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Impacto de la incompatibilidad/compatibilidad termodi namica entre proteinas del
lactosuero e hidroxipropilmetilcelulosa en las prop iedades fisico-quimicas de las
mezclas

Resumen

El objetivo de este trabajo fue estudiar el impacto de la incompatibilidad/compatibilidad
termodinamica entre las proteinas del lactosuero y diferentes hidroxipropilmetilcelulosas, sobre
las transiciones térmicas de las mezclas deshidratadas de dichos biopolimeros, la formacion de
los geles mixtos, las propiedades de las peliculas interfaciales mixtas, y el fraccionamiento de
las proteinas lactoséricas.

En todas las experiencias se caracterizd, previamente, el comportamiento de los componentes
solos. Los resultados demostraron que los sistemas ternarios WPC/HPMC/agua se comportan
como una emulsién agua-en-agua, donde la micro-estructura de la misma esta determinada por
la relacion de volimenes entre las fases segregadas.

En el caso de las transiciones térmicas se observO que las mezclas compatibles (sin
separacion de fases) presentaron una Unica temperatura de transicién vitrea (Tg) que se ajusté
con modelos previamente descriptos en literatura. Por el contrario, las mezclas acuosas que
presentan una separacion total (incompatibilidad) o parcial de las fases (compatibilidad
limitada), la Tg quedd determinada por la morfologia y el grado de segregacion de las fases.

Asi mismo, se encontré que dicha micro-estructura define tanto el comportamiento reolégico
(caracter sélido, G’; viscoelasticidad relativa, tan &) como las caracteristicas macroestructurales
(dureza) de los geles mixtos los cuales estan determinados por el componente (WPC o HPMC)
gue constituye la fase continua. Sin embargo, la temperatura de gelificacion (Tgel), al igual que
la temperatura de transicion vitrea (Tg), quedod determinada por la morfologia y el grado de
separacion de fases.

Por otra parte, las mezclas de proteinas del lactosuero (B-lactoglobulina) e
hidroxipropilmetilcelulosas (E50LV) en condiciones de limitada compatibilidad termodinamica y
concentraciones que permiten la saturacion de la interfase por ambos biopolimeros,
presentaron un comportamiento competitivo en la interfase aire-agua, modulado por el pH.
Debido a su mayor caracter tensioactivo y buenas propiedades formadoras de peliculas, la
HPMC dominé tanto la presion superficial como las propiedades reologicas de las peliculas
interfaciales.

Finalmente, se demostro la capacidad de los “sistemas acuosos de dos fases” (ATPS, Aqueous
Two-Phase Systems) constituidos por WPC/HPMC, para fraccionar las proteinas lactoséricas
de bajo PM (a-lactalbumina y B-lactoglobulina).

En términos generales, este trabajo aporta al conocimiento del entendimiento de las
interacciones entre proteinas y polisacaridos y su posible aplicacion tanto en el campo cientifico
como en el tecnoldgico.

Palabras clave: proteinas del suero lacteo, hidroxipropilmetilcelulosas,

incompatibilidad/compatibilidad termodinamica, transiciones térmicas, geles, interfases.



Impact of the thermodynamic incompatibility/compatibil ity between whey proteins and
hydroxypropylmethylcellulose on the physico-chemical properties of the mixtures

Abstract

The aim of this work was to study the impact of the thermodynamic incompatibility/compatibility
between whey proteins and different hydroxypropylmethylcelluloses on the thermal transitions of
their dry-blends, the formation of mixed gels, the properties of interfacial mixed films, and whey
protein fractionation.

In all the experiments the behavior of the single components was previously characterized. The
results showed that the ternary systems WPC/HPMC/water behave like a water-in-water
emulsion, where their micro-structure is determined by the volume ratio between the segregated
phases.

In the case of thermal transitions it was observed that compatible mixtures (without phase
separation) showed a single glass transition temperature (Tg) that was fitted with models
previously described in literature. On the contrary, in full (incompatibility) or partial (limited
compatibility) phase separated aqueous mixtures, the Tg was determined by morphology and
the extent of phase segregation.

Moreover, it was found that the micro-structure defines both the rheological behavior (solid
character, G'; relative viscoelasticity, tan &) and macrostructural characteristics (hardness) of
mixed gels are determined by the component (WPC or HPMC) which contitutes the continuous
phase. However, the gelation temperature (Tgel), as well as the glass transition temperature
(Tg) were determined by morphology and the degree of phase separation.

Furthermore, mixtures of whey proteins (B-lactoglobulin) and hydroxypropylmethylcellulose
(E50LV) in conditions of limited thermodynamic compatibility and concentrations that allow
saturation of the interface for both biopolymers, showed a competitive behavior at the air-water,
which was modulated by pH. Because of their greater surfactant character and good film
forming properties, the HPMC dominated both surface pressure and the rheology of interfacial
films.

Finally, it was demonstrated the ability of WPC/HPMC aqueous two-phase systems (ATPS) to
fractionate low molecular weight (a-lactalbumin and B-lactoglobulin) whey proteins.

In general, this work contributes to the knowledge of understanding the interactions between
proteins and polysaccharides, and their possible applications in the field of science and
technology.

Keywords: whey protein, hydroxypropylmethylcellulose, thermodynamic

incompatibility/compatibility, thermal transitions, gels, interfaces.
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OBJETIVOS



Obijetivos

Objetivo General

Estudiar el impacto de la incompatibilidad/compatib ilidad
termodinamica entre las proteinas del lactosuero vy diferentes
hidroxipropilmetilcelulosas, sobre distintas propie dades

fisico-quimicas de las mezclas.

Objetivos especificos

Caracterizar la incompatibilidad/compatibilidad termo dinamica a nivel
molecular entre las proteinas lacteas e hidroxiprop iimetilcelulosas en

solucién, determinando su impacto en:

4+ Las transiciones térmicas de las mezclas deshidratad as.

+ La formacion de los geles mixtos.

+ El comportamiento interfacial de las mezclas.

+ El fraccionamiento de las proteinas lactoséricas.

Las proteinas del suero lacteo en forma de concentrados o aislados, provienen
principalmente de un subproducto de la elaboracién de quesos (el suero lacteo)
gue durante muchos afios fue considerado como un desecho. Sin embargo estas
proteinas son ingredientes alimenticios muy importantes desde el punto de vista
tecnoldgico debido a las propiedades funcionales que presentan, y desde el punto
de vista nutricional, por su alto valor bioldgico. Las principales proteinas lacto-
séricas son B-lactoglobulina (B-lg), a-lactalbimina (a-lac) y seroalbumina bovina
(BSA). Estas representan alrededor del 70% del total de las proteinas del suero y
son las responsables de la capacidad de hidratacion, gelificacién, emulsificacién y
espumado de los aislados y concentrados proteicos.




Obijetivos

La eleccion de las hidroxipropilmetilcelulosas (HPMC) se basd en la amplia
aplicacion de las mismas en la industria alimenticia, debido a las notables
propiedades que poseen: son espesantes eficientes, presentan actividad
superficial, tienen la habilidad de formar peliculas interfaciales y la capacidad de
formar geles termorreversibles. Al mezclar las proteinas del lactosuero con la
HPMC pueden obtenerse comportamientos sinérgicos, generandose sistemas
mixtos con propiedades funcionales mejoradas respecto a las proteinas

individuales.

En las paginas siguientes se explicardn las caracteristicas fisico-quimicas y las
propiedades funcionales de las proteinas y los polisacaridos utilizados en este
trabajo para contar con ellas como herramientas para el andlisis de los resultados

obtenidos.

Ademas, se realizara una descripcion del comportamiento de fases caracteristico

de los sistemas mixtos de proteina y polisacérido.

Finalmente, se expondran una serie de conceptos teoricos acerca de, las
transiciones térmicas de un material, el proceso de gelificacion, asi como también

del comportamiento de biopolimeros en las interfases aire-agua.




Capitulo |

Introduccion general



Capitulo |

1.1. Lactosuero: elaboracion, composicion y aplicaciones.

Aunque se desconoce el verdadero origen del queso, su existencia se remonta a
tiempos muy antiguos. Paralelamente, el aprovechamiento (aunque parcial) del
suero tendria la misma antigiiedad. Se sabe que 500 afios a.C., los griegos ya
prescribian el suero como bebida terapéutica. Histéricamente fue utilizado por
médicos de gran renombre como Hipdcrates, Galeno, Avicena, etc, que
recomendaban toma regular de suero por sus efectos depurativos vy
desintoxicantes del organismo y también fue utilizado como brebaje contra
guemaduras y diversas enfermedades. Incluso en el Siglo XVIII, se abrieron
sanatorios especializados en las “curas de suero de queso”.

El suero de queso es un residuo liquido rico en proteinas (6 g de proteina/litro de
suero) que tanto en la Argentina, como en el resto del mundo, todavia no se
aprovecha en forma eficiente. Debido a que es un contaminante ambiental, es de
gran interés transformar este residuo en un producto de alto valor agregado.

La produccion mundial de suero liquido se estima en 160 millones de toneladas
por afio, con un aumento anual de 1-2% (2008). Esto seria equivalente a 7
millones de toneladas de suero en polvo, pero dado que la produccion mundial de
este suero en polvo es de 4,3 millones de toneladas, las cifras indican que resta
un 38 % de suero que se encuentra disponible para su aprovechamiento o que
forma parte de los vertidos industriales (Guimarées y col., 2010).

Dado que el suero liquido proviene mayoritariamente de la elaboracién de quesos,
éste adquiere gran importancia en paises como el nuestro, con una arraigada
tradicion queseray niveles de produccion significativos.

En este marco, resulta interesante conocer, al menos de modo orientativo, el
orden del volumen total de sueros de lecheria, la produccion potencial de suero
en polvo y su comparacion con las estadisticas oficiales de elaboracion real del
producto en Argentina.

En 2008 se procesaron en Argentina con destino a quesos en el orden de 4200
millones de litros de leche, los que habrian generado unos 3800 millones de litros
de suero (se generan 91 litros suero por cada 100 litros de leche cruda). Si todo
este volumen de suero se secara en plantas industriales, y utilizando una
conversion de 22 litros de suero liquido por cada kilo de suero en polvo, el pais

podria producir alrededor de 170000 toneladas de suero en polvo (Schaller, 2009)
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En términos tedricos, si se compara esta produccion potencial con la elaboracion
efectiva de suero en polvo se podra tener una nocién aproximada del porcentaje
de utilizacion.

En 2008 se elabor6 entre 32 y 36 mil toneladas de suero en polvo y otros
productos similares. A grandes rasgos, esto significa que en el pais se seca entre
el 20 y el 25 % del potencial de suero disponible. Como dato de referencia puede
consignarse que, por ejemplo, usando datos oficiales de 1991, una estimacion
similar arroja un aprovechamiento inferior al 3 % (Schaller, 2009).

Estas cifras, aunque aproximadas, permiten extraer dos conclusiones: por un
lado, que se ha avanzado mucho en la bdsqueda de nuevas alternativas de
aprovechamiento de los sueros y en consecuencia en el cuidado del medio
ambiente; pero a la vez llama la atencion sobre el enorme compromiso que
representa seguir explorando y explotando este recurso proteico con gran
potencial de desarrollo de cara a la demanda del futuro cercano.

Las estadisticas oficiales muestran un crecimiento explosivo en la produccion de
suero en polvo en el dltimo tiempo. En efecto, la produccion nacional se duplico
entre 2004 y 2007, y habria alcanzado un nuevo récord en 2008 (Schaller, 2009)
En otro orden, se estima que en Argentina existen aproximadamente doce
importantes plantas procesadoras de sueros de lecheria, la mayor parte
localizadas en la zona pampeana. Las dos firmas mas importantes por su
capacidad de procesamiento son AFISA (Arla Food Ingredients SA, un joint
venture al 50 % de la danesa Arla con la argentina Sancor), con una planta en la
localidad cordobesa de Portefia; y Remotti, con plantas en Cordoba, Santa Fe y
Buenos Aires. Otras son: Mastellone Hnos., Milkaut, Garcia Hnos., Sobrero y
Cagnolo, Cotapa, Arcolen, Williner, Saputo, Cooperativa de James Craik y
Lacteos Conosur.

Las compafiias lideres utilizan tecnologia de punta y cumplen los mas exigentes
estandares internacionales, accediendo incluso a certificaciones BPM e ISO.

El gran crecimiento de la producciéon nacional vino de la mano de un fuerte
impulso de las colocaciones externas. Entre 1999 y 2008 las exportaciones se
multiplicaron por once, hasta alcanzar segun se estima, un récord del orden de las
36000 toneladas y U$S 86 millones en 2008. El 84 % del volumen colocado
corresponde al lactosuero y el resto a otros componentes naturales de la leche. El

precio promedio para 2008 fue de unos 1600 U$S/tonelada para el suero en polvo
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y aproximadamente 6500 U$S/tonelada para los distintos concentrados de
proteina (Schaller, 2009). Ambos grupos de productos a mas de 30 paises. Brasil,
Indonesia, China, Chile y Singapur dan cuenta del 71 % del volumen.

En resumen, queda claro que el proceso de valorizacion de los sueros de lecheria
se encuentra en pleno auge y que, a pesar de la crisis de los mercados
mundiales, la senda de permanente innovacién en tecnologia de procesos y
productos seguira siendo transitada por aquellas industrias lideres que ademés de
buscar la mejora de la eficiencia y una mayor rentabilidad, generan divisas
genuinas a través de la exportacion de productos de alto valor agregado, a la vez
que dan cumplimiento a las normativas ambientales.

Durante muchos afos, la forma mas comin de desechar el suero ha sido
sencillamente verterlo en los cursos de agua, o que es muy perjudicial desde el
punto de vista ambiental. De hecho, se puede estimar que una fabrica de queso
que procesa 280000 litros de leche cruda por dia, por ejemplo, produce alrededor
de 250000 litros de suero liquido y puede contaminar tanta agua como una ciudad
de 50000 habitantes (FAO, 1997). Una practica menos perjudicial ha sido y es de
uso muy frecuente, el suministro de suero a los terneros o cerdos como

complemento de su alimentacion.

