observé un bajo
incremento de la presion superficial respecto de la B-Ig a tiempos cortos de adsorcién (aprox. hasta
1000 segundos). A tiempos de adsorcion mayores se observo una separacion de las curvas respecto
de la de B-lg sola, observandose mayores valores de presion al tiempo de adsorcién final (Fig
I1..4.3.1b). Este efecto fue mas marcado en el caso de la goma xantica, en donde se obtuvieron

valores de presion de 28 mN/m, atiin mayores que los obtenidos para el K-LVF.
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Figura I1.4.3.1. Evolucién de la presion superficial con el tiempo para los sistemas de B-lg (2%) y
polisacaridos (0,5%). (a) Curvas 7 vs tiempo en sistemas con polisacaridos con actividad interfacial: K-0, K-

LVF y MAN y (b) sin actividad interfacial: A-C y XAN
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Estudios previos realizados en sistemas mixtos de proteinas y polisacaridos sugieren que el
comportamiento interfacial de estos sistemas estaria gobernado por la proteina, debido a su mayor
actividad interfacial (Dickinson, 2003). Esto seria debido a la formacion de una monocapa primaria
de proteina que se forma rapidamente a cortos tiempos de adsorcion.

Comparando los resultados obtenidos para las soluciones de polisacaridos solos (Seccién 11.4.2),
para (3-lg al 2% y para las mezclas, surge que el comportamiento de los sistemas mixtos estaria
gobernado por la B-lg, debido a que la forma de las curvas de presién superficial y los valores
méximos obtenidos son similares a los observados en las peliculas de (-1g sola. Si bien la pelicula
primaria de proteina formada a cortos tiempos de adsorcion es responsable de los altos valores de
presion superficial obtenidos, la presencia de los polisacaridos produjo un importante efecto en el
comportamiento de los sistemas, principalmente a tiempos mayores de adsorcion.

Debido a que la xantica no produce cambios en la tension superficial, el aumento significativo
que se produce en 7 en el sistema mixto (Tso00 =28 mN/m en relacion a 7spgp = 21 mN/m para la -
Ig sola) indica un sinergismo entre los biopolimeros. La goma xantica, debido probablemente a su
alto peso molecular y fuerte caracter aniénico, promoveria una mayor incompatibilidad entre los
biopolimeros en solucion. La existencia de una limitada incompatibilidad termodinamica entre dos
biopolimeros puede incrementar la cantidad de proteina adsorbida en la interfase (Burova et al.,
1992, Dickinson, 1993).

El A-C, no obstante poseer una cierta actividad superficial, atribuida a la presencia de
impurezas, produjo un incremento menor en 7 que la goma xantica.

Los sistemas simples de polisacaridos con actividad interfacial (PGA) al 0,5 % mostraron
parcialmente valores maximos de presion superficial entre 5 y 10 mN/m (Seccién 11.4.2).

La = del sistema K-0 + (-Ig no difiere sustancialmente del de la B-lg sola. Dado que el K-0 por
si solo al 0,5% produce una 7se00 = 10 mN/m, se puede inferir que existiria un efecto antagénico
entre los biopolimeros. Este efecto seria ain mas marcado en presencia de Manucol dado que la
Ttspoo del sistema mixto fue menor que la de la B-lg sola Este efecto antagbnico refleja la
competencia de la proteina y los PGA por la interfase. A medida que el PGA participa mas de la
interfase, menos proteina podria adsorberse; dado que las moléculas de PGA producen un menor
incremento de la presion superficial que la B-lg, la resultante seria una disminucion de la =
superficial del sistema mixto en relacién a la proteina sola. En cambio en el caso del K-LVF que
por si solo al 0,5% presentaba una mse00 =5 mN/m, los resultados del sistema mixto sugieren un
comportamiento casi aditivo que refleja una cooperacion entre los dos biopolimeros a nivel de la
interfase.

En presencia de PGA se ha reportado la formacion de complejos electrostaticos con proteinas a

pH > pl. Sin embargo no se han reportado cambios importantes en los valores de tension superficial
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observados, sino en las propiedades reolégicas de las peliculas y en la estabilidad de espumas y

emulsiones (Dickinson & Euston, 1991, Sarker & Wilde, 1999).

I11.4.3.1.2 Cinética de adsorcion

Se evaluaron las velocidades de las diferentes etapas de adsorcién en la interfase aire- segin lo
descripto en la Seccion 11.4.2 a partir de los datos de evolucién de n con el tiempo. En la Figura

11.4.3.2a se observa el grafico de linealizacion de m vs t'? para la curva de presion superficial de

) T, - ., . .,
-lg sola al 2%. De las graficas obtenidas de F(n)=ln; en funcién del tiempo de adsorcion,
g g P— p
7~ 7o

se obtuvieron dos pendientes correspondientes a las etapas de penetracion y reacomodamiento. En
la Figura 11.4.3.2b se observa el grafico de F () en funcion del tiempo y la obtencién de las dos
pendientes correspondientes a la penetracion y reacomodamiento para el sistema de 3-Ig al 2%, a
diferencia de lo observado en la seccion anterior para los sistemas de PGA solos, en donde no se
observé la ultima etapa.

Luego de la difusion de las moléculas de B-lg en el seno de la solucidn, éstas penetran en la
interfase desplegandose parcialmente, y se asocian entre ellas conformando una monocapa
viscoelastica de buena cohesividad. Estos ultimos fendmenos se producirian en la etapa de

reacomodamiento.
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Linear Regression for TB2 PRN_fP:
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Figura 11.4.3.2. Cinética del proceso de adsorcién en la interfase de acuerdo a los mecanismos de ( a)

difusion, ( b) penetracién y reacomodamiento de las moléculas de f-lg en la interfase aire-agua.

-7
F(n)=In ~L ! Lascurvas corresponden a de 2% de B-Ig en la solucién.

”f_”o

A tiempos cortos, la cinética de adsorcion esta controlada por la difusion de proteina hacia la
interfase. La etapa de penetracion se extiende hasta largos tiempos de adsorcion (aprox. 3500s) y a
tiempos mayores se produce el reacomodamiento de la monocapa principalmente por interacciones
proteina-proteina.

En la Tabla 11.4.3.1 se muestran las constantes de velocidad obtenidas para las diferentes etapas
en los sistemas de (-lg sola y en los sistemas mixtos. En presencia de los polisacaridos con
actividad interfacial, se produjo un aumento en la velocidad de difusion en el orden (3-lg+MAN >
B-lg + K-LVF > B-Ig + K-0.

Se ha reportado que un aumento en la velocidad de difusion puede producirse por un aumento
en la concentraciéon de proteina en la fase liquida (Rodriguez Patino et al, 1999a). La
compatibilidad limitada entre los biopolimeros en solucién aumenta la concentracion efectiva de
los mismos en el seno de la fase liquida y este efecto podria ser responsable del aumento en la
velocidad de difusion siempre que la viscosidad del sistema no sea alta.

En el caso de los PGA, este aumento podria deberse tanto a un aumento en la velocidad de
difusién causada por la incompatibilidad entre los biopolimeros en el seno de la solucién como por

un aumento en el nimero de moléculas que estarian difundiendo hacia la interfase.
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Tabla 11.4.3.1 Velocidades de difusion (kgr) , penetracion (k;) y reacomodamiento (k;) en la

formacién de monocapas adsorbidas a partir de soluciones de [3-lg (2%) y de B-lg + PS (0,5%).

Sistema kair R’ ki x 10° R k, x 10° R’
(mN m™ 5% (min™) (min™)

B-lg sola 0,91928 0,98713 3,6 0,99175 10,8 0,9385
B-lg + XAN 0,45471 0,99205 1,9 0,99033 5,5 0,96135
B-lg + A-C 0,93061 0,99754 3,7 0,99538 12,8 0,92276
B-lg + K-0 1,24091 0,99591 2,9 0,98928 7,7 0,97621
B-lg + K-LVF 1,02275 0,99633 2,9 0,99704 6,1 0,98394
B-lg + MAN 1,37536 0,99268 3,4 0,98935 4,6 0,86623

En presencia de los PGA no se observé un cambio significativo en las velocidades de
penetracién. Sin embargo, se observé una disminucion en la velocidad de reacomodamiento. Como
se menciond anteriormente, esta etapa estaria relacionada a la formacion de enlaces covalentes y no
covalentes entre las moléculas de proteina adsorbidas en la interfase. La penetracion de los
polisacéridos en la interfase interferiria en la posibilidad de entrecruzamiento entre las moléculas
proteicas y en la velocidad con que se producirian estas interacciones.

En el sistema con goma xantica, se observo una disminucion en la velocidad de todas las etapas
de adsorcién, debido probablemente a la alta viscosidad del sistema que dificulta la difusion de las
moléculas de proteina hacia la interfase y su posterior penetracion y reacomodamiento. En cambio
en el sistema con A-C no se observé una variacion significativa en ninguna de esas etapas.

Ademas de la obtencién de las velocidades correspondientes a las distintas etapas en la
formacion del film, se determind el intevalo de tiempo en el que fueron obtenidas dichas
velocidades y el valor de presién superficial obtenido al final de cada intervalo (Tabla 11.4.3.2).

De la Tabla 11.4.3.2 surge que en presencia de los polisacaridos las etapas de adsorcién y
penetracién ocurren en un menor tiempo total (2500-2800 s) que para la (B-lg sola (3680 s). Sin
embargo la etapa de reacomodamiento es mas extensa, no llegandose a un valor de equilibrio
durante el tiempo de experimentacién como se mostro en la Figura 11.4.3.1.

En estudios de adsorcion de (3-1g en la interfase aire-agua se ha reportado (Waniska & Kinsella,
1985) que el reacomodamiento de la proteina seria la causa del aumento de presion superficial
observado a tiempos mayores a 60 minutos (3600 seg), de igual forma que lo obtenido en el

presente estudio.
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Tabla I1.4.3.2. Intervalos de tiempo correspondientes a las etapas de difusion, penetracion y
reacomodamiento (tp, tp, tr), y presion superficial obtenida al final de cada etapa (difusion: mp,

penetracion mp, reacomodamiento: Tsggo)

Sistema to o tp Tp tr 5000

(s) (mN/m) (s (mN/m) (s) (mN/m)
B-1g sola 0-60 17,8 60-3680 21,2 3680-5000 22,1
B-lg + XAN 0-39 19,4 39-2810 24,0 2810-5000 283
B-lg + A-C 0-38 18,2 38-2680 22,6 2680-5000 24,7
B-lg + K-0 0-36 16,9 36-2710 20,9 2710-5000 22,8
B-lg + K-LVF 0-28 18,8 28-2510 22,7 2510-5000 25,0
B-lg + MAN 0-29 16,1 28-2505 19,8 2505-5000 21,1

11.4.3.1.3 Propiedades reologicas de las peliculas mixtas adsorbidas

En la Figura I1.4.3.3 se observa la evolucion del médulo dilatacional elastico obtenido a partir
de los 1000 segundos de adsorcion para las peliculas de B-lg y los sistemas mixtos.

En todos los casos, salvo en presencia de xantica, el médulo elastico presenté un crecimiento
constante con el tiempo, y no se alcanzé un valor de equilibrio incluso a tiempos prolongados. Este
comportamiento es consecuencia de que los procesos de reacomodamiento en la interfase se
prolongan durante un extenso periodo como se mostré anteriormente. A los 5000 s los valores de
G’ mostraron el siguiente orden: B-lg +A-C > B-lg +K LVF > B-Ig +Kelc 0 = 3-lg +Man > B-lg. En
el sistema con goma xdntica se establece muy rapidamente un valor de G’ oscilante entre 40 y 70
mN/m. Por lo tanto, se observo en general un aumento del médulo elastico en presencia de todos
los polisacaridos. El aumento de G’ en relacion a la 3-1g sola en funcion del tiempo de adsorcion
indicaria un aumento en el caracter sélido de la monocapa, principalmente durante las etapas de

penetracion y reacomodamiento.
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Figura I1.4.3.3. Médulo elastico (G’) para las monocapas formadas a partir de soluciones p-lg (2%) + PS
(0,5%)

La comparacion del comportamiento del sistema mixto con respecto a la B-lg sola y los
polisacaridos por separado permite sacar conclusiones acerca del tipo de interacciones entre los
biopolimeros. En la seccion 11.4.2 se mostrdé que las peliculas de (B-lg sola alcanzan un G’ de
aproximadamente 55 mN/m a tiempos largos de adsorcion. En presencia de K-LVF (que estando
solo desarrolla un G’ de aprox. 7 mN/m) la pelicula mixta alcanza un valor de G’ de 65 mN/m,
sugiriendo un efecto aditivo entre la B-lg y este PGA en relacién a este parametro. Las peliculas
mixtas con K-0 y Manucol desarrollaron un valor similar de G’ de aprox. 60 mN/m. Dado que el
Manucol solo presentaba un G’ maximo de 20 mN/m, se infiere que existe un efecto antagdénico
entre la 3-lg y el Manucol a nivel de la elasticidad dilatacional superficial. En menor grado, el K-0
presenta también un efecto antagonico. Estos resultados estan relacionados con lo observado en la
presion superficial en cuanto los PGA con mayor actividad superficial (Manucol y K-0) que
compiten por la interfase con la B-lg, disminuyen el grado de estrcuturacion de la pelicula ya sea
por poseer ellos un menor valor de G’ o por impedir el reacomodamiento e interaccion de las
moléculas de B-lg adsorbidas.