1.2. Proteinas del lactosuero.

En la Tabla 1.1 se presenta la composicion proteica de la leche bovina
observandose que las caseinas son las proteinas mas abundantes (80 % del
total). Las caseinas de la leche tienen pesos moleculares que oscilan entre
25.000 y 40.000 Da; las mas importantes son laa, By K, que representan,
respectivamente, el 50, 30 y 15 % del total de las caseinas. En la leche, estas
proteinas se asocian entre si para formar particulas denominadas micelas, que se
encuentran estabilizadas gracias a la presencia de la k—caseina (Grasselli y col.,
1997)

El tipo de suero y su composicion (Tabla 1.2) dependen del método utilizado
durante la remocion de la caseina: (i) “suero de queso”, es un co-producto
obtenido durante la elaboracion del queso, proceso en la cual se agregan enzimas

coagulantes a la leche, que catalizan la ruptura de un enlace peptidico de la
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K-caseina: la unién entre el amino&cido fenilalanina en la posicién 105 y la

metionina en la 106.

Tabla 1.1 Composicion proteica de la leche de vaca.

PROTEINA LECHE DE VACA (g/100 ml)
Caseina 2,8
a-lactalbimina 0,12
B-lactoglobulina 0,3
Inmunoglobulinas 0,05
Lactoferrina 0,02
Lactoperoxidasa 0,003
Totales 3,4

Fuente: Grasselli y col. (1997)

Este clivaje de la k—caseina provoca la desestabilizacion de las micelas y por lo
tanto la precipitacion de casi todas las caseinas, las que posteriormente se van a
transformar en queso; (i) “suero acido”, obtenido después de la acidificacién
directa o indirecta de la leche para la preparacion de caseina acida y queso
cottage.

La mayoria del suero producido mundialmente es el suero de queso o también
llamado “suero dulce”. Se calcula que aproximadamente el 94 % del suero
producido en Estados Unidos es suero dulce y el restante 6 % es suero acido
(Andénimo, 2002).

En nuestro pais el suero de queso se utiliza para preparar ricota, precipitando las
proteinas por calentamiento en medio &cido. En este procedimiento se
aprovechan solamente las propiedades nutricionales de las proteinas, ya que el
procedimiento las desnaturaliza, es decir que las proteinas se despliegan, pierden
su estructura y por lo tanto también muchas de sus propiedades funcionales
(Grasselliy col., 1997).

Las posibilidades tecnol6gicas para el aprovechamiento del suero liquido como
materia prima son amplisimas. La mas usual es la deshidratacion, por spray, para
obtener suero en polvo o concentrados de proteina de suero (WPC por sus siglas
en inglés, “whey protein concentrate”). En el primer caso el suero es deshidratado
directamente, mientras que en el segundo el suero es previamente enriquecido en

proteina, eliminando sales y lactosa mediante tecnologias de membrana.
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No hay dudas de que este proceso de continua valorizacion del suero liquido ha
sido posible gracias a la evolucion permanente de la aplicacion de las tecnologias
de membrana en la industria lactea. El gran avance de esta rama de la ingenieria
se produjo a comienzos de la década del setenta cuando se desarrolld la

tecnologia de ultrafiltracion.

Tabla 1.2.Composicidn proteica del suero de queso y suedwAci

COMPOSICION PROMEDIO (g/l)
SUERO DE QUESO  SUERO ACIDO

B-lactoglobulina 3,5 3,5
a -lactalblmina 1,3 1,3
Sero alblimina 0,1 0,1
Inmunoglobulinas 0,4 0,4
Lipoproteinas 0,2 -
Proteosa—peptona 0,2 0,2
Caseinoglicomacropéptido 1 -
Proteina de suero total 6,7 5,8

Fuente: Oakenfull y col (1997).

La ultrafiltracion se caracteriza por poseer un espectro de corte que va de 3.000 a
100.000 kDa. El corte mas comun para sistemas de lecheria es 10.000 kDa. Este
es el tamafio de poro tradicional para separar las proteinas del suero de la
lactosa, para producir WPC desde 35 a 85 % de pureza. Durante el proceso de
ultrafiltracién las proteinas del suero no se desnaturalizan, por lo que sus
propiedades funcionales permanecen intactas.

El paso mas reciente en esta notable evolucion fue la nanofiltracion, que comenzo
a aplicarse en el mercado industrial en la década del noventa y que desde
entonces ha tenido un gran auge.

Entre los productos proteicos del suero, ademas de los concentrados con distintas
proporciones de proteina, también se encuentran los aislados de proteinas (WPI
por sus siglas en inglés, “whey protein isolates”) y proteinas aisladas como la
a-lactalbumina, B-lactoglobulina, lactoferrina y otras inmunoglobulinas. Todos
estos productos se obtienen por diafiltracion o cromatografia de intercambio

idnico.
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Los productos derivados del suero de queso son considerados como productos
GRAS (sustancias generalmente reconocidas como seguras, por sus siglas del
inglés “generally recognized as safe”) por el Departamento de Administracion de
Alimentos de Estados Unidos (USFDA), y presentan un amplio rango de

aplicaciones debido a su variada funcionalidad.

1.2.1. Propiedades fisicoquimicas y funcionales.

Las funciones tipicas de las proteinas en los alimentos incluyen la gelificacion,
emulsificacion, espumado, textura, absorcion de agua, adhesion y cohesion, y
absorcion y retencion de lipidos y flavour.

Las propiedades funcionales estadn relacionadas con las propiedades fisicas,
quimicas y estructurales intrinsecas de las proteinas, incluyendo tamafo, forma,
composicion y secuencia de aminoacidos, carga neta y distribucion de las cargas
y relacion hidrofobicidad/hidrofilicidad (Damodaran, 1996). Particularmente estan
definidas por la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, las uniones inter e
intramoleculares, principalmente uniones disulfuro, la rigidez/flexibilidad molecular
en respuesta a los cambios de las condiciones ambientales y la naturaleza y la
extension de las interacciones con otros componentes.

Kinsella (1976; 1982) defini6 a las propiedades funcionales como “aquellas
propiedades fisicas y quimicas que afectan el comportamiento de las proteinas en
los sistemas alimentarios durante el procesamiento, el almacenamiento, la
preparacion y el consumo”.

El entendimiento de las propiedades fisicas, quimicas y funcionales de las
proteinas y los cambios que sufren estas proteinas durante el procesamiento es
esencial para comprender el comportamiento de las proteinas en los alimentos
(Damodaran, 1997).

Para explicar el complejo comportamiento funcional de las proteinas lacteas se
presenta un esquema (Figura 1.1) que muestra los diferentes factores que afectan
a estas propiedades.

Las proteinas nativas (Figura 1.1, parte superior) reflejan un namero de
propiedades funcionales en solucién acuosa (Figura 1.1, parte central) las cuales

son modificadas durante el procesado de los alimentos. En esta secuencia, las
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propiedades funcionales son el resultado de propiedades intrinsecas de las

proteinas nativas y de un nimero de factores extrinsecos.

PROTEINAS
Factores intrinsecos NATIVAS Factores extrinsecos
» Composicion * Temperatura
« Estructura °pH
Carganeta — — » Sales
» Hidrofobicidad » Concentracion
> T
PROPIEDADES
Efectos del procesamientoH FUNCIONALES Componentes de alimentos
* Homogeneizacion e Lipidos
» Calentamiento » Hidratos de carbono
e Congelacion S » Sales
* Almacenamiento * Proteinas

Figura 1.1. Esquema de los factores que influyen sobre lasqmtages funcionales de las
proteinas del suero (adaptado de de Wit (1998)).

El conocimiento de la relacion entre las propiedades intrinsecas de las proteinas y
los factores extrinsecos tales como temperatura, pH, sales, y concentracion de
proteina es muy importante para predecir y controlar las propiedades funcionales.
Dichas propiedades definen el comportamiento de las proteinas del suero en los
alimentos y reflejan la manera en la cual las mismas interactian con otros
componentes, tales como lipidos, azlcares, sales, proteinas de otro origen y
polisacaridos, como se indica en la Figura 1.1. Estas interacciones son
gobernadas por los efectos del procesado y de las condiciones de
almacenamiento. Asi, casi todas las aplicaciones requieren atributos funcionales
especificos para obtener el comportamiento deseado, el cual usualmente es
alcanzado por prueba y error.

Las proteinas del suero son muy usadas como ingredientes en alimentos debido a
sus propiedades funcionales uUnicas: emulsificacion, gelificacion, espumado,
capacidad de retencion de agua, entre otras. Pero ademas, la demanda actual no
tiene que ver solo con ingredientes funcionales, sino también saludables.
Numerosas investigaciones sugieren que las proteinas del suero son capaces de
brindar diferentes beneficios nutricionales, biolégicos vy fisioldgicos. Algunos de
estos incluyen actividad antioxidante, mejora de la inmunidad de

inmunodeprimidos, actividad anticancerigena, efectos antitumorales, efectos
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sobre la movilidad gastrointestinal, actividad bacteriostatica, etc (Brody, 2000;

Demetriades y col., 1998; El-Salamy col., 1996; Thoma-Worringer y col., 2006)

En la Tabla 1.3 se muestran algunas de las aplicaciones de las proteinas del

suero en la industria de alimentos (Cayot y Lorient, 1996; Damodaran, 1997).

Tabla 1.3.Funcionalidad y aplicacion de las proteinas del suerbreardos.

FUNCION MECANISMO ALIMENTO
Solubilidad Hidrofilicidad Bebidas
. Retencién e inmovilizacion Carnes, geles, tortas, quesos,
Gelificaciéon

Cohesion—adhesién

Emulsificacion

Espumado

Liga de grasa y flavour

de agua, formacion de red

Uniones hidrofébicas,
iénicas y puente hidrogeno

Adsorcion y formacién de
peliculas en la interfase

Adsorcion interfacial y
formacion de peliculas

Retencién, uniones
hidrofébicas

productos panificados

Carnes, salsas, pastas, productos
panificados

Salsas, sopas, tortas, aderezos

Coberturas para tortas, helados,
postres, tortas

Roscas rellenas de mermeladas,
panificados bajos en grasa

Ademas, el elevado valor biolégico de las proteinas del suero (Tabla 1.4) es una
de las razones por las que los concentrados de suero se emplean también en

formulaciones alimentarias infantiles.

Tabla 1.4.Tabla comparativa del valor biol6gico entre las protefiehsuero y otras proteinas

alimentarias.

PROTEINA VALOR BIOLOGICO

Proteina de suero 100
Proteina de huevo 97
Proteina de leche 88
Proteina de soja 71
Caseina 70

10
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1.2.2. B-lactoglobulina  (B-1g).

Como se mostré en la Tabla 1.2, la B-lactoglobulina (B-lg) es la proteina mas
abundante del suero lacteo (50-65 % de la proteina total de suero; 7-12 % del
total de las proteinas de la leche). Es una proteina globular con una cadena
polipeptidica simple de 162 aminoé&cidos y tiene un peso molecular de alrededor
de 18,4 kDa.

La leche de todos los rumiantes tiene B-lg, mientras que la de casi todos los no
rumiantes no la tiene. La B-lg tiene numerosas funciones biolégicas entre ellas
una alta eficiencia en la union del retinol (provitamina A) (Sawyer y col., 1998).
Es una fuente rica en cisteina, un aminoacido esencial que estimula la sintesis de
glutation que es un tripéptido anticarcinogénico que protege contra tumores
intestinales. Ademas, la estructura globular de la B-lg la hace muy estable contra
las enzimas proteoliticas y los &cidos presentes en el estomago (de Wit, 1998).
Debido a su predominancia en la leche bovina, también domina las propiedades
de las proteinas del suero.

Existen diferentes variantes genéticas de la B-lg, entre ellas las mas abundantes
son la variante A y la B (Eigel y col., 1984). Estas variantes difieren en la
sustitucion de una glicina en la variante B por un acido aspértico en la variante A
(Kilara y Vaghela, 2004). Ambas estructuras estan estabilizadas por dos uniones
disulfuro (entre Cys 160-Cys 66 y Cys 119-Cys 106) y también contienen un grupo
sulfidrilo libre (Cys 121). A pesar de diferencias menores en la composicion de
aminoacidos entre las diferentes variantes genéticas, todas poseen un alto
contenido de aminoacidos esenciales (Phillips y col., 1994a).

En la Figura 1.2 se muestra la estructura primaria de una de las variantes
genéticas de la B-lg, la variante A.

La B-lg ha sido estudiada mediante dicroismo circular y espectroscopia infrarroja
para determinar su estructura secundaria y se ha reportado que contiene 10-15 %
de estructura a-hélice, 43 % de hojas-B-plegadas y 47 % de estructura
desordenada (Timasheff y col., 1966). Verheul y col.(1999) describen al
mondmero de B-Ilg como una estructura esférica de 4 nm de diametro.

La estructura nativa de una proteina resulta de un balance de varias fuerzas,
atractivas y repulsivas, que ocurren entre diferentes partes de la cadena

polipeptidica y entre la cadena polipeptidica y las moléculas del solvente
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(Relkin, 1996). La conformacion tridimensional de la B-lg nativa se muestra en la
Figura 1.3 (Kuwata y col., 1999).

1 1

Leu lle Val Thr GIn Thr Met Lys Gly Leu Asp lle GIn Lys Val Ala Gly Thr Thr Tmp
21 N

Ser Leu Ala Met Ala Ala Ser Asp lle Ser Leu Leu Asp Ala GIn Ser Ala Pro Leu Arg
41 Gin in Variant D 51 Variant C His

Val Tyr Val Glu Glu Leu Lys Pro Thr Pro Glu Gly Asp Leu Glu lle Leu Leu GIn Lys
61 Gly in Variants B, C 71

Asp Glu Asn Asp Glu Cys Ala GIn Lys Lys lle lle Ala Glu Lys Thr Lys lle Pro Ala
81 91

Val Phe Lys lle Asp Ala Leu Asn Glu Asn lys Val Leu Val Leu Asp Thr Asp Tyr Lys
101 1M1 Variants B, C Ala

Lys Thr Leu Leu Phe Cys Met Glu Asn Ser Ala Glu Pro Glu GIn Ser Leu Val Cys Gin
121 131

Cys Leu Val Arg Thr Pro Glu Val Asp Asp Glu Ala Leu Glu Lys Phe Asp Lys Ala Leu
141 151

Lys Ala Leu Pro Met His lle Agr Leu Ser Phe Asn Pro Thr GIn Leu Glu Glu GIn Cys
161 162

His lle OH

Figura 1.2. Estructura primaria de la p-Ig bovina A. Se indica la ubicacién de las sustituciares
las distintas variantes genéticas (Kilara y Vaghela, 2004)

La presencia simultanea de dos uniones disulfuro y de un grupo tiol libre le
imparte a la molécula de la B-lg una estructura espacial rigida. El punto
isoeléctrico (pl) de la B-Ig se encuentra entre 4,6 y 5,2 segln la variante genética

(Barnett y Bull, 1960; Bromley y col., 2005; Das y Kinsella, 1989; Harnsilawat y
col., 2006; Haug y col., 2009; Townend y col., 1964). Por debajo de pH 3 y por

encima de pH 7, la B-Ig existe como monémero.

Figura 1.3. Estructura tridimensiondk la B-lactoglobulina bovina (Kuwata y col., 1999).
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Entre pH 3,1 y 5,1 a bajas temperaturas y altas concentraciones de proteina, la
B-lg se asocia hasta en forma octamérica. Esta asociacion ocurre por medio de
los grupos carboxilos; de esta manera, la variante A tiene méas posibilidad de
formar octameros que la variante B por la presencia de un &cido aspartico mas,
en el lugar que la variante B tiene glicina. A otros valores de pH, incluyendo el pH
natural de la leche (pH 6,5), la B-Ig se presenta generalmente en forma dimérica
(Kilara y Vaghela, 2004). Esta asociacion entre monomeros de -lg se debe a
interacciones electrostaticas entre los residuos Asp 130 y Glu 134 con los
residuos de lisina en la molécula vecina.

La disociacion 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
conformacion nativa o asociada en dimeros de 3-Ig podrian reducir la actividad del
grupo tiol libre al quedar ocultos en el interior de las moléculas asociadas.

Aunque la B-Ig presenta una importante cantidad de residuos hidrofébicos, es una
proteina muy soluble en agua ya que la mayoria de los residuos no polares estan
ocultos en el interior de la molécula y la mayoria de los grupos polares estan
expuestos en la superficie (Mangino, 1984). Ademéds, relacionado con esta alta
solubilidad en agua, la B-lg es muy activa superficialmente, lo que le proporciona
buenas propiedades espumantes y emulsificantes. Sin embargo, las propiedades
superficiales dependen mucho del estado de desnaturalizacion que presenta la
proteina; por lo tanto, estas propiedades se veran modificados por las condiciones
del medio como el pH, fuerza iénica, etc (Cayot y Lorient, 1996). La capacidad de
ligar agua depende también del estado estructural de la molécula, la B-lg es capaz
de ligar agua y estabilizar productos luego de la coccibn como por ejemplo,
emulsiones carnicas, salsas, etc. cuando el pH es cercano a la neutralidad. La
ausencia de sinéresis en productos hidratados es un criterio muy importante de
calidad en la aceptabilidad de un producto por lo tanto esta caracteristica de la
B-lg es de suma importancia.

La capacidad gelificante de la 3-Ig la ubica entre las proteinas més estudiadas. La
gelificacion de esta proteina puede lograrse principalmente por calentamiento, y
en menor medida por la adicién de sales o la modificaciéon del pH (Clark y col.,
2001; Kilara y Vaghela, 2004).
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1.2.3. a-lactalbimina (a-lac).

La a-lactalbumina bovina es cuantitativamente la segunda proteina mas
importante del suero de la leche (Tabla 1.2), representando aproximadamente un
20% p/p del total. Esta proteina se sintetiza completamente en la glandula
mamaria y es alli donde actia como coenzima en la biosintesis de la lactosa, una
importante fuente de energia para el recién nacido (de Wit, 1998). Se han
identificado tres variantes genéticas: A, By C (Fox, 2008).

Se trata de una metaloproteina con capacidad para ligar calcio. Est4 formada por
123 aminoé&cidos y un peso molecular de 14,2 kDa. La Figura 1.4 muestra la
estructura primaria a-lac (Brew y col., 1970), mientras que su estructura terciaria
puede observarse en la Figura 1.5 (Chrysina y col., 2000). Esta ultima puede
dividirse en dos I6bulos con distinta naturaleza electroestatica: un lébulo &cido,
rico en lAminas 3 plegadas que contiene el rulo de unioén al calcio (residuos 35-88)
con un pl de 3,7 (incluyendo 10 residuos Asp), y un lébulo bésico, rico en
estructuras a-hélice (residuos 1-34 y 89-123) con un pl de 9,6 (incluyendo 9

residuos Lys) (Chrysina y col., 2000; Vanhooren y col., 2002).

1 N'- Glu GIn Leu Thr Lys Cys Glu Val Phe Arg Glu Leu Lys Asp Leu
16 Lys Gly Tyr Gly Gly Val Ser Leu Pro Glu Trp Val Cys Thr Ala Phe His Thr
35 Ser Gly Tyr Asp Thr Gin Ala lle Val Gln Asn Asn Asp Ser Thr Glu Tyr Gly
55 Leu Phe GIn lle Asn Asn Lys lle Trp Cys Lys Asp Asp GIin Asn Pro His Ser
74 Ser Asn lle Cys Asn lle Ser Cys Asp Lys Phe Leu Asp Asp Asp Leu Thr Asp
92 Asp lle Met Cys Val Lys Lys lle Leu Asp Lys Val Gly lle Asn Tyr Trp Leu

110 Ala His Lys Ala Leu Cys Ser Glu Lys Leu Asp Gin Trp Leu Cys Glu Lys Leu -C’

Figura 1.4. Estructura primaria de kalactalbimina (adaptada de Brew, 1970)

Esta estructura globular se encuentra estabilizada por cuatro puentes disulfuro en
el rango de pH 5,4-9,0 (Evans, 1982) y no contiene grupos tiol libres (Brew y
Grobler, 1992). Debido a esto se la ha considerado la proteina del lactosuero mas
termoestable (Ferreira y col., 2001). Sin embargo, uno de los puentes disulfuro es

mas sensible a la ruptura que los otros tres (Kuwajima y col., 1990).
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Esta proteina existe en un numero de conformaciones dependientes del ambiente,
incluyendo la forma holo (nativa, unida al calcio), la cual es la forma mayoritaria

bajo condiciones fisiolégicas (Alexandrescu y col., 1993).

Ca

Figura 1.5. Estructura tridimensional de la protetréactalbimina mostrando el sitio de unién al

calcio (esquematizado como una esfera verde) (Chrysinh, 2000).

Un incremento de pH por encima de 9,0 o una disminucion por debajo de 4,0
resulta en la disociacién de los iones de Ca?* de la molécula de proteina lo que
desestabiliza la conformacion molecular y, por lo tanto, lleva a la
desnaturalizacion (Boye y col., 1997).

Se ha demostrado que cuando la a-lac es calentada en solucion, la misma puede
repetidamente sufrir las mismas transiciones térmicas (Paulsson y col., 1985;
Relkin, 1996; Relkin y col., 1993; Ruegg y col., 1977). Esta transicion es a menor
temperatura (66 °C) que de la B-lg (73 ) (Ruegg y col., 1977). Sin embargo,
cuando la a-lac une menos de 1 mol de calcio (u otro cation divalente) por mol de
proteina, la temperatura de transicion térmica de esta apo-a-lac disminuye
aproximadamente 35 T (Relkin, 1996).

Se ha observado que la a-lac no forma agregados consigo misma sino que
mayormente lo hace con la B-Ig (Schokker y col., 2000). También otros autores
han informado que puede ocurrir agregacion de la a-lac a pH 3 pero sin que exista

formacion de geles (Boye y col., 2000).
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1.2.4. Seroalbumina bovina (BSA, Bovine Serum Albumin).

Otra proteina del suero presente en un 5-6 %, es la seroalbumina bovina (BSA).
Esta proteina no es sintetizada en la glandula mamaria pero aparece en la leche
mediante liberacion pasiva desde el torrente sanguineo. La seroalbimina es la
proteina mas abundante en el sistema circulatorio de los vertebrados
(concentracion plasmatica promedio, 5g/100ml), y contribuye con el 80% a la
presion osmotica coloidal en sangre, siendo su principal funciéon biologica el
transporte de moléculas no polares en los fluidos biolégicos (Carter y Ho, 1994).
Contiene 582 aminoacidos y su peso molecular es de 66,2 kDa (Figura 1.6)
(Huang y col.,, 2004). En su estructura secundaria predominan las regiones
a-hélice (67%) y el resto son regiones flexibles o extendidas sin la presencia de

hojas-B-plegadas.

1 mkwvtfisll lifssaysrg virrdthkse iahrfkdige ehfkgiviia fsqylgqgcpf

61 dehvkivnel tefaktcvad eshagceksl htifgdeick vasiretygd madccekqep
121 ermnecfishk ddspdipklk pdpnticdef kadekkfwgk ylyeiarrhp yfyapellyy
181 ankyngvige ccqgaedkgac lipkietmre kvitssarqr Ircasiqgkfg eralkawsva
241 risgkfpkae fvevtkivid Itkvhkecch gdilecaddr adlakyicdn qdtisskike
301 ccdkplleks hciaevekda ipenlpplta dfaedkdvck nyqeakdafl gsflyeysrr
361 hpeyavsvil rlakeyeatl eeccakddph acystvidkl khivdepgnl ikgncdgfek
421 Igeygfgnal ivrytrkvpq vstptivevs rsigkvgtrc ctkpesermp ctedyislil
481 nricvihekt pvsekvikce teslvnrrpe fsaltpdety vpkafdek!f tfhadictip
541 dtekqikkqt alvellkhkp kateeqlktv menfvafvdk ccaaddkeac favegpkivv
601 stqgtala

Figure 1.6.Estructura primaria de la seroalbimina bovina (BSA){izdfo de
Huang y col., 2004).

Como puede observarse en la Figura 1.7a, la conformacion tridimensional consta
de tres dominios homologos (I, 1l y Ill), en cada uno de los cuales a su vez se
pueden identificar dos subdominios (A y B). Estos subdominios estan divididos en
nueve rulos mediante 17 puentes disulfuro, los cuales se encuentran casi
exclusivamente entre los segmentos de a-hélice en las siguientes posiciones: (1)
77-86; (2) 99-115; (3) 114-125; (4) 147-192; (5) 191-200; (6) 223-269; (7) 268-
276; (8) 288-302; (9) 301-312; (10) 339-384; (11) 383-392; (12) 415-461; (13) 460-

16



Capitulo |

471; (14) 484-500; (15) 499-510; (16) 537-582; (17) 581-590 (Figura 1.7b) (Huang
y col., 2004).

Debido a su tamafio y a sus altos niveles estructurales, la BSA es capaz de unir
acidos grasos libres y otros lipidos, asi como también compuestos del flavour
(Kinsella y Phillips, 1989), propiedad que es dafiada severamente luego de la
desnaturalizacion. Se ha reportado la temperatura de desnaturalizaciéon de la BSA
mediante DSC en 62 C, con un onset de cambio conformacional en 58,1 T
(Poole y col., 1987).

Dentro de sus propiedades funcionales, se ha observado que mejora el espumado
y la estabilidad de las espumas cuando interactia con proteinas basicas como la
lisozima debido a las interacciones que forman entre si en la interfase (Poole y
col., 1984).

Cuando la BSA es calentada forma agregados solubles mediante interacciones no
covalentes y puentes disulfuro, luego la gelificacion a pH 6,5 ocurre de manera
similar a la observada para la 3-Ig (de Wit, 1998).

Subdomain & . Subdomain B

Figura 1.7. (a) Molécula de BSA compuesta de tres dominios homoélggbslil), donde cada
uno de ellos contiene dos subdominios (A y B) quepawten motivos estructurales comunes; (b)

localizacion de los puentes disulfuro (Huang y col., 2004
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1.3. Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).

La hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) es un derivado de la celulosa que forma
parte de una familia que incluye otros polisacéaridos, como por ejemplo la
metilcelulosa (MC), o la metilhidroxietilcelulosa (MHEC).

La celulosa es la sustancia organica mas abundante en la naturaleza, se ha
estimado que anualmente las plantas sintetizan aproximadamente 10" toneladas
(Bovey y Winslow, 1981). Por lo tanto no sorprende que la humanidad haya hecho
uso de la celulosa desde tiempos inmemoriales con distintos fines, para obtener
papel, en la mineria, en la construccion e industrias relacionadas y ultimamente
como una fuente de bioenergia. Estas aplicaciones conciernen a la celulosa en su
estado natural o modificada fisica o quimicamente.