El mismo andlisis permite concluir que la goma xantica y el A-C en menor grado también

presentarian antagonismo en relacion a la elasticidad superficial.
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El desarrollo de G’ con el tiempo de adsorcién se modeld con el objetivo de obtener la
velocidad de estructuracion del film y estimar los valores de G’ en el equilibrio. Por analogia con
las ecuaciones de ajuste de las curvas de drenado de espumas, que presentaban un comportamiento

similar (Ec 11.4.2.4-5), los datos de G’ fueron ajustados mediante la ecuacion.

G’= (G’ mac ") + 1, Ec (11.4.3.1)

donde G’y es el valor maximo del médulo elastico obtenido a tiempos prolongados. La

constante de velocidad se calculdé mediante .

ko= n/(G’max.c'™). Ec (11.4.3.2)

En la Figura 11.4.3.4 se muestra el ajuste del los valores del modulo elastico vs tiempo, y en la
Tabla 11.4.3.3 se indican los parametros del ajuste y la constante de velocidad ( kg') calculada con
la Ec (I11.4.3.2). En presencia de todos los polisacaridos se observo un incremento en la velocidad
de desarrollo de la estructura del film respecto del sistema con (3-lg sola. Entre los PGA, el MAN

presentd una mayor velocidad de desarrollo de G’ en los sistemas mixtos, pero tuvo el valor de G’

mas bajo.
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Figura I1.4.3.4 Ajuste de los valores de G’ vs tiempo

El aumento de la velocidad de desarrollo de G’ estaria relacionado principalmente al
acortamiento de las etapas de difusion y penetracion (Tabla I1.4.3.2) en presencia de los PS lo cual

lleva a una mas rapida estructuracion de las interfases mixtas.
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Tabla 11.4.3.3. Parametros de ajuste del desarrollo de G’ con el tiempo de adsorcion

Sistema G’ max N C R’ Kmod
B-lg 86,10 1,803 2,373E+06 0,9935 6,096 E-06
B-1g+K0 69,22 2,686 1,225E+09 0,9923 1,6046E-05
B-lg+KIvf 78,04 2,168 1,6 14E+07 0,9902 1,3154E-05
B-lg+Man 60,93 3,421 1,312E+11 0,9988 3,1580E-05
B-ig+A-C 88,47 2,206 1,305E+07 0,9916 1,4833E-05

En cuanto a los valores estimados de G’ (G’ .« €n Tabla 11.4.3.3.) en el equilibrio, estos fueron

menores en presencia de los polisacaridos con actividad interfacial, debido a los fenomenos de

competencia mostrados anteriormente. De la misma manera que para los valores de G’ a los 5000

segundos de adsorcion, los valores de G’y, muestran que el K-LVF es el PGA que menos

competiria por la interfase.

En presencia de A-C el valor de G’ maximo de la pelicula mixta fue similar al de la pelicula de

B-1g sola, sin embargo la velocidad de estructuracion resultéo mucho mayor, de la misma forma que

para los PGA.
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Figura I1.4.3.5 Tangente del éngulo de pérdida obtenida para las monocapas formadas a partir de soluciones
B-lg (2%) + PS (0,5%)
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El caracter viscoelastico de los films mixtos puede evaluarse en base a los valores de tan &
obtenidos (Figura 11.4.3.5). El valor de tan § al tiempo final de adsorcion mostr6 valores
semejantes (0,1-0,3) en presencia de los distintos polisacéridos. Todos los films presentaron un
alto grado de viscoelasticidad que en conjunto con los valores altos de G’, indica que las peliculas

mixtas poseen caracteristicas tipicas de un gel.

11.4.3.1.4. Discusion

En sistemas mixtos con mas de un componente tensioactivo, la composicion y conformacion de
la interfase esta determinada por fendmenos de adsorcion competitiva o cooperativa entre los dos
tipos de biopolimeros (Rodriguez Patino et al., 2001b), y por la naturaleza de las interacciones
proteina-PS, tanto en la interfase como en el seno de la fase liquida. En la concentracién proteica
utilizada que satura la interfase (2%), el comportamiento de los sistemas mixtos esta determinado
principalmente por la proteina, lo cual coincide con lo observado por Rodriguez Patino et al.
(2001b) en sistemas mixtos de WPI y monoglicéridos en concentraciones de WPI de saturacion de
la interfase.

Durante la adsorcion cooperativa de los biopolimeros en la interfase, podria esperarse un valor
de presion superficial y médulo dilatacional elastico similar al dado por la suma de los valores
obtenidos en los sistemas simples. Este comportamiento fue observado por Rodriguez Patino et al.
(2001b) en la adsorcion de mezclas de lipidos y proteinas en concentraciones menores a las de
saturacion, situacion en la cual existe interfase disponible para ser ocupada por ambos
componentes. En el presente estudio, se observo en presencia de goma xantica un comportamiento
cooperativo y “sinérgico” en la presion superficial y cooperativo y casi aditivo para el K-LVF en n
yG’.