La celulosa es el principal componente de las paredes celulares de plantas y
algas verdes. Este polimero se presenta en la madera en un 40 — 50%, 80% en
fibras de lino y 90% en las fibras de algodon (Marchessault y Sundararajan,
1983). La purificaciébn comercial de la celulosa se realiza a partir de las fibras de
algodon y de la pulpa de madera, en el primer caso por el alto contenido en este
polisacarido y en el segundo por la accesibilidad de este recurso. En su estado
natural la celulosa es dificil de purificar ya que es insoluble en los solventes
comerciales. Asi, el aislamiento de la celulosa en su forma pura incluye
tratamiento alcalino para la remocion de ceras, proteinas y ligninas. Las pulpas
destinadas a la obtencién de éteres de celulosa sufren pasos de extraccion
alcalina adicionales que se hacen para remover polisacaridos de bajo peso
molecular llamados hemicelulosas y aumentar la fraccion de la celulosa pura o
alfa (Coffey y col., 1995).

Desde el punto de vista quimico, la celulosa es un poliacetal p-1,4 de 4-O-B-D-
glucopiranosil-D-glucosa (celobiosa) ya que la unidad basica consiste de dos
unidades de glucosa unidas por union -1,4 (Coffey y col., 1995). La configuracion
B-1,4 da como resultado una estructura lineal y rigida para el polimero
(Figura 1.8). La relativa abundancia de grupos hidroxilo y la tendencia a formar
puentes hidrégeno tanto intra como intercatenarios es la causa de la formacion de
agregados lineales los cuales contribuyen a la rigidez de las paredes celulares 'y a
la relativa insolubilidad de la celulosa en los solventes comunes, particularmente

el agua.
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El tamafio molecular puede ser apropiadamente descripto en términos del grado
de polimerizacion (DP), el cual representa el valor promedio del nimero de
unidades monomeéricas. En estado sélido la celulosa posee zonas cristalinas
distribuidas entre zonas menos ordenadas, amorfas, que constituyen regiones
donde los grupos hidroxilo estan mas expuestos para participar en una reaccion.
La reactividad de la celulosa dependerd de su origen y de las condiciones de
aislamiento y purificacion.

Distintas técnicas demostraron que las moléculas de celulosa se presentan unidas
por puentes hidrégeno y fuerzas electrostaticas en microfibrillas, las cuales en
ciertas areas tienen las cadenas en capas apiladas. Estas son las éreas
organizadas en forma regular que constituyen regiones cristalinas discretas

conocidas como cristalitos (Coffey y col., 1995).

Figura 1.8. Estructura quimica del polimero lineal de celul@affey col., 1995).

Desde el punto de vista de sus propiedades fisicoquimicas, L4 celulosa es un
material higroscopico, insoluble, pero capaz de absorber agua, acidos diluidos y
muchos solventes. Las reacciones quimicas en las que participa la celulosa estan
determinadas por su naturaleza polimorfica. Las regiones amorfas, menos
ordenadas, son los puntos donde todas las reacciones quimicas se inician. Por su
parte, poca 0 nhinguna participacion incumbe a las regiones cristalinas mas
ordenadas (Rorrer y Hawley, 1993). Las soluciones alcalinas concentradas
penetran la celulosa por absorcion y por subsecuente atraccion capilar entran en
las regiones cristalinas provocando la disrupcion de las mismas. Este proceso
denominado mercerizacion, es usado para activar a la celulosa en la produccion
de éteres de celulosa.

Es posible mejorar las propiedades de la celulosa a través de modificaciones que

pueden ser fisicas o quimicas. Una de las modificaciones fisicas mas comunes
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consiste en hacer pasar una pasta de celulosa a través de tamices de pequefios

orificios bajo condiciones de gran esfuerzo de corte y altas presiones diferenciales

(Coffey y col., 1995). Asi se obtienen las celulosas microfibriladas las cuales

tienen mayor capacidad de retencién de agua y son menos propensas a la

precipitacion. Por modificaciones fisicas también se obtiene la celulosa
microcristalina que es producida tratando a la celulosa natural con acido
clorhidrico para disolver las regiones amorfas del polisacarido, persistiendo
solamente las regiones cristalinas. Estas celulosas generan soluciones donde la
viscosidad no varia con el pH o la temperatura (Brownsey y Redout, 1985). Por
otra parte, el peso molecular de estos polimeros se manifiesta en la viscosidad de
sus soluciones, asi a medida que el peso molecular disminuye, la viscosidad
disminuye. Para estos derivados de celulosa la propiedad méas importante es

entonces la viscosidad (Coffey y col., 1995).

Si bien existen numerosos derivados obtenidos por modificaciones quimicas de la

celulosa natural, s6lo unos pocos éteres de celulosa han encontrado aplicacion en

la industria alimentaria. Los derivados mas comunmente usados son la
carboximetilcelulosa, metilcelulosa, e hidroxipropilmetilcelulosa. Estos dos ultimos
son empleados debido a la capacidad de formar geles termorreversibles y por sus

propiedades interfaciales (Kobayashiy col., 1999; Sarkar y Walker, 1995)

Aunque la variedad de éteres de celulosa es amplia, todos ellos son obtenidos

esencialmente de la misma manera (Kondo, 1993). El proceso de produccion

puede ser dividido en tres etapas:

1. Obtencion del &lcali de celulosa. Para ello, se trata a la pulpa de celulosa con
soluciones concentradas de hidroxido de sodio (35-60%, p/v). Esta mezcla se
deja reposar durante un tiempo y a una temperatura y presion determinadas
para asegurar la reaccion completa. La viscosidad del producto final se
controla con el tiempo de reposo.

2. Alquilacion o hidroxialquilacion. La alquilacion se da cuando el producto
buscado es metilcelulosa. El alcali de celulosa reacciona con cloruro de metilo
para generar la metilcelulosa y cloruro de sodio. En cambio durante la
hidroxialquilacion, el alcali de celulosa reacciona con Oxido de propileno
generando hidroxipropilcelulosa. Para obtener la hidroxipropilmetilcelulosa, se

somete a la hidroxipropilcelulosa a alquilacion.
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3. La purificacion final del producto. Debido a que los derivados de celulosa
gelifican durante el calentamiento y los subproductos generados durante las
etapas anteriores tienden a precipitar, el lavado de la pasta conteniendo los
derivados en agua a altas temperaturas constituye un medio eficiente para

lograr la separacion buscada.

Ademés de los sustituyentes presentes en el esqueleto carbonado de celulosa y
la viscosidad de sus soluciones (normalmente medidas a concentraciones de 1 o
2% plv), estos productos son descriptos por el grado de sustitucion (DS) y la
sustitucion molar (MS).

Cada unidad de anhidroglucosa en la molécula de celulosa tiene tres grupos
hidroxilo disponibles para la derivatizacion. De esta manera, si los tres grupos
fueran sustituidos el producto tendria un DS igual a 3. Si un numero promedio de
dos sobre tres hidroxilos totales hubieran reaccionado, entonces el DS seria 2 y
asi sucesivamente. El término DS se reserva para aquellos sustituyentes que
bloquean los grupos hidroxilo reactivos. Los sustituyentes que permiten el
crecimiento posterior de la cadena son caracterizados por la sustitucion molar
(MS). La derivatizacion de los grupos hidroxilo reactivos con 6xido de propileno
genera a su vez sitios hidroxilo disponibles para posteriores reacciones. De esta
manera la reaccion continla con la extension de la cadena. La proporcion de
MS/DS da la longitud promedio de las cadenas de los sustituyentes laterales.

La hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) presenta en su cadena grupos metilo e
hidroxipropilos (Figura 1.9). La utilidad de estos éteres no iénicos de celulosa se
basa fundamentalmente en cuatro atributos: son espesantes eficientes, presentan
actividad superficial, tienen la habilidad de formar peliculas interfaciales y la
capacidad de formar geles termorreversibles.

La HPMC tiende a concentrarse en interfases tanto aire-agua como aceite-agua.
La propiedad de comportarse como surfactante es el resultado de la sustitucion
heterogénea en el polimero, es decir que hay zonas del polimero ricas en grupos
hidrofilicos y otras ricas en grupos hidrofébicos. La concentracién de este
polisacarido en la interfase de soluciones diluidas puede ser varias veces
superior. Esta propiedad puede entonces conducir a la estabilizacién de espumas
y emulsiones y tener efectos positivos en la estructura de cortezas panarias,

leudado de masas de panaderia, etc.
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Figura 1.9. Estructura quimica de hidroxipropilmetilcelulosa (@gf col., 1995).

Si bien la HPMC se utliza ampliamente la industria alimentaria, es preciso
destacar que la industria de pinturas, la cosmética y la farmacéutica también
hacen uso de este polimero en grandes cantidades. También, la industria
farmacéutica utiliza en gran escala la HPMC para la produccién de matrices de
liberacion controlada de drogas (Escudero Gonzalez y col., 2008).

Centrandonos especificamente en la industria alimentaria, la
hidroxipropilmetilcelulosa se emplea en una amplia gama de productos. Aquellos
basados en proteinas frecuentemente necesitan estabilizantes para prolongar su
vida util durante el almacenamiento a temperatura ambiente o en refrigeracion,
donde estos polisacaridos pueden ser agregados para lograr este objetivo (Coffey
y col., 1995).

Actualmente existe una fuerte tendencia en la industria hacia la produccion de
alimentos reducidos en calorias, esto resulta en una nueva aplicacion de HPMC
ya que este polisacéarido imparte buenas caracteristicas de textura (Malkki y col.,
1993). En particular las HPMC que son interfacialmente activas ofrecen la
posibilidad de imitar la textura de los lipidos en estos productos. La rapida
migracion de la HPMC a las interfases contribuye a una rapida estabilizacion de
las emulsiones. Pueden proveer ademas estabilidad contra la coalescencia de las
gotas durante el almacenamiento. En el caso de productos batidos, es necesario
mantener la integridad estructural de las celdas de aire. El polimero es capaz de
acumularse en la interfase aire-agua sufriendo gelificacion por su alta
concentracién en la interfase y como consecuencia se estabiliza el sistema
(Coffey y col., 1995).
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También se ha empleado HPMC en la formulacién de productos panificados sin
harina de trigo para celiacos (Kobylafiski y col., 2004). En productos fritos, estos
polisacaridos se usan como rebozador ya que tienen la capacidad de impedir la
pérdida de humedad durante la coccién por formar un gel alrededor del alimento y
simultaneamente bloquean la absorcidn de aceite.

En alimentos fluidos como salsas, sopas y jarabes, las HPMC son agregadas
como espesantes y ligantes de agua para reducir la sinéresis. También puede ser
empleada en productos congelados bajos en calorias ya que contribuye al control
del crecimiento de los cristales y a modificar la reologia del producto,
contribuyendo a la retencion de aire y permitiendo emular texturas similares a la

generada por lipidos en postres congelados.

1.4. Interacciones proteina-polisacarido.

Las interacciones entre proteinas y polisacaridos juegan un rol muy importante en
la estructura y la estabilidad de muchos alimentos procesados.

Las propiedades funcionales de las proteinas, tales como solubilidad, actividad
superficial, estabilidad conformacional, propiedades gelificantes, espumantes y
emulsificantes se ven afectadas por su interaccion con polisacéridos.

Las interacciones entre estos biopolimeros involucran diferentes tipos de fuerzas
intermoleculares que se describen en la Tabla 1.5.

La importancia relativa de estas interacciones en un sistema particular depende
las caracteristicas de los biopolimeros involucrados (peso molecular, densidad de
carga en funcion del pH, flexibilidad, hidrofobicidad), las caracteristicas de la
solucién (pH, fuerza idnica) y las condiciones ambientales (temperatura, cizalla)
(McClements, 2006).

Conociendo y manejando estos parametros es posible controlar las interacciones
proteina-polisacéarido y por lo tanto crear atributos funcionales diferentes en un
sistema alimentario.

Las interacciones entre proteinas y polisacéridos se pueden dividir en dos grupos:
interacciones atractivas y repulsivas entre diferentes macromoléculas y pueden
estar dadas por los diferentes tipos de fuerzas definidas en la Tabla 1.5. Estos
dos tipos de interacciones entre biopolimeros son las responsables de la

formacién de complejos y de la inmiscibilidad de biopolimeros, respectivamente.
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Tabla 1.5.Tipos de fuerzas intermoleculares que contribuyes mtaracciones entre

biopolimeros.

Covalentes: unién muy fuerte formada entre grupos reactivos especificos de
diferentes macromoléculas. Por ejemplo, uniones por puente disulfuro.

Electrostaticas: interaccion que puede ser repulsiva o atractiva segun las cargas
eléctricas sean de signo igual u opuesto, respectivamente. La fuerza de estas
interacciones disminuye con el aumento de la fuerza iénica.

Volumenes de exclusion: es una interaccion repulsiva dada por el gran volumen
ocupado por algunos biopolimeros en soluciéon, produciendo un importante efecto
sobre la exclusion estérica, es decir hay una reduccion en el volumen disponible a ser
ocupado por una molécula de biopolimero.

Uniones hidrégeno: interaccién atractiva moderadamente fuerte entre atomos de
hidrégeno y otros atomos mucho mas electronegativos. Las uniones puente hidrégeno
son menos importantes cuando aumenta la temperatura.

Hidrofébicas: interaccion atractiva moderadamente fuerte de origen entrépico entre
grupos no polares. Las uniones hidrofébicas aumentan su fuerza con el aumento de la
temperatura.

Puentes i6nicos: tipo especifico de interaccion que involucra la union de cationes
polivalentes (especialmente Ca*?) con dos grupos anidnicos diferentes.

Van der Waals: interaccion atractiva débil de origen electromagnético entre grupos
con dipolos inducidos o permanentes.

Fuente: Dickinson (1998); McClements (2006).

Al mezclar una solucion de proteina con una de polisacarido se puede observar
alguno de los comportamientos que se representan en la Figura 1.10.

La interaccioén de los dos biopolimeros puede ser segregativa (los biopolimeros se
excluyen unos a otros y entonces se definen como incompatibles) o asociativa
(los biopolimeros se atraen unos a otros) (de Kruif y Tuinier, 2001; McClements,
2006; Tolstoguzov, 1986; Tolstoguzov, 2003) En soluciones diluidas la mezcla es
estable debido al efecto predominante de la entropia de mezclado y la proteina y
el polisacéarido son cosolubles: sistema (b).

En condiciones en las que existe atraccion entre las moléculas de los distintos
biopolimeros (estos poseen carga neta opuesta) las atracciones electrostaticas
pueden llevar a la formacion de complejos solubles, obteniéndose un sistema de
una sola fase. En este caso estamos en presencia del efecto de solubilidad por
complejamiento: sistema (c) (McClements, 2006). También puede ocurrir que los
complejos que se forman resulten no solubles. Estos, denominados
“coacervados”, precipitan y por lo tanto, se generan dos fases separadas: una

fase “coacervada” que contiene a los complejos y otra fase diluida, con baja
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concentracién de ambos biopolimeros (Schmitt y col., 1998). Este fendmeno se
llama “coacervacion compleja” (Doublier y col., 2000), y es un fenomeno de
complejamiento: sistema (d).

Por ultimo, en condiciones donde predominan las fuerzas de repulsion entre los
biopolimeros (por ejemplo, si ambos poseen la misma carga neta), puede
obtenerse un sistema de dos fases (emulsion agua en agua) en el cual ambos
componentes macromoleculares estdn concentrados en diferentes fases. Esto se
debe a la incompatibilidad termodindmica entre proteinas y polisacaridos en
medio liquido (Grinberg y Tolstoguzov, 1997); estamos entonces en presencia de

un fendmeno de segregacion: sistema (a).

Solucién de @ U 2\ \Z Solucién de

proteina + polisacarido
@ ~A

N

INTERACCIONES INTERACCIONES
REPULSIVAS ATRACTIVAS
Concentracion Concentracion Complejamiento

i faszlt:/ - {ajf fase 1C fase/ d\ 2 fases
e¥ v |en ¥ | leR

Incompatibilidad Cosolubilidad Complejo  Coacervadoo
soluble precipitado

Figura 1.10.Representacién esquemética de los cuatro posibles sisibtaai&los al mezclar
soluciones de una proteina y un polisacarido. Adapladie Kruif y Tuinier (2001), y
McClements (2006).

La diferencia entre los sistemas liquidos de dos fases (a) y (d) reside en que en
los distintos sistemas los biopolimeros estdn concentrados juntos en una fase

inferior (d) o en diferentes fases (a) (McClements, 2006). Entonces, las soluciones
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acuosas de mezclas de biopolimeros son susceptibles a la separacion de fases
por dos de los siguientes mecanismos: i) coacervacion compleja o ii)
incompatibilidad termodinamica.

Todos los sistemas descriptos de soluciones mixtas (estados estables o de fases
separadas) difieren en estructura y propiedades, por lo tanto también variaran las
propiedades funcionales de los sistemas de los que formen parte(Tolstoguzov,
1986; Tolstoguzov, 1990; Tolstoguzov, 1991; Tolstoguzov y col., 1985)

1.4.1. Coacervacion compleja.

Como lo definié originalmente Bungenberg de Jong (1949), la coacervacion
compleja es una separacion espontanea de un sistema en dos fases liquidas. La
fase mas concentrada en biopolimeros es el coacervado y la otra fase es la
solucion en equilibrio. La separacion de fase asociativa de dos polimeros en agua
ocurre si existe una fuerte atraccion electrostatica. La coacervacion compleja es
causada por la interaccion de dos biopolimeros con cargas opuestas (de Kruif y
col., 2004) y se origina a pH por debajo del pl de la proteina y especialmente a
bajas fuerzas idnicas. En estas condiciones, se dan interacciones atractivas entre
los grupos positivamente cargados de las proteinas (pH < pl), y polisacéridos
anionicos (de Kruif y col., 2004). La formacion de estos complejos es usualmente
reversible, dependiendo de la condiciones del medio.

También pueden darse atracciones de naturaleza mas débil, entre polisacaridos

l

anionicos y proteinas con carga neta igual a cero (pH = pl) o cargadas
negativamente (pH > pl) (Dickinson, 1993).

Durante la formacion de los complejos electrostéticos, la carga neta de los
polisacaridos anidnicos va disminuyendo a medida que estos se complejan a los
grupos polares de las proteinas. Esta disminuciébn de carga neta reduce la
hidrofilicidad y la solubilidad del complejo. Luego, los complejos no solubles
(coacervados) dispersos se agregan y precipitan (Baeza, 2003). Por lo tanto, el
mecanismo por el cual ocurre la coacervacion compleja en sistemas mixtos de
proteina y polisacarido podria ser un proceso de nucleacion y crecimiento
(Turgeon y col., 2007).

Los principales usos de los complejos son como reemplazantes de grasa, debido

a sus propiedades nutricionales y funcionales. Ademas, se utilizan complejos
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texturizados en forma de fibra para la obtencién de analogos de carne bajos en
grasa, y en la produccion de films comestibles, que poseen ventajas respecto de
films formados con un solo biopolimero (Baeza, 2003). Finalmente, existe una
creciente tendencia en la aplicacion de la coacervacion compleja para la
microencapsulacion de compuestos, tanto en la industria alimentaria como en la
farmacéutica. Por lo tanto, aparecen numerosos articulos en literatura focalizados
en la caracterizacion de estos complejos como encapsulantes (de Kruif y col.,
2004)

1.4.2. Incompatibilidad termodindmica.

En el fendbmeno de incompatibilidad termodindmica, existe una separacion
espontanea en dos fases también pero en este caso, una es predominantemente
rica en proteina y la otra rica en polisacarido (Tolstoguzov, 1991).

Generalmente, esta separacion ocurre cuando la concentracion 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 y col., 2000).

La presencia de una interaccion repulsiva desfavorable (endotérmica) entre
segmentos quimicamente diferentes de polimeros en solucién conduce a una alta
probabilidad de exclusion mutua de cada componente polimérico.

La incompatibilidad de los biopolimeros depende de la intensidad de las
interacciones entre ellos, entre las moléculas de cada uno consigo mismas y con
el solvente (diferencias en la hidrofilicidad de los biopolimeros) y se origina bajo
ciertas condiciones las cuales inhiben la formacibn de complejos entre
biopolimeros. A una concentracion total de biopolimero moderada, la separacion
del sistema en dos fases depende de la carga del biopolimero, del pH y la fuerza
i6nica (Alves y col., 1999). La incompatibilidad se favorece a alta fuerza ionica y/o
a valores de pH mayores que el pl de la proteina.

Ademas la incompatibilidad puede aumentar por el efecto de otros factores: i) el
aumento del peso molecular y la rigidez estructural de los biopolimeros; ii) la
desnaturalizacion de proteinas globulares debido al incremento de la
hidrofobicidad y al tamafio de las cadenas polipeptidicas agregadas; iii) el

aumento de la concentracion de sales y de la temperatura (Tolstoguzov, 1997b).
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La estructura quimica de los polisacaridos es el factor que mas afecta la
incompatibilidad y la separacibn de fases en sistemas de proteinas vy
polisacaridos. La incompatibilidad disminuye en el siguiente orden: polisacaridos
con grupos carboxilo > polisacéridos neutros > polisacéridos con grupos sulfato.
Ademas, los polisacéridos lineales son méas incompatibles con las proteinas que
los polisacéridos ramificados (Grinberg y Tolstoguzov, 1997). La incompatibilidad
termodindmica también varia por la presencia de otros componentes como
moléculas lipofilicas y moléculas de sacarosa, los cuales presentan en general un
efecto negativo y positivo, respectivamente, con respecto a la compatibilidad entre
los biopolimeros (Semenova, 1996).

El comportamiento de incompatibilidad se representa en la Figura 1.11, donde se
muestra el diagrama de fases, el cual se define para un sistema binario en
particular (Grinberg y Tolstoguzov, 1972; Grinberg y Tolstoguzov, 1997; Polyakov
y col., 1997; Tolstoguzov, 1997b; Tolstoguzov, 2001; Tolstoguzov y col., 1985). La
denominada curva binodal marca el limite de cosolubilidad de los biopolimeros.
Cuando la composicion del sistema, respecto a los dos biopolimeros, se
encuentra por debajo de la curva binodal, el sistema permanece como una fase
simple homogénea (sistema b de la Figura 1.10). En cambio, cuando la
composicién de un sistema se encuentra por encima de la curva binodal, es
inestable y se separa en dos fases liquidas, una rica en proteina y la otra en
polisacarido (sistema a de la Figura 1.10) (Dickinson y McClements, 1995;
Tolstoguzov, 1997b; Tolstoguzov, 2003);

En la Figura 1.11 al mezclar soluciones A y B en una proporcién de volumen
BC/AC, se obtiene una mezcla de composicion C. Este sistema mixto C se separa
en dos fases D y E. Los puntos D y E son los puntos binodales. En general, las
ramas binodales estan bastante cerca de los ejes, si bien no coinciden con los
ejes de concentracion de los biopolimeros. Esto significa que los biopolimeros
tienen limitada cosolubilidad en el solvente y que cada biopolimero se concentra
en fases diferentes. Las composiciones de D y E se pueden obtener por
centrifugacion y andlisis posterior del contenido de polisacérido y proteina.

Se han reportado una gran cantidad de diagramas de fases para sistemas mixtos
de proteinas y polisacéaridos (Grinberg y Tolstoguzov, 1997; Tolstoguzov, 1997b).
En general, estos diagramas resultan asimétricos debido a un fenbmeno de

exclusion mutua entre las macromoléculas de proteina y polisacarido
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(Tolstoguzov, 1997b). 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.

Polisacarido (% p/p)

Curva
Binodal

Proteina (% p/p)

Figura 1.11. Representacion esquemética de un diagrama de fasesptipa una mezcla
incompatible de proteina y polisacarido, mostrando lecidosde la curva binodal. Se incluye el
comportamiento (descripto en la Figura 1.10) de los séstqror debajo

y por encima de la curva binodal.

1.5. Impacto de las interacciones proteina-polisacérido en transiciones

térmicas, geles e interfases.

En este trabajo se estudiaron las interacciones entre las proteinas del lactosuero y
distintas hidroxipropilmetilcelulosas. Por lo tanto, en primer lugar se evalud el
comportamiento de dichos biopolimeros solos, y luego sus mezclas, para
determinar el impacto de dichas interacciones en las transiciones térmicas, la
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gelificacion y las propiedades de las interfases aire-agua de los sistemas mixtos.
Por ello, a continuacion se describiran conceptos tedricos acerca de: las
transiciones térmicas de un material, el proceso de gelificacion, asi como también

de las interfases aire-agua.

1.5.1. Transiciones térmicas.

En la Figura 1.12 se esquematizan algunas de las transiciones de fase en los
materiales alimentarios.

La movilidad de las particulas y su ordenamiento son caracteristicas distintivas de
cada estado de agregacion de la materia. En estado gaseoso las moléculas se
mueven libremente y no poseen regiones de distribucion ordenada. En estado
liquido, las moléculas se deslizan libremente entre si y poseen pequefas regiones
ordenadas. En el estado so6lido, a diferencia de los fluidos, la movilidad de las
particulas es minima (vibraciones alrededor de posiciones fijas) y se pueden
dividir segun posean regiones ordenadas o no, en cristalinos y amorfos,

respectivamente.

Estados de Equilibtio Termodinanmico

11 Fusién 11 Evaporacion 1

SOLIDO CRISTALINO > wuoumwo <::> GAS

Solidificacion Licusfaccion

=
P

Transicion
Vitrea

] SOLIDO
VITREOQ >

GOMOSO

! 1L

Estados de no Equilibrio
Teamodinimico

Figura 1.12.Transiciones de fase mas frecuentes de los alimentos.

Los solidos cristalinos, como el hielo o el NaCl tienen rigidez y orden de largo
alcance; sus particulas ocupan posiciones especificas formando celdas unitarias
(unidades basicas) que se repiten a lo largo de toda la red tridimensional. Existen
7 tipos de celdas unitarias: cubica simple, tetragonal, ortorrombica, romboédrica,

monoclinica, triclinica y hexagonal (Dean, 1995).
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En la estructura cristalina (Figura 1.13a) la disposicion de atomos, moléculas o
iones es tal que las fuerzas netas de atraccion de las particulas es maxima. Este
tipo de estructuras son termodindmicamente estables. En cambio, los sélidos
amorfos (como por ejemplo un caramelo o un alimento deshidratado), carecen de

una disposicion tridimensional regular de sus particulas (Figura 1.13b).

Figura 1.13.Disposicion de las particulas en un sdlido cristalino @) wno amorfo (b).

Los sistemas amorfos son de no equilibrio termodindmico o equilibrio metaestable;
no fluyen naturalmente (a diferencia de los liquidos) debido a su alta viscosidad,
pero pueden evolucionar con el tiempo hacia un estado de equilibrio. Cuanto
mayor sea la viscosidad (barrera), mas dificil le resultara al sistema pasar de un

estado metaestable (amorfo) a uno estable (cristalino) (Figura 1.14).

Barrera (Ej: viscosidad)

+
2
@ @/ No equilibrio
J Energia
Metaestable
Estable _

Figura 1.14.Diagrama esquematico de los tipos de equilibrio.

Los solidos amorfos pueden dividirse a su vez en vitreos y sobreenfriado: en el
estado vitreo el sélido amorfo posee una viscosidad extremadamente alta (orden

de 10% Pa.s), lo cual minimiza la movilidad molecular. Por ello, a pesar de ser un
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estado metaestable que puede evolucionar con el tiempo, la difusién molecular es
tan baja (del orden de 1 mm/100 afios), que se considera despreciable. Por el
contrario, un sélido amorfo gomoso posee una viscosidad mucho menor que el
vitreo y por lo tanto, mayor movilidad molecular. Con el tiempo puede cristalizar.
El estado amorfo puede definirse como una fase (Dean, 1995).