De acuerdo a los resultados obtenidos ain en condiciones de saturacion de la interfase, la
cooperatividad se presentaria en sistemas mixtos donde el polisacarido no posee actividad
interfacial (xantica) o posee muy baja (K-LVF) y se deberia principalmente a fendmenos de
volumenes de exclusion e incompatibilidad en zonas cercanas a la interfase, que producen una
“concentracion de la proteina”, como fue descripto en la seccion 11.4.1. El K-LVF actia en forma
similar a la XAN. Por su bajo grado de esterificacion (menor actividad interfacial) tiene pocas
posibilidades de competir con la proteina por la interfase, por lo cual participaria en forma limitada
de la interfase o se adsorberia sobre el film proteico por interacciones electrostaticas locales (al
estar poco esterificado posee una carga neta mayor). Por otro lado al estar menos esterificado
posee una mayor carga negativa que promueve un mayor grado de incompatibilidad con la

proteina.
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En cambio, en sistemas mixtos donde el polisacarido posee una buena actividad interfacial
(MAN y K-0) el comportamiento es antagénico debido a una adsorcion competitiva de los
componentes en la interfase.

En presencia de A-C los resultados son dificiles de explicar en cuanto existirian impurezas

tensioactivas en el PS que afectarian el comportamiento del sistema mixto.

En la adsorcion de sistemas mixtos de proteina-polisacarido pueden estar involucrados los
siguientes fendmenos:

(1) Penetracion de los polisacaridos (PGA) en la interfase en forma simultanea con la B-lg con
la consiguiente disminucion de la estructuracion del film debido a (a) un menor caracter solido de
las peliculas de PGA, (b) un fenémeno de complejamiento interfacial (ha sido reportado
previamente el complejamiento con proteinas del suero lacteo) (Ahamed y Dickinson, 1991,
Dickinson y Euston, 1991, Sarker y Wilde, 1999) (c) interferencia estérica entre las moléculas
adsorbidas de B-lg lo cual impide su interaccion.

(2) Complejamiento del PS sobre la proteina adsorbida previamente en la interfase. Este altimo
comportamiento seria mas probable en la xantica y el K-LVF el cual se comport6 de forma similar.
La adsorcidon cooperativa involucraria principalmente el fenémeno (2) afectando la presion
superficial en forma indirecta, debido a una limitada compatibilidad entre los biopolimeros y
modificando las caracteristicas reoldgicas de la pelicula proteica.

En cambio la adsorcion competitiva involucraria principalmente el fendmeno (1) afectando a la
presion superficial en forma directa por penetracion en la interfase e indirecta por fendmenos de

incompatibilidad.
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11.4.3.2. Propiedades de espumado de sistemas mixtos de B-lg y polisacdridos

Se evaluaron las caracteristicas de formacién y estabilidad de espumas a partir de soluciones
mixtas de igual concentracion que las utilizadas en el estudio de las propiedades interfaciales de las
peliculas adsorbidas. El método utilizado para la determinacion de la estabilidad de las espumas
permite la evaluacién de los diferentes mecanismos que intervienen en la desestabilizacion de

espumas proteicas: drenado, colapso y desproporcion (Carp et al., 1997c).

11.4.3.2.1 Medicion de la viscosidad de las soluciones

Un parametro que afecta fuertemente las caracteristicas de las espumas estabilizadas por
biopolimeros, es la viscosidad de la fase continua. En la seccién anterior se mostraron los
coeficientes de consistencia de soluciones de polisacaridos al 0,5%. Las soluciones de PGA
presentaron un indice de consistencia cercano a 1, y no presentaron umbral de corte. En el caso de
A-C y XAN, se observé un comportamiento pseudoplastico (n < 0,75) y XAN presentd un umbral
de corte significativo.

Al evaluar el comportamiento de las soluciones de B-lg (2%) y B-lg (2%)+ PS (0,5%) se
observo un bajo valor del indice de flujo (n = 0,31) s6lo en el caso de la goma xantica (Tabla
I1.4.3.4), indicando las caracteristicas pseudoplésticas de este sistema. En presencia de K-LVF,
MAN y A-C, se observ6 un aumento considerable en el coeficiente de consistencia (K) respecto de
la solucién de B-lg sola. En las soluciones con goma xantica se observaron altos valores de
coeficiente de consistencia (K) y umbral de fluencia (1), relacionados a las caracteristicas propias
del polisacarido, que presenta una alta hidrofilicidad, alto peso molecular y una conformacién
rigida de sus moléculas en solucion con un alto grado de orientacion.

La viscosidad aparente, calculada como : p,,= 1t/ y, evaluada a una velocidad de corte de 60 s,

mostro el siguiente orden para las soluciones mixtas de acuerdo al polisacarido presente: XAN>A-
C>K-LVF>MAN>K-0, de igual forma que lo observado para las soluciones de polisacaridos solos
(Tabla 11.4.2.2 y 11.4.2.4). Se calculé la viscosidad predicha para los sistemas mixtos (Tabla
11.4.3.4), como la suma de las viscosidades de los sistemas solos en relacién 1:1, obteniéndose
valores mayores a los hallados experimentalmente en todos los casos excepto con goma xantica. La
disminucion de la viscosidad experimental respeto de la predicha puede deberse a un fenémeno de
complejamiento entre las moléculas de los biopolimeros, de manera que el sistema se vuelve menos
afin con las moléculas de agua. En el sistema con goma xéntica, se observé el fenémeno contrario:
la viscosidad de la solucién mixta fue mayor a la predicha, lo que estaria indicando una limitada

compatibilidad entre las moléculas de ambos biopolimeros en solucién. Este comportamiento ha
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sido observado previamente en sistemas mixtos de proteinas de soja con goma xantica (Carp et al.,

1997b) y en soluciones mixtas de WPI/xantica (Sanchez et al., 1997).

Tabla 11.4.3.4 Parametros de flujo de las soluciones mixtas de B-lg + PS (2%/0,5%) obtenidos a
partir de la ecuacion de Herschel-Buckley. 1,= umbral de corte, K= coeficiente de consistencia, n=

indice de flujo.

Sistema To K n R’ Hap(60s™)  pap(60s™)
(D ecm?) experimental  predicho
(cp) (cp)
B-lg sola - 0,01095 1,01 0,996 1,08
B-1g/K-0 0,05953 0,96 0,999 4,85 5,80
B-lg/K-LVF 0,14 0,94 0,999 10,92 15,67
B-lg/ MAN 0,1213 0,95 0,999 9,85 12,94
B-1g/A-C 1,0 0,4366 0,91 0,986 31,79 40,81
B-lg/XAN 27,4 14,75 0,31 0,998 132,84 112,71

En
los sistemas con PGA y A-C, podria ocurrir cierto grado de complejamiento entre las moléculas de
ambos biopolimeros. Se ha sugerido la formacion de complejos entre polisacaridos sulfatados y

PGA con proteinas ain a pH neutro (Ahamed & Dickinson, 1991, Dickinson, 2003).