Una fase constituye un sistema que presenta una cierta uniformidad en su
composicion y en sus propiedades fisicas. Por lo tanto, una transicion de fase se
define como el cambio brusco de las propiedades macroscopicas de un sistema,
por efecto de la variacion de algun parametro de control externo (temperatura y/o
presion) y tiene como consecuencia cambios en la movilidad molecular, lo cual
esta relacionado con variaciones en las propiedades fisicas (térmicas, eléctricas,
mecénicas Yy difusionales), en las cinéticas de reacciones quimicas y enziméticas,
y en los fendmenos de transporte (Dean, 1995).

Centrandonos en las transiciones, estas se clasifican segun la continuidad de las
derivadas del potencial de Gibbs (G) Asi, existen tres tipos de transiciones de fase
(Mathot, 1994):

i. Transiciones de primer orden. La primera derivada de G es discontinua. Son
transiciones en las que el sistema absorbe o desprende una cierta cantidad
de calor (calor latente) y en que hay coexistencia de fases. Durante este
proceso, la temperatura del sistema permanece constante pese a la
transmision de calor (ejemplos, transiciones entre los estados solido, liquido y
gaseoso; fusion, ebullicion, solidificacion)

ii. Transiciones de segundo orden. Son transiciones que no tienen un calor
latente asociado. En las transiciones de segundo orden la segunda derivada
de G es discontinua. (ejemplos, transicion vitrea).

iii. Transiciones de fase de orden superior. En este caso, la primera derivada de
G es continua. No tienen asociado un calor latente. Este tipo de transiciones
no estan estudiadas en materiales como los alimentos (ejemplos, transicion

ferromagnética-paramagnética o la condensacion de Bose-Einstein).

La transicion vitrea es un tipo de transicion de segundo orden que se da entre un
estado liquido (el material fluye) y otro estado aparentemente sélido: es un estado

de no-equilibrio termodindmico, en el cual el material puede ser considerado
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como un liquido sobreenfriado (que fluye a velocidades extremadamente lentas),

con movimientos en sus segmentos practicamente congelados. Todos los

polimeros termoplasticos presentan una transicion vitrea, ya sean estos amorfos o

semicristalinos. Los polimeros amorfos al calentarse presentan solamente una

transicion, la vitrea (Ho6hne y col., 1996). Los polimeros semicristalinos presentan

dos, la vitrea, y la fusion de los cristales (Rey y col., 1993).

La temperatura a la cual ocurre esta transiciéon de segundo orden, se denomina

temperatura de transicion vitrea (Tg). Existen diferentes métodos experimentales

para determinar la Tg, pero debido al caracter termodindmico de esta
pseudotransicion, cada método provee de un valor de Tg diferente, es por ello que
en los articulos cientificos se provee siempre del método por el cual se determing
su valor. Una de las técnicas més utilizadas para la determinacion de la Tg es la
calorimetria diferencial barrido (DSC, Differential Scanning Calorimetry), debido a
la minima cantidad de polimero requerido, lo confiable de sus mediciones y la
gran cantidad de informacion que brinda. La DSC permite el estudio de aquellos
procesos en los que se produce una variacion entalpica, por ejemplo
determinacion de calores especificos, puntos de ebullicion y fusién, pureza de
compuestos cristalinos, entalpias de reaccién y determinacién de otras
transiciones de primer y segundo orden. Existen dos tipos de métodos para

obtener datos en DSC (Maglic y col., 1984):

i. DSC de potencia compensada En esta técnica, la muestra y el material de
referencia se calientan mediante calentadores separados aunque Sus
temperaturas se mantienen iguales mientras las temperaturas se aumentan
(o disminuyen) linealmente.

i. DSC de flujo de calor. En este caso, se mide la diferencia de cantidad de
calor de la muestra y de la referencia cuando la temperatura de la muestra

se aumenta (o disminuye) linealmente.

El DSC mide el flujo de calor (®) en funcién del tiempo (t) o la temperatura (T), en
la muestra a estudiar y en un material inerte de referencia de forma
independiente. La funcién ® (t:T) presenta la forma de una curva, y se la suele
denominar termograma (Ramos-Sanchez y col., 1991). En la Figura 1.15 se
muestra un esquema del termograma de un solido amorfo vitreo susceptible de

cristalizar (por ejemplo, lactosa).
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Las transiciones vitreas se presentan cuando se aumenta la temperatura de un
so6lido amorfo. Estas transiciones aparecen como una alteracion en la linea base
de la seial registrada. Esto es debido a que la muestra experimenta un cambio en
la capacidad calorifica sin que tenga lugar un cambio de fase formal (Dean, 1995;
Skoog vy col., 1998).

A medida que la temperatura aumenta, el solido amorfo se hara menos viscoso.
En algin momento las moléculas pueden obtener suficiente libertad de
movimiento para disponerse por si mismas en una forma cristalina. Esto es
conocido como temperatura de cristalizacion (Tc). Esta transicion de sélido
amorfo a solido cristalino es un proceso exotérmico y da lugar a un pico en la
curva DSC. A medida que la temperatura aumenta, la muestra alcanza

eventualmente su temperatura de fusién (Tm).

Te
T TRANSICION
VITREA Formacion de
Regién vitrea ﬂ cristales

= =

Flujo de calor
@
N

. Tm
— o
-
Region Fusidn de
sobreenfriada cristales

Temperatura ——»

Figura 1.15 Esquema de la curva de flujo de calor en funcidla demperatura (termograma)

para un sélido amorfo. Tc: temperatura de cristalizacion;t&mperatura de fusion.

El proceso de fusion resulta evidenciado por un pico endotérmico en la curva
DSC. La capacidad para determinar temperaturas de transicion y entalpias hace
de las curvas DSC una herramienta valiosa para producir diagramas de fase para

diversos sistemas quimicos (Dean, 1995).
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1.5.2. Gelificacion.

Una de las propiedades funcionales mas importantes de las proteinas que puede
ser inducida por tratamiento térmico es la gelificacion. Las caracteristicas tipicas
de muchos alimentos estan determinadas por la propiedad de gelificar de las
proteinas durante el calentamiento. Por ejemplo, la textura, propiedades
organolépticas, rendimiento y calidad de productos como embutidos cocidos,
quesos, yogurt, tofu, huevo duro, postres de gelatina, estan vinculadas a la
formacion de un gel proteico (Pilosof, 2000).

Sin embargo, la gelificacién proteica también puede ser promovida por cambios
en el pH, presencia de sales (por ejemplo adicién de iones Ca*? en micelas de
caseina), hidrdlisis enzimatica moderada, altas presiones, etc.

La gelificacion puede ser definida como un fenébmeno 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).

La gelificacion térmica involucra el calentamiento a distintas temperaturas y
distintos tiempos de dispersiones proteicas de concentracion apropiada. Las
condiciones de temperatura y tiempo a utilizar son propias de cada proteina y
estaran determinadas en funcion de la temperatura de desnaturalizacion de la
misma en las condiciones del ensayo. La gelificacion puede ocurrir durante el
calentamiento (proteinas de soja, clara de huevo, proteinas de lactosuero) o luego
del enfriamiento (gelatina, lisozima) dependiendo de la proteina y condiciones de
gelificacion.

La concentracion de proteina es uno de los factores mas importantes que
determinan las caracteristicas finales de los geles. La mayoria de las proteinas
exhiben una concentracion minima por debajo de la cual no gelifican, a esta
concentracion se la denomina “concentracion critica”. El tipo y las propiedades de
los geles se ven afectados por el pH, tipo y concentracién de sales, azlcares y
otros componentes como lipidos y polisacaridos (Pilosof, 2000).

La Figura 1.16 muestra un esquema del proceso de gelificacion por calor para

proteinas globulares.
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Se pueden caracterizar varias etapas (Foegeding y Hamann, 1992):

1. La proteina se desnaturaliza por accion del calor.

2. Las moléculas proteicas desnaturalizadas interaccionan entre si generando
agregados.

3. Luego de un cierto tiempo se llega al “punto gel” donde la interaccion entre
agregados es suficientemente importante como para generar una matriz
primaria que exhibe propiedades de sdlido viscoelastico. Estas propiedades
pueden ir cambiando con el tiempo y con el enfriamiento hasta formar la matriz

de equilibrio o sea la estructura final del gel.

Ph | —/—— |Po| —— | (P

Ae liquida

PUNTO GEL
Fase solida
MATRIZ DE
MATRIZ PRII_\/IARIA EQUILIBRIO
Gel Incipiente Gel estable

Figura 1.16.Esquema del proceso de gelificacion, involucrando laatesalizacién y la

agregacion proteicas.

Existen béasicamente dos teorias para describir la gelificacion: la teoria de
Flory-Stockmayer (1953; 1974) y la teoria de la percolacion atribuida a De Gennes
(1979). Segun el modelo de Flory—Stockmayer, la gelificacién es un evento subito
que ocurre cuando es alcanzado un cierto grado de entrecruzamiento entre el
polimero, valor critico llamado punto gel, en el cual la viscosidad diverge a infinito.
En la teoria de la percolacién se asume que los monémeros forman agregados
pequefios y que en un cierto punto se llega al punto gel en el cual los agregados
se entrecruzan.

El proceso mostrado en la Figura 1.16 puede ser visto desde el punto de vista

reolégico como el pasaje de una solucién (sol) que va aumentando su viscosidad
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mientras se forman los agregados proteicos, a la formacion de un sdlido
viscoeléstico (gel) (Baeza, 2003).

La desnaturalizacion de las proteinas del suero se puede describir como un
proceso de dos etapas: i) un desplegamiento de la molécula de proteina, el cual
puede ser reversible o irreversible, y ii) una agregacion irreversible (de Wit y
Klarenbeek, 1984; Mulvihill y Donovan, 1987).

El mecanismo aceptado clasicamente para describir la desnaturalizacion y

agregacion de proteinas globulares es el siguiente (Morry Ha, 1993):

(PN)n —p n PN — n PD (1)

nk, —_— (Po)n (2

Donde Py es la proteina nativa, PD es la proteina desnaturalizada y n es un
namero pequefio de subunidades o monémeros de proteina.

Las reacciones iniciales (1) de este proceso implican un debilitamiento y ruptura
de uniones disulfuro e hidrégeno, de modo de alterar la conformacién nativa de la
proteina.

La segunda etapa (2) (si el tiempo de calentamiento y la concentracion de
proteina son suficientes) es una polimerizacion de moléculas de proteina
disociadas y desplegadas para producir una estructura tridimensional (gel)
mediante la formacién de enlaces intermoleculares de tipo disulfuro, hidrofébicos
o electrostaticos (Mangino, 1992; Morr y Ha, 1993) .

Si bien el estado gelificado final estd formado por agregados de proteina
principalmente desnaturalizada, (Pp)n, €l mismo puede ser alcanzado por una de

las siguientes vias de reaccion:

n PN P (PN)n — (PD)n (3)

n PN —p n PD — (PD)n (4)

Dependiendo de las condiciones en las que se produce la gelificacion, ocurrird

una u otra reaccion; por lo tanto el tipo de uniones que formen los agregados, asi
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como también su tamafio y forma, seréan diferentes dando lugar a distintos tipos
de geles.

La reaccion (3) se da en condiciones que favorecen las interacciones proteina-
proteina en solucion. Estas condiciones pueden ser pH cercano al pl de la
proteina, presencia de una considerable concentraciébn de sales, o a bajas
temperaturas de calentamiento (Verheul y col., 1999). Este tipo de reaccion puede
dar lugar a la formacibn de agregados de proteina previamente a la
desnaturalizacion (Baeza, 2003; Stading y Hermansson, 1990) y luego se dard la
desnaturalizacion de los agregados formados.

La reaccion (4) se da por calentamiento en condiciones mas favorables a la
desnaturalizacion o desdoblamiento de la proteina que a la agregacion de la
misma (pH por encima del pl de la proteina, fuerzas idnicas 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 exponen los grupos tiol internos y se promueve la formacion o intercambio de
uniones disulfuro entre moléculas vecinas, lo que lleva a la formacién de
agregados lineales. El calentamiento ademas favorece las interacciones
hidrofébicas ya que también se activan grupos hidrofobos antes ocultos en el
interior de la molécula proteica. La formacién de la red tridimensional final implica
también enlaces puente hidrégeno que se favorecen durante el enfriamiento.
Desde el punto de vista microestructural los geles se pueden clasificar en geles
formados por una red de filamentos finos y geles agregados o particulados
(Pilosof, 2000). El hecho de que se forme uno u otro tipo de gel se relaciona con
que las condiciones mencionadas anteriormente den lugar a la reaccion (4) y (3),
respectivamente. Asi, los geles de filamentos finos estdn formados por una
asociacion ordenada de moléculas de proteina y el grosor de los filamentos es
muy pequefio de tal forma que estos geles son transparentes. Mientras que los
geles agregados se forman a partir de una agregacion desordenada, son opacos
y tienen menor capacidad de retencion de agua. Las diferencias en las
interacciones moleculares y en el equilibrio de las fuerzas atractivas y repulsivas
dependientes de las condiciones del medio mencionadas anteriormente se
reflejan en la apariencia macroscépica de los geles de proteinas globulares. En la
Figura 1.17 se muestra un esquema de los dos tipos de geles mencionados

anteriormente.
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(A)

Figura 1.17.Esquema de los diferentes tipos de microestructugelés de proteinas globulares:

(A) de filamentos finos, (B) geles agregados o partimdgadaptado de Pilosof, 2000).

Todo lo mencionado hasta aqui respecto al proceso de gelificacion se aplica a la
interaccion proteina-proteina.

Sin embargo, los geles de proteinas pueden formarse también en presencia de
otros biopolimeros como polisacéaridos, sean estos gelificantes o no gelificantes, y
por lo tanto se veran afectadas por las interacciones proteina-polisacarido
descriptas en la seccion 1.4 de esta introduccién (Figura 1.10). Por lo tanto, los
geles mixtos proteina-polisacarido presentan propiedades viscoelasticas
diferentes a las de uno solo de los componentes (Doublier y col., 1992).

En mezclas de proteinas y polisacaridos, ambos gelificantes, en condiciones de
incompatibilidad termodinamica, se pueden originar dos tipos de geles, rellenos o
mixtos. Los geles rellenos se obtienen cuando uno de los componentes puede
formar una red continua en todo el sistema y el otro componente polimérico sirve
como relleno del gel. Estos geles pueden ser de una fase (el relleno esta en un
estado molecular disperso) o en dos fases (la fase dispersa consiste en particulas
liquidas o gel). Geles mixtos se obtienen cuando las dos macromoléculas forman
redes continuas separadamente y debe ser tratado como un caso especifico de
redes poliméricas homogéneas e interpenetradas (Tolstoguzov, 1997a). Sin
embargo, aunque no 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).
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Se ha estudiado el comportamiento de geles mixtos de proteinas del lactosuero y
polisacaridos formados en condiciones de incompatibilidad termodinamica.

La presencia de polisacaridos en estos sistemas se refleja en las siguientes
formas: i) disminucién de la concentracion minima de proteina para gelificar, ii)
disminucion en la temperatura o tiempo de gelificacion, iii) variacion en la textura,
microestructura, apariencia y retencion de agua de los geles. (Beaulieu y col.,
2001; Fernandes, 1994; Ndi y col., 1996; Syrbe y col., 1995; Walkenstrom y col.,
1998; Zasypkin y col., 1996).

En general, en condiciones de incompatibilidad termodindmica, la concentracion
critica para gelificar de los componentes gelificantes disminuye en las mezclas
(Baeza y col, 2002; Capron y col., 1999) dado que el fenémeno de
incompatibilidad termodindmica aumenta la concentracion efectiva de ambos
biopolimeros en fases coexistentes. Esto facilita la interaccién proteina-proteina y
durante el calentamiento permite la agregacion con la consecuente formacién de
una red tridimensional (Baeza y col., 2003). Baeza y col. (2001) mostraron que la
adicion de pequefias cantidades (0.5 %) de polisacéridos no gelificantes a una
solucién de B-lactoglobulina (B-lg) al 6 %, concentraciéon en la cual la proteina no
gelifica, promueven la gelificacion de la misma a temperaturas cercanas y por
encima de la de desnaturalizacion de la proteina a pH neutro (80-88 ). Sin
embargo cada polisacarido utilizado, goma xantica, A-carragenano y alginato de
propilenglicol (PGA), impactd en forma diferente en el tiempo de gelificacion, en
las propiedades viscoelasticas de los geles, textura y apariencia.

La gelificacion de la B-lg a pH 7, se produce tipicamente por la formacién de
enlaces covalentes del tipo disulfuro, lo que lleva a la formacion de agregados
lineales que luego se unen por medio de uniones covalentes y no covalentes
(hidrofébicas) (Baeza y col., 2003). La presencia de los polisacaridos favorece las
interacciones proteina-proteina, y provoca un aumento en las uniones no
covalentes entre sus moléculas, lo que lleva a la formacién de agregados de
mayor tamafio. Martinez y col. (2010) reportaron que el diametro hidrodinamico
promedio de los agregados formados por calentamiento hasta 85°C de soluciones
de B-lg es de entre 23 nm y 750 nm a concentraciones entre 3y 9 % p/v. Cuando
se mezclo propilenglicol (PGA) con la B-lg, y se calent6 la mezcla hasta 85°C, se

formaron agregados de proteina con un didmetro hidrodinAmico promedio de
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entre 5.600 a 22.000 nm. Por lo tanto, el PGA influencia la asociaciéon de B-lg
durante la gelificacion.

Las mezclas de concentrados de proteinas del lactosuero (WPC) con
hidroxipropilmetilcelulosas (HPMC) a pH 7 son sistemas termodinamicamente
incompatibles a temperatura ambiente, por lo cual tienden a separarse facilmente
en dos fases. La Figura 1.18 corresponde al diagrama de fases obtenido por
Pérez y col., (2006b) para el sistema WPC/E4M (HPMC) a 25°C y pH 6,5.

Al ocurrir la separacion de fases, se obtiene una fase superior rica en E4M y otra

inferior rica en WPC.
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Figura 1.18. Diagrama de fases para el sistema mixto WPC/HPMC. inserimuestran las

distintas macro-estructuras para los geles obtenidosapamtamiento de sistemas mixtos

sefialados con las flechas. Adaptado Pérez y col. (2006b

Al ser sometidas estas mezclas a calentamiento tienen lugar una serie de
complejos fenébmenos, algunos de los cuales pueden ocurrir simultaneamente: a)
deshidratacién de las moléculas de HPMC y consiguiente exposicion de grupos
hidrofébicos susceptibles de agregarse entre si; b) agregacion/gelificacion de
HPMC,; c) agregacion/desnaturalizacion de WPC; d) separacion de fases. Pérez y
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col. (2006b) estudiaron la dindmica de gelificacion térmica asi como la
macroestructura de estas mezclas mostrando que existen dos fendmenos
competitivos: la separacion de fases y la gelificacion. Debido a la competencia
entre velocidad de gelificacion y de separacion de fases, se logra obtener geles
con una macro-estructura muy interesante, de tipo core-shell, a concentraciones
de proteina mayores o iguales al 12% y concentracion variable de E4M (1-4%)
(Figura 1.18). Este tipo de estructura puede encontrar aplicacion como sistema de
microencapsulamiento o de liberacion controlada, en los cuales algun
componente activo se particiona entre las fases separadas y puede concentrarse
en la fase HPMC, o bien para desarrollar nuevas estructuras y alimentos.

Como se mostro anteriormente, cada polisacarido por sus caracteristicas propias,
presenta distinta incompatibilidad con la proteina generando diferentes agregados
proteicos y estructuras en los geles. Asi mismo para un dado polisacérido al
aumentar su concentraciéon en relaciébn a la proteina, se induce una mayor
agregacion de la proteina obteniéndose geles cada vez mas particulados (Baeza
y col., 2001). Por lo tanto, la seleccién del polisacarido y de su concentracion
permite obtener geles de proteinas del lactosuero de caracteristicas especificas.
El proceso de gelificacion se caracteriza fundamentalmente por la determinacion
del punto gel, es decir el punto donde ocurre la transformacion de liquido a sélido.
Esto indica que las propiedades que caracterizan esta transicibn son
fundamentalmente mecanicas. Pero el método para determinarlas debe cumplir
ciertos requerimientos: la medicion debe ser muy répida, no debe perturbar el
sistema fuera del rango de la respuesta lineal, debe proveer magnitudes fisicas
objetivas e indicadoras de las caracteristicas de la red formada y con una base
tedrica (Pilosof, 2000).

Estos requerimientos eliminan a los métodos transientes como las mediciones de
“creep” o de relajacion del esfuerzo, quedando solamente los métodos reoldgicos
dinamicos en los cuales se aplica un esfuerzo o deformacién oscilatoria como la
Unica alternativa de seguimiento de la gelificacion (Pilosof, 2000); dichos métodos

son los utilizados en el presente trabajo.
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1.5.3. Comportamiento interfacial de biopolimeros.

Los tensioactivos (o surfactantes) son sustancias con actividad superficial debido
a que sus moléculas son anfifilicas (tienen una parte polar y otra no polar). Para
minimizar la energia libre, las moléculas de tensioactivo tienden a orientarse en la
interfase aceite-agua o0 aire-agua, de forma que los grupos hidrofilicos estén
localizados en la fase acuosa y la parte hidrofoba (lipéfila) en la fase oleosa o
gaseosa, respectivamente (McClements, 2005; Rodriguez Patino y col., 1990).

En la industria alimentaria los surfactantes son utilizados para estabilizar,

principalmente espumas y emulsiones. Existen dos clases de moléculas

tensioactivas (Wilde, 2000):

i. Surfactantes o tensioactivos de bajo peso molecular: detergentes,
fosfolipidos vy lipidos. Son solubles en agua o aceite, y normalmente forman
una pelicula compacta con baja tension interfacial.

ii. Biopolimeros: macromoléculas anfifilicas, las mas usadas son las proteinas,
aunque también incluye algunos polisacaridos. Estos polimeros forman una

pelicula viscoelastica irreversible.

Ambos grupos de sustancias tensioactivas otorgan funciones especificas en el
procesado y las propiedades del producto final. EI empleo 6ptimo de ellas
depende del conocimiento que se tenga de sus propiedades fisicoquimicas
interfaciales (actividad interfacial, cantidad adsorbida, estructura, espesor,
topografia, estabilidad, movilidad lateral, interacciones entre las moléculas
adsorbidas, capacidad de cambiar la conformacién, propiedades reolégicas
interfaciales, etc.). También es importante conocer la cinética de formacién de la
pelicula y otras propiedades fisicoquimicas en las interfases fluidas.

Para definir el concepto de tensién superficial o interfacial, podemos imaginar una
molécula situada en el interior de un liquido, suficientemente alejada de la
superficie libre del mismo como para que su esfera de accion molecular se
encuentre completamente en el interior del liquido. Todas las moléculas de liquido
contenidas en dicha esfera ejerceran fuerzas de atraccion sobre ésta y, como
consecuencia de la homogeneidad isotropa del liquido, la distribucion de fuerzas
también sera isotropa y su resultante nula. Supongamos ahora, que una molécula

esta situada muy cerca de la superficie libre del liquido, méas cerca que la esfera
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de accion molecular; en estas condiciones, habr& mas moléculas atrayéndola
hacia el interior del liquido que hacia fuera del mismo. La distribucion anisotropa
de fuerzas de atraccion intermoleculares sobre estas moléculas proximas a la
superficie libre resulta en una fuerza neta sobre las mismas, dirigida hacia el
interior del liquido y que sera tanto mas intensa, como mas cercana a la superficie
libre se encuentre la molécula en cuestion (Maldonado Valderrama, 2006)
(Figura 1.19).

Esta fuerza atractiva neta que dirige las moléculas hacia el seno de la fase en que
se encuentra, provoca una reduccion del area interfacial. Esta fuerza se denomina
tension interfacial o superficial, la unidad en el Sl es J/m? = N/m.

La termodinamica clasica define la tensién superficial (o) como el trabajo (W) que
es necesario realizar para incrementar en una unidad el &rea interfacial (A)
(Dickinson y Stainsby, 1982; McClements, 1999). Este trabajo representa la
variacién de energia libre que sufre el sistema como consecuencia de un aumento

de la superficie segun: W = o AA.
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Figura 1.19.Interacciones entre las moléculas de un liquido.

El valor de la tension superficial da idea de lo dificil que puede resultar la
fabricacion de una espuma o una emulsién y cuan estable serd ésta. Cuanto
mayor sea la tension superficial, mayor trabajo tendra que aportar al sistema para
aumentar el area interfacial. La adicion de tensioactivos reduce la tension
interfacial del sistema, por lo que facilita en gran medida la formacién de la

espuma o emulsion (Bos y Van Vliet, 2001).
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1.5.3.1. Cinética de adsorcién en la interfase.

La cinética de adsorcion de un biopolimero (proteina o polisacérido) en la
interfase aire-agua (0 aceite-agua) se refiere a cambios de la presion superficial
con el tiempo.

La presion superficial se define como 1 = 0- 0o, donde oy es la tension superficial
del agua, y o es el valor de la tensién superficial en presencia de la proteina y/o el
polisacarido.

Las principales etapas de la cinética de adsorcion son las siguientes (Graham y
Phillips, 1979; MacRitchie, 1978; MacRitchie, 1990; Tornberg, 1978b),
(Figura 1.20): (i) difusion de la macromolécula desde el seno de la fase acuosa
hacia la interfase aire-agua; (ii) adsorcion (penetracién) y desplegamiento
interfacial; y (iii) agregacion (reordenamiento) en la interfase aire-agua, formacion
de multicapas e incluso gelificacion interfacial.

La cinética de adsorcion de la proteina esta inicialmente controlada por la
difusion, pero a tiempos mayores, la penetracion y el reordenamiento de la

macromolécula en la pelicula interfacial seran los que controlen el proceso.
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@ (e
(i)

(ii) (i)

Figura 1.20.Procesos de adsorcion: (i) difusién de la macromoléade tta interfase; (ii)

penetracion de la macromolécula en la interfase; (iii) @muhiento de la macromolécula en la
interfase.

Toda sustancia tensioactiva tiende a acumularse en la interfase formando
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

tension interfacial (Figura 1.21i).
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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 respectivamente (Figura 1.21ii).

Las sustancias tensioactivas de alto peso molecular (macromoléculas), tales
como las proteinas o polisacaridos tensioactivos, pueden cambiar
considerablemente su conformacién en la interfase inmediatamente después de la
adsorcion (Bos y Van Vliet, 2001; Pérez y col., 2006a). Tales cambios
conformacionales pueden ser vistos como una desnaturalizacién interfacial en el
caso de las proteinas en la que sus residuos hidrofébicos se orientan hacia la fase
aire o aceite, y los hidrofilicos hacia la acuosa (Dalgleish, 1996) (Figura 1.21iii).
En el caso de los polisacaridos, una vez que la macromolécula llega a la interfase
es capaz de manifestar cambios conformacionales o arreglos estructurales de
acuerdo a la naturaleza de su estructura molecular (Pérez y col., 2006a).

Ademés, ambos biopolimeros también pueden cambiar su conformacion, luego de
la adsorcion, en respuesta a las condiciones del medio como pH, fuerza idnica,
temperatura y composicion de la subfase acuosa (Damodaran, 1996;
McClements, 1999). La velocidad a la que la conformacién de una macromolécula
cambia en la interfase depende de su estructura molecular: las moléculas mas
flexibles pueden alterar rapidamente su conformacion, mientras que las moléculas
mas rigidas cambian més lentamente (Dickinson, 1992).