11.4.3.2.2 Capacidad de espumado

En la Figura 11.4.3.6 se muestra la expansion de la espuma (%FE) a 25 °C para los sistemas de
B-1g sola (2%) y mixtos B-lg/PS (2%/0,5%). En el sistema de 3-lg sola se observé una expansion de
mas del 150 % para la concentracidn utilizada.

En estudios previos realizados en proteinas globulares se ha sugerido que dos propiedades
importantes a tener en cuenta en la formacién de una espuma son la velocidad de adsorcion de las
moléculas del tensioactivo y la elasticidad del film (Martin et al, 2002). En la seccion anterior se
observé que si bien las soluciones con mas de 0,5% de B-lg presentan una mayor velocidad de
adsorcion y mayores valores finales de presidn superficial, solo a partir de un 2% de proteina se
obtienen peliculas con altos valores de elasticidad, lo que concuerda con las caracteristicas de
espumado y estabilidad observadas a esta concentracién de proteina. En soluciones con una menor

concentracion de B-lg se observé un bajo volumen de espuma y estabilidad.
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En presencia de los polisacaridos se observé una notable disminucion en la capacidad de
espumado de las soluciones (Fig. 11.4.3.6) debido al aumento de la viscosidad de las soluciones
que impide la incorporacién de aire. Sin embargo, la capacidad de espumado no disminuy¢ en el
mismo orden de magnitud de aumento de viscosidades, ya que por ejemplo en el sistema con
manucol se obtuvo menor volumen de espuma que con A-C, presentando éste Gltimo mayor
viscosidad.

En la seccion anterior se observé que para soluciones de PGA solos la capacidad de espumado
vari6 entre 100 y 115% (Tabla I1.4.2.3), y los valores de presion superficial maximos fueron de 10
mN/m al 0,5%. Por lo tanto, ademas del efecto de la viscosidad, la disminucion en la capacidad de
espumado observada en presencia de los PGA podria deberse a la adsorcion competitiva de los
mismos en la interfase, reemplazando parcialmente a la proteina. Esto resultaria en una
disminucién en la capacidad de espumado debido a que los polisacaridos poseen una menor

actividad interfacial que la proteina.
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Figura 11.4.3.6 Expansion de espumas formadas a partir de soluciones de -lg (2%) y polisacaridos (0,5%)

Estudios previos demuestran el efecto predominante de la viscosidad de las soluciones en la
capacidad de espumado. Carp (2001), observé una importante disminucién en la expansién de
espumas de aislado de proteina de soja (2%) en presencia de goma xantica y k-carragenano.
Inclusive en soluciones de proteinas solas se ha observado que la capacidad de espumado aumenta
con la concentraciéon hasta un valor limite, pero luego decrece con un mayor aumento de la

concentracion. Este fendmeno se ha asociado a la alta incorporacion de liquido en las lamelas de la
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espuma, que limita la cantidad de liquido disponible, por lo cual no se produce un ulterior aumento

del volumen de espuma (Carp et al., 1997c).

11.4.3.2.3 Drenado de liquido de las espumas

El drenado de liquido de las espumas es uno de los factores involucrados en la desestabilizacion

de las mismas, y uno de los que ha recibido mayor tratamiento teérico. Frecuentemente se han

utilizado constantes de velocidad o tiempos medios de drenado para caracterizar este fendmeno. En
la Figura 11.4.3.7 se muestran las curvas obtenidas para el drenado de liquido de las espumas
mixtas de B-lg (2%) y polisacaridos (0,5%). El punto en el cual la curva llega a un “plateau”

representa la maxima cantidad de liquido que puede drenar.
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Figura I1.4.3.7 Curvas de drenado de liquido de las espumas formadas a partir de soluciones de B-lg 2% y

polisacaridos 0,5 %

Para describir las curvas de drenado se utilizaron las Ecuaciones 11.4.2.4 y 11.4.2.5. Los valores
de los parametros obtenidos se muestran en la Tabla I1.4.3.5. La espuma formada a partir de la
solucion mixta B-lg + XAN no presentd drenado de liquido durante el tiempo de medicion, por lo

que el valor de velocidad de drenado se indica como tendiente a cero.

En presencia de todos los polisacéaridos se observo una disminucion en la velocidad de drenado

(Tabla I1.4.3.5). El aumento de la estabilidad al drenaje de las espumas en presencia de
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polisacaridos puede atribuirse principalmente a un aumento en la viscosidad de la fase continua,
especialmente cuando existe umbral de fluencia (Walstra, 1989), como ocurre con la goma xantica.

La velocidad de drenado disminuyé en el orden: B-lg > -lg+K0 > B-lg+tMAN > B-1g+KLVF >
B-lg+A-C >> B-lg+XAN . Puede observarse que los valores de la constante de velocidad kg
presentaron una alta correlacion con los indices de consistencia de las soluciones. El volumen final
drenado mostré el siguiente orden: B-Ig + A-C = B-Ig + MAN > B-lg + KLVF> B-lg + K-0, que se
correlaciona con la capacidad de espumado de las espumas, esto es, a mayor expansion de la

espuma, se observa menor liquido drenado final.

Tabla 11.4.3.5 Parameros de ajuste de las curvas de drenado y velocidad de drenado de liquido de

las espumas
Sistema a n C R’ Kar

(mf.min)'

B-lg 24,90 1,748 45,29 0,9986 ]7693245

B-lg + K-0 31,09 2,076 770,8 0,9990 %67_31 63

B-lg + K-LVF 35,60 2,417 799 0,9305 :673628

B-lg + MAN 40,04 2,32 1887 0,9984 2,2344 10°

B-lg + A-C 41,38 2,746 29680 0,9968 :653602

B-lg + XAN -0

11.4.3.2.4 Método para la evaluacion simultinea de drenado, colapso y desproporcion de las

espumas

Viscosidad aparente de las espumas

En la Figura I1.4.3.8 se muestran las curvas de viscosidad aparente de las espumas en funcion
del tiempo para los distintos sistemas. Las viscosidades aparentes de las espumas fueron mucho
mayores a las de las soluciones utilizadas en su formaciodn, tanto en el caso de la 3-Ig sola o en los
sistemas mixtos. Este fendmeno esta determinado por diferentes factores: la viscosidad superficial

del film que rodea las burbujas, la cantidad de aire en la espuma (relacion con el tamafio de
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burbujas) y la cantidad del liquido en la lamela y su viscosidad (Wilde y Clark, 1996). Los films
proteicos tienen en general altas viscosidades superficiales, lo que refleja que la energia requerida
para mover las moléculas en el mismo es muy alta (Kinsella y Phillips, 1989).

En la Figura I1.4.3.8 se observa que la viscosidad aumenta inicialmente hasta alcanzar un
méaximo y luego disminuye con el transcurso del tiempo. La fraccion de liquido en la espuma ha
sido relacionada inversamente con su viscosidad aparente, dado que un aumento en el liquido en la
lamela incrementa la fluidez de la espuma. Este comportamiento indica que es razonable atribuir la
primera etapa de las curvas principalmente al drenaje de liquido. La desproporcion por difusion de
gas entre burbujas es significativa sélo después de haberse alcanzado un espesor critico del film
(Yu y Damodaran, 1991). La desproporciéon de la espuma, que provoca una reduccion del area
interfacial y consecuentemente aumenta la relacién gas/interfase, causa una disminucién de la
viscosidad aparente de la espuma. Por lo tanto, la segunda etapa de la curva, en la que se observa
una disminucién de la viscosidad con el tiempo, se atribuye al proceso de desproporcion. La
maxima viscosidad alcanzada y el tiempo en que se logra este maximo, es funciéon de un balance

entre los procesos de drenaje de liquido y desproporcion, que tienen efectos contrapuestos sobre la

viscosidad aparente de la espuma (Carp et al., 1997c¢).

cosidad (cp)

>

Blg+KO © BIg+MAN v B-g+K-LVF

PR I T 1
0 100 200 300
tiempo (min)

Figura I1.4.3.8 Viscosidad aparente de las espumas en funcién del tiempo, determinada por el método

reolégico
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Puede observarse en la Figura 11.4.3.8 que las curvas de viscosidad aparente de las espumas
mixtas difieren notablemente de la de B-lg sola. En presencia de K-0 y MAN se observ6 una
disminucion en el valor maximo de viscosidad aparente alcanzado mientras que con K-LVFy A-C
se observo un aumento en este valor.

En presencia de todos los polisacaridos se observé un corrimiento del maximo de viscosidad a
tiempos mayores, indicando que el comienzo de la etapa de desproporcion se produciria a tiempos

mayores en presencia de los mismos.

Modelo cinético para describir la evolucion de la viscosidad aparente con el tiempo

Para caracterizar la velocidad de drenado y desproporcion de las espumas que se vinculan con la
etapa de aumento y disminucidn de la viscosidad aparente de las espumas en funcion del tiempo, se
utilizd el siguiente modelo cinético, que incluye dos pasos consecutivos para la evolucién de la

viscosidad aparente con el tiempo (Carp et al, 1997c):

g =a-(exp(-k,.t) —exp(-k, 7)) Ec (11.4.3.3)

donde p,, es la viscosidad aparente en el tiempo t; a es un parametro caracteristico de la curva
relacionado con la viscosidad maxima que se alcanza; k, es la constante relacionada con la
desproporcion, correspondiente a la disminucién de la viscosidad y k; es la constante relacionada

con el drenaje, correspondiente al aumento de viscosidad.

Tabla I1.4.3.6 Parametros de ajuste de las curvas de viscosidad aparente de las espumas vs tiempo

para la determinacién de velocidades de drenado (k;) y desproporcion (k,).

Sistema A k, ks.1 0’ R’
(min™*) (min™)

B-lg 621,1 0,1247 6,114 0,8327

B-lg + K-0 781,7 0,008209 6,872 0,9325

B-lg + K-LVF 1561 0,003245 9,282 0,9389

B-lg + MAN 979,9 0,004223 11,28 0,9684

B-lg + A-C 1067 0,001678 39,33 0,9674

Las constantes de velocidad de drenado en la Tabla I1.4.3.6 (k,), siguen la tendencia de las

calculadas mediante la medicidn directa del volumen drenado con el tiempo, aunque en este caso la
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diferencia entre los valores de velocidad de drenado de las espumas de proteina sola y en presencia
de los polisacaridos es mucho mayor. La gran disminucion en la velocidad de drenado de las
espumas se deberia principalmente a la alta viscosidad de la fase continua, como fue mencionado
anteriormente. Puede observarse que el orden creciente de las velocidades de drenado coincide con
el orden decreciente de viscosidades de las soluciones, siendo este ultimo: B-lg < B-lg+K0 <B-
lg+Man < B-lg + KIvf < B-lg + A-C. El sistema con goma xantica no figura en la Tabla, debido a
que como se mostr6 en la Figura 11.4.3.8, la curva de viscosidad aparente en funcién del tiempo
muestra un valor constante.

La velocidad de desproporciéon de las espumas (k;) mostré un aumento respecto del valor
obtenido para B-lg sola. Por lo tanto, el corrimiento del maximo de viscosidad aparente hacia
mayores tiempos indicaria el retardo en el inicio del mecanismo de desproporcion, pero una vez

comenzado este proceso, se veria aumentado en presencia de los polisacaridos.

11.4.3.2.5 Colapso de las espumas

Se grafico el volumen de espuma colapsado en funcion del tiempo para los diferentes sistemas
(Figura 11.4.3.9). El colapso de las espumas se asocia a un fenémeno de ruptura del film por una
reduccion en el espesor de las lamelas. Cuando la lamela alcanza un espesor lo suficientemente fino
(espesor critico), el film se rompe dando lugar al fendmeno de coalescencia, que lleva al colapso o
disminucién del volumen de la espuma.

En la evaluacién del colapso de las espumas, se determinaron diferentes parametros:

Tiempo de inicio de colapso: Es el tiempo a partir del cual se observa una disminucién en el
volumen de la espuma.

Constante de velocidad evaluada a partir de las curvas de colapso: La constante de velocidad
se calculé mediante una regresion lineal del volumen de espuma colapsado vs tiempo. Los
resultados de este ajuste lineal se muestran en la Tabla 11.4.3.7. El ajuste de las curvas se realiz6 a
partir del tiempo de inicio de colapso, ya que en la mayoria de los sistemas se observé un tiempo
lag en el cual no se observo colapso, que esta relacionado al tiempo necesario para la obtencion de
un espesor critico de lamelas debido a la reduccion de liquido en las mismas.

En la Tabla I1.4.3.7 puede observarse que en presencia de los polisacaridos se obtuvo una
disminucion en la velocidad de colapso excepto en el caso del Manucol, en donde se observo un
leve ascenso. En las espumas con goma xdantica no se observd colapso de la espumas durante el

tiempo de medida, por los que la velocidad de colapso se indica como tendiente a cero.
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Tabla I1.4.3.7 Velocidad de colapso de las espumas

Sistema Keotapso R’
(ml/min)

B-lg 0,3516 0,9839
B-1g + K-0 0,3060 0,9901
B-lg + K-LVF 0,3058 0,9936
B-lg + MAN 0.3767 0,9968
B-lg + A-C 0,0747 0,9890
B-lg + XAN =0

Como puede observarse en la Figura 11.4.3.9, las curvas de colapso de las espumas presentan
un periodo “lag” antes de comenzar con el colapso que es también un indicador de la estabilidad de
las espumas. En la Figura I1.4.3.10 se compara este tiempo para los diferentes sistemas,
observandose que en presencia de los polisacaridos se retard6 notablemente el inicio del colapso de
las espumas, aunque segun lo indicado en la Tabla I1.4.3.7, una vez comenzado este fendmeno no

se obtuvo una gran disminucion de la velocidad en presencia de PGA.
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Figura 11.4.3.9 Volumen colapsado en funcion del tiempo en espumas de p-lg sola (2%) y en espumas

mixtas de B-lg (2%)+ PS (0,5%)
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Puede observarse que los fendmenos de desproporcion y colapso no mostraron la misma
tendencia. En presencia de los polisacaridos se produjo un aumento en la velocidad de
desproporcion, en cambio se observé una disminucion en la velocidad de colapso.

Los fendémenos de estabilizacion de las espumas frente al drenado y el retardo en el comienzo
del colapso estarian asociados a los fendmenos de estabilizacion de las monocapas, mostrados
anteriormente al estudiar las propiedades de las interfases. En estudios previos se han observado
fendmenos similares en espumas estabilizadas por WPI en presencia de polisacaridos. En sistemas
mixtos de WPC/pectina el aumento observado en la estabilidad al drenado de espumas fue
atribuido a un aumento de la viscosidad de la fase continua (Mishra et al., 2001). Los efectos
observados en sistemas mixtos de aislados de soja/XAN, fueron atribuidos a un aumento de la

viscosidad de la fase continua y a la presencia de interacciones especificas entre las goma y la

proteina adsorbida (Carp et al., 1999).

100+

75

tcolapso(min)
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B-lg B-lg+tK-0 B-lg+K-LVFB-IgtMAN p-lg+)-C
sistema

Figura 11.4.3.10 Tiempo de inicio del colapso en espumas de B-lg sola (2%) y en espumas mixtas de p-Ig

(2%)+ PS (0,5%)

En sistemas mixtos de proteinas y polisacaridos, la formacion y estabilizacion primaria de la
espumas se produce por la rapida adsorcion de la proteina en la interfase. En presencia de
polisacarido se ha sugerido la formacién de una capa “secundaria” que se formaria sobre la
proteina adsorbida , por efecto de las interacciones proteina-polisacarido en la interfase. Las
formacion de esta “capa secundaria” de polisacarido sobre la de proteina adsorbida produciria un
mejoramiento de las propiedades mecénicas del film y una disminucién en el liquido drenado
(Dickinson, 1995, Dickinson & Euston, 1991), lo que se refleja en un aumento de la estabilidad de

la espuma frente al drenado (disminucion en la velocidad) y al colapso (aumento de tiempo de

inicio).
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En espumas estabilizadas por proteinas se ha postulado que el efecto estabilizador de los
polisacaridos en condiciones de limitada incompatibilidad estaria dado principalmente por un
aumento en la viscosidad local en la lamela, lo que disminuye el drenado, y por un aumento en el
espesor del film mixto, lo que produce una estabilizacion estérica inhibiendo la coalescencia de las

burbujas (Dickinson y Izgi, 1996, Girard et al., 2002).

11.4.3.2.6 Correlacion entre las caracteristicas de las interfases y las propiedades de las espumas

en los sistemas mixtos B-lg + polisacdridos

Si bien las propiedades espumantes de una proteina estan relacionadas a su habilidad para
formar una pelicula interfacial, no existe una relacion directa entre la actividad superficial y las
propiedades y estabilidad de las espumas (Clark et al., 1987). La determinacion de posibles
correlaciones entre las caracteristicas de peliculas y espumas resulta de gran interés para un
adecuado control de estos sistemas.

Se correlacionaron las constantes de estabilidad de espumas para los sistemas mixtos de [3-lg
(2%) + PS (0,5%) (velocidades de drenado, desproporcién, colapso y tiempo de inicio de colapso)
con las caracteristicas de las interfases estudiadas por el tensiometro de gota y viscosidad. Las
propiedades de las interfases (w, tan 8, G’) se evaluaron a los 5000 s de adsorcion. En el caso del
moédulo elastico se consideré ademas el valor obtenido del ajuste de las curvas de desarrollo con el
tiempo (G’ naxen la Tabla 11.4.3.3).

Las correlaciones se realizaron para los sistemas conteniendo los diferentes PGA y A-C. La
goma xantica no fue incluida en este analisis debido a que en este sistema no se observé colapso o
drenado.

Las regresiones simples y multiples se realizaron por medio del programa Statgraphics Plus.

El porcentaje con el que cada parametro explica el comportamiento de las espumas para cada
mecanismo de desestabilizacion (R?) se indica en la Tabla 11.4.3.8. Como puede verse, las
variables que explicaron en mayor medida la estabilidad de las espumas fueron el médulo elastico
de los films y la viscosidad de las soluciones a partir de las cuales se formaron las espumas. El
moédulo elastico tuvo un efecto importante en la velocidad de drenado. Esto indicaria que un alto
grado de estructuracion o caracter sélido del film, dado por G’, es un factor clave en la retencion
del agua de la espuma.

La velocidad de colapso mostrd una alta correlacion con la viscosidad de las soluciones, y el

tiempo de inicio de colapso se correlacioné ademas con la elasticidad dilatacional.
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Tabla I1.4.3.8 Resultados (R?) de las correlaciones simples entre caracteristica interfaciales y

propiedades de estabilidad de espumas

Parametro m G’ 5000 G’ max
ke 82,19

ka2 72,27

Kespr 65
Keol 84,27

teatapso 97,18 81,6

La velocidad de desproporcidn mostré una relativamente alta correlacion con G’ Esto podria
deberse a que este fenomeno se manifestd a tiempos largos, ain mayores a los 5000 segundos
correspondientes a los valores de G’ sggo.

Las correlaciones entre las propiedades de interfase y viscosidad y los parametros caracteristicos

de estabilidad de las espumas se indican a continuacion:

kg = 0,01696 — 0, 0002573 G’ 5400
ka2 = 0,29 — 0,00491 G’ 5000

Kaespr = 0,0257— 0,000242 G’ o
Keor = 0,3915 - 0,00927 p

te = 9,821 +2,331

De estas ecuaciones puede observarse que la velocidad de drenado disminuye con un aumento
en el G’ (5000 s). La velocidad de colapso disminuye y aumenta el tiempo de inicio de colapso con
una mayor viscosidad de la fase continua. El médulo de elasticidad obtenido por extrapolacién a
tiempos largos de adsorcion (G’na) mostré en general valores menores a los obtenidos para las
espumas de B-lg sola, lo que resulta en un aumento en la velocidad de desproporcion segun la
ecuacion de correlacion. Esto es coherente con el aumento en la velocidad de desproporcién
observado en presencia de los polisacaridos (Tabla 11.4.3.6).

Los resultados de las correlaciones coinciden con estudios previos realizados en espumas de 3-
Ig (0,5%), en los que se observé una buena correlacién entre la estabilidad de las espumas y las
propiedades reoldgicas de la pelicula interfacial (Rodriguez Patino et al., 1995), factores claves a

considerar para un adecuado control de la estabilidad de espumas mixtas.
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I1.5 CONCLUSIONES

En las condiciones de saturacion interfacial del presente trabajo, la interfase aire-agua esta
dominada principalmente por la [-lactoglobulina. Tanto a través del estudio de monocapas
esparcidas como adsorbidas se concluye que ya sea los polisacaridos que poseen actividad
interfacial (PGA) como los que no la poseen (XAN) participan a través de diferentes mecanismos
de la interfase modificando tanto la presion superficial como las propiedades reolégicas de las
mismas. El comportamiento del A-C se encuadra en primera instancia en el de los polisacéridos sin
actividad interfacial; sin embargo debido a la presencia de actividad interfacial “espirea”, la

interpretacion de los resultados no puede ser conclusiva.

Al estudiar el efecto de los polisacaridos en monocapas esparcidas de 3-1g se observé en general
un aumento de la presion superficial y una disminucion de la elasticidad y modulo dilatacional
elastico en presencia de los polisacaridos. Bajo esta aproximacién experimental, el Manucol ester
fue el que mostr6 una mayor actividad superficial entre los PGA dado que produjo el mayor
aumento de la presion superficial, “obligando” a la (3-lg a adoptar rapidamente la estructura 2 y
produciendo la mayor reduccion en el médulo dilatacional elastico.

Bajo una aproximacion experimental dinamica (tensidmetro de gota), donde tanto la proteina
como el polisacarido pueden adsorberse en forma simultianea en la interfase, también se observo
que el Manucol ester es el PGA que mas participa en la interfase ya que presenté una adsorcion

mas competitiva con la 3-lg.

La comparacién de los resultados dinamicos con los obtenidos en monocapas adsorbidas
deberia realizarse a tiempos largos de adsorcion (de equilibrio), en donde la monocapa proteica se
encontraria ya formada y estructurada. Esta situacion es reflejada por los valores finales de G’
obtenidos por ajuste de las curvas de desarrollo de G’ (G’ en la Tabla 11.4.3.3). Puede
observarse una disminucién del moédulo elastico de las peliculas en presencia de los PGA, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en monocapas esparcidas.

En particular, el Manucol ester debido a su mayor adsorcion entre los PGA es el que produce
peliculas con menor estructuraciéon. Esto se observa tanto en los ensayos dindmicos dado que
produce el G’n,x més bajo, como en los estudios de monocapas esparcidas donde el Manucol did

los menores valores de médulo dilatacional elastico y de elasticidad.

La mayor habilidad del Manucol frente a los otros PGA para penetrar en la interfase en
presencia de 3-lg radica en su estructura molecular, ya que posee un alto grado de esterificacién, y

por lo tanto de hidrofobicidad, que le permite adsorberse facilmente en la interfase aire-agua y a su
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vez posee un peso molecular grande que genera una mayor incompatibilidad con la proteina. Por
etlo puede actuar sobre la presion superficial en forma directa (porque penetra en la interfase) o
indirecta, a través de aumentar la concentracion efectiva de la proteina.

En el otro extremo, el K-LVF, debido a su bajo nivel de esterificacion/hidrofobicidad y su alto
peso molecular, actuaria principalmente en forma indirecta por fendmenos de incompatibilidad con
la B-lg, en forma similar a la xantica que no posee actividad interfacial. El grado de
incompatibilidad de! K-LVF con la 3-1g seria mayor debido a su mayor carga negativa por el bajo

grado de estarificacion.

Con respecto a la xantica, ambos enfoques experimentales muestran que aln sin penetrar en la
interfase, este polisacarido tiene una enorme influencia en la misma, derivada principalmente de un
posible complejamiento sobre la proteina en la monocapa y de fendémenos de limitada
incompatibilidad tanto en el seno de la soluciéon como en la interfase que se manifiestan en
aumentos de la presion superficial y en efectos sobre el caracter viscoelastico y elasticidad de las
monocapas de proteina.

Por contribuir ademas con una alta viscosidad a la fase continua, las espumas de [3-lg formadas

en presencia de este polisacarido presentan una enorme estabilidad.

Es evidente a partir de los resultados obtenidos que no se puede predecir en forma simple el
efecto de los polisacaridos en las propiedades interfaciales de una proteina debido a la existencia de
por lo menos tres fenémenos: (a) Incompatibilidad entre los biopolimeros (b) fendmenos
competitivos o cooperativos (c) interacciones especificas de complejamiento a través de ciertas

regiones de la molécula del PS y de la proteina.

Finalmente se ha demostrado que las caracteristicas reoldgicas de la pelicula interfacial tienen

una profunda influencia en la estabilidad de las espumas
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