Como se dijo anteriormente, es muy importante conocer la velocidad a la que
ocurre el proceso de adsorcion en la interfase. La velocidad de adsorcion
depende de las caracteristicas moleculares de la sustancia tensioactiva (tamafio,
conformacion e interacciones), la naturaleza de la fase continua y de las
condiciones del proceso, tales como temperatura, método de formacién de la
dispersion, etc. Dicha velocidad debe ser suficientemente rapida como para que
las moléculas puedan adsorberse sobre la interfase de burbujas o gotas creadas
durante la formacion de la espuma o emulsion.

En resumen, las caracteristicas mas importantes que debe reunir una sustancia
tensioactiva son: (i) la capacidad para reducir la tension interfacial y la tasa de
reduccién, (ii) el grado de adsorcibn en la interfase, (i) su capacidad de
desorcion, (iv) la posibilidad de cambiar su conformacién durante y después de la

adsorcion, (v) el espesor de la monocapa adsorbida y su resistencia, y (vi) las
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interacciones entre las moléculas adsorbidas (Bos y Van Vliet, 2001; Dickinson y
McClements, 1995; Kim y Kinsella, 1985; Walstra, 1996)

““ Avans @-»Wféfa

i) (ii) (iii)
Figura 1.21. Conformacién de moléculas tensioactivas en interfaisesagua: (i): tensioactivos de
bajo peso molecular, (ii): biopolimeros flexibles vy (iilJacnomoléculas.
Adaptado de Bos y Van Vliet (2001).

La adsorcion de una macromolécula es el resultado neto de varias interacciones
entre si mismas y con los componentes del sistema, que incluye la interfase (gas,
liquida o sodlida), las moléculas del disolvente (agua) y cualquier otro soluto. El
origen de estas interacciones incluye a las fuerzas de London, de van der Waals
(fuerzas de dispersion, orientacién e induccion), fuerzas acido-base de Lewis
(incluyendo las uniones puente hidrogeno), las fuerzas electrostaticas, los efectos
estéricos, tales como el efecto hidrofdbico y las restricciones de empaquetamiento
interno (estéricas y exclusién de volumen) (McClements, 2005). Es decir, todas
las interacciones intermoleculares (macromolecula-macromolecula;
macromolecula-interfase; disolvente-disolvente; disolvente-interfase) son de
importancia para la adsorcion de la proteina (Haynes y Norde, 1994; Norde y
Lyklema, 1991).

La evidencia experimental y los modelados tedricos indican que soélo una fraccion
de los segmentos de una macromolécula de polimero adsorbida esta en contacto
directo con la interfase.

Como se muestra en la Figura 1.22, la configuracion de una macromolécula
adsorbida en la interfase aire-agua se puede dividir en tres diferentes tipos
(Dickinson, 1992):

(i) Fila (train): se refiere a los segmentos de la macromolécula que estdn en
contacto directo con la interfase.

(ii) Lazo (loop): hace referencia a los segmentos de la macromolécula que estan

suspendidos en el seno de la fase.
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(i) Cola (tail): refiere a los segmentos terminales de la macromolécula.
Frecuentemente estos segmentos estdn inmersos en la fase acuosa, debido a

que suelen ser grupos cargados segun el pH del medio.

Lazos Fila
l Cola

/ Aire
Agua

Figura 1.22. Representacion esquematica de las diferentes camfmnes de una macromolécula

en la interfase aire-agua. Adaptado de Dickinson (1992

El hecho de que las macromoléculas adquieran una u otra conformacion en la
interfase depende de la flexibilidad de la cadena y de su afinidad con el medio
(Kim, 1985).

Una diferencia importante entre la adsorcidon de una macromolécula y de un
surfactante de bajo peso molecular, es que el primero sélo tiene entre 30-40 % del
area superficial disponible ocupada por segmentos en fila, en comparacion con
cerca de un 100 % para la monocapa de surfactante de bajo peso molecular
(Figura 1.21i).

En un sistema acuoso no agitado, inicialmente, la macromolécula se hidratada
difundiendo répidamente a la interfase y el proceso de adsorcion esta controlado
por la difusion, dependiendo la velocidad de difusién del tamafio y la forma
molecular y de la posibilidad de que la macromolécula se adsorba al colisionar
con la interfase (dependiente de la hidrofobicidad y del impedimento
electrostético) (Tornberg, 1978b).

La superficie de la pelicula se encuentra en continua formacion, y para cubrir el
area méxima, las moléculas que arriban a la interfase se despliegan parcialmente.
El grado de desplegamiento durante la adsorcion depende de numerosos
factores: la estabilidad conformacional y la flexibilidad de la macromolécula, la
concentracion de la solucién, el tipo de interfase, etc. (Dickinson, 1992; Wilde y
Clark, 1996).
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El 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 formaciébn o destruccibn de una estructura tridimensional
(Lucassen-Reynders, 1993).

Cuando la concentracion de la macromolécula adsorbida aumenta, se genera una
barrera electrostatica sobre el lado acuoso de la superficie debido a la orientacion
preferencial de los grupos cargados hacia la fase acuosa polar. Entonces, las
macromoléculas requieren una energia cinética adecuada para superar dicha
barrera electrostética (que involucra fuerzas repulsivas, impedimentos estéricos y
osmoticos) y también para comprimir las moléculas adsorbidas en la interfase.
En esta etapa del proceso, la velocidad esta determinada por la capacidad de las
macromoléculas para penetrar en la interfase y reacomodarse, creando espacio
en la pelicula preexistente. Una vez adsorbidas en la interfase, las
macromoléculas interactian en la misma, para lograr un estado de menor energia
libre (Phillips y col., 1994b). Con el aumento de la cantidad de macromoléculas
adsorbidas, el reordenamiento de las moléculas en forma extendida disminuye y
la pelicula cambia de estado expandido a comprimido (Kinsella y Phillips, 1989).
En conclusion, se puede decir que las macromoléculas (proteinas o polisacaridos)
tienen gran potencial como sustancias tensioactivas.

Las proteinas, a diferencia de los tensioactivos de bajo peso molecular como
mono o diglicéridos o fosfolipidos, poseen flexibilidad molecular y capacidad de
alterar su conformacion para reorientarse y asociarse en la interfase(Phillips y
col., 1994b). Ademés de reducir la tensién interfacial, pueden formar una pelicula
continua sobre la interfase por medio de complejas interacciones
intermoleculares, confiriéndole una estructura deseable a la interfase. El
desarrollo de esta pelicula interfacial, con elevada resistencia mecéanica, puede no
ser factible en el caso de tensioactivos de bajo peso molecular debido a que las
interacciones intermoleculares son mas deébiles (Rodriguez Patino y col., 2002).
Por lo general los polisacéridos debido a su caracter altamente hidrofilico no son
activos en las interfases. Un grupo de polisacaridos con actividad interfacial son
los ésteres del &cido alginico, alginato de propilenglicol (PGA) que son producidos
con una gama de viscosidades y grados de esterificacion. Al aumentar el grado de

esterificacion se reduce el caracter hidréfilico de la molécula lo cual le imparte
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propiedades interfaciales (Baeza y col., 2004b). Como ya se menciond, la HPMC
es un derivado de la celulosa que tiene sustituyentes metilos e hidroxipropilos en
la estructura principal de anhidroglucosa, los cuales le confieren la capacidad para
reducir la tension superficial (surfactante) (Pérez y col., 2006a).

Por dltimo, cabe destacar que existen diferentes factores (intrinsecos y
extrinsecos) que afectan las propiedades interfaciales tanto de las proteinas como
de los polisacéridos, por lo tanto, se deben tener en cuenta al momento de elegir
un biopolimero como agente tensioactivo. Entre los factores intrinsecos se
encuentran: la composiciéon de aminoé&cidos, la relacion de aminoacidos no
polares y polares, la distribucion de grupos hidrofébicos e hidrofilicos, la
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, la presencia de uniones disulfuro y
grupos tioles libres y el tamafio, forma y flexibilidad molecular. Entre los
extrinsecos se pueden nombrar: el pH y la fuerza ionica del medio, la
concentracion de proteina, el tiempo y la temperatura a la que se expone la

proteina en la interfase y la aplicacion de energia mecéanica (Baeza, 2003).

1.5.3.2. Propiedades reoldgicas de las peliculas interfaciales.

El conocimiento de la reologia interfacial de las peliculas es importante en
relacion a la estabilizacion de espumas y emulsiones (Halling, 1981; Neurath y
Bull, 1938). Las propiedades viscoelasticas de la interfase han sido
correlacionadas con la funcionalidad de espumas y emulsiones (Halling, 1981; Kim
y Kinsella, 1985; Nakai y Li-Chan, 1993; Phillips, 1981). Rodriguez-Patino y
col.(2002) afirman que la estructura de la pelicula, que es una consecuencia de la
existencia de interacciones entre las moléculas que la componen, determina las
propiedades reoldgicas de la misma. Es decir, que las caracteristicas reoldgicas
superficiales son muy sensibles a la existencia de esas interacciones entre las
moléculas presentes en la interfase y entre las moléculas de la interfase y las de
la subfase (Murray, 2002; Rodriguez Nifio, 1996).

Las propiedades reol6gicas que se pueden determinar en una pelicula son
diferentes dependiendo de la deformacion a que se ha sometido. Debe
especificarse qué clase de tensién fue aplicada en las mediciones

(Lucassen-Reynders, 1993): (i) de cizalla, se somete a la pelicula a esfuerzos que
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originan cambios en su forma; o (ii) dilatacionales, se somete a la pelicula a
compresiones y expansiones que modifican su érea.

En el primer caso, se refleja la atraccion neta entre las macromoléculas en la
pelicula interfacial, y entre estas y las capas de liquido adyacentes. Es la fuerza
requerida para desplazar y mover las macromoléculas de un punto a otro
(Martinez, 2007). Esta viscosidad superficial o resistencia a los esfuerzos de corte
o de cizalla de la superficie de la pelicula refleja la resistencia mecénica de la
misma y es un parametro importante relacionado con la estabilidad de espumas y
emulsiones.

Las propiedades reoldgicas que se obtienen a partir del segundo tipo de
deformacion poseen gran relevancia en los fendmenos de emulsificacion y
espumado, de acuerdo con la rapida expansion de la superficie durante dichas
operaciones (Murray, 2002; Rodriguez Patino y col., 2002). En las experiencias de
reologia interfacial dilatacional, se aplica una deformacion sinusoidal del &rea que
ocupa la pelicula y se mide la variacion sinusoidal resultante en la tension
superficial. La deformacion aplicada esta caracterizada por una amplitud méaxima
y una frecuencia de oscilacion. La respuesta sinusoidal de la presion superficial
derivada presenta la misma frecuencia que la deformacion aplicada, pero estara o
no en fase con ésta dependiendo de las caracteristicas viscoelasticas de la
pelicula.

La elasticidad y la viscosidad de dilatacion se pueden combinar en un Unico
parametro, el modulo viscoelastico superficial de la pelicula (E) que vincula la
variacion de la presion superficial con los cambios del &rea superficial (A)
(E = -dn/d(InA)) (Kim y Kinsella, 1985).

Finalmente, numerosas metodologias se han desarrollado para estudiar las
propiedades interfaciales.

La tensioén superficial se puede determinar por el método del volumen de las gotas
(estalagmdémetro de Traube), por caracterizacion de la forma y del tamafio de la
gota (método de Sessile) y por distintos métodos dindmicos como el anillo de Du
Noly-Padday (Padday, 1974), método de la gota pendiente (Tornberg, 1978a),
tensiolaminometro de la placa de Wilhelmy (German y col., 1985; Graham y
Phillips, 1979). En los ultimos afios se desarrollaron metodologias mas modernas
como las balanzas para peliculas tipo Langmuir donde se pueden estudiar

procesos de relajacion y dilatacién por aplicacion de ciclos de comprension y
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expansion, por medio de mediciones dindmicas de presion superficial y area
interfacial (Rodriguez Nifio y col., 1999). También se puede determinar la tension
superficial sometiendo a oscilaciones con determinada frecuencia a gotas
ubicadas en el interior de un capilar o midiendo la amplitud y frecuencia de ondas
generadas en un capilar lleno de liquido (McClements, 1999).

Las propiedades de flujo de las peliculas superficiales (umbral de fluencia,
viscosidades, comportamiento no-newtoniano) se pueden determinar mediante un
viscosimetro de traccion viscosa de un canal (Mannheimer y Schechter, 1970),
viscosimetros de anillo (Blank, 1969; Blank y Britten, 1970), péndulo rotatorio
(Miller y col., 1998), o cilindros de sobreflujo (Prins, 1999).

Es posible realizar estudios morfolégicos con microscopia del angulo de Brewster
(Rodriguez Nifio y col., 1999), microscopia electronica de peliculas liquidas
suspendidas en aire con andlisis de imagenes (Clark y col., 1994; Miller y col.,
1998) y microscopia de fuerza atomica (AFM) por medio de la cual se observan
las redes interfaciales (Gunning y col., 1996). Las interacciones coloidales que
involucran biopolimeros adsorbidos en la interfase ocurren en general a distancias
de nanémetros y son una combinacion de fuerzas de Van der Waals,
electrostéticas y de interacciones entropicas y estéricas. La técnica de medicion
de fuerzas superficiales permite la determinacion de las magnitudes de las
fuerzas moleculares entre dos peliculas superficiales, resultando una técnica (util
para determinar bases fundamentales de la funcionalidad y el comportamiento de

proteinas (Leckband y Israelachvili, 1993; Tsarkova y col., 2004).

1.5.3.3. Propiedades interfaciales de mezclas de proteinas y polisacaridos.

Las interacciones entre proteinas y polisacaridos en interfases son de gran
importancia para la formacion y la estabilidad de espumas y emulsiones, asi como
para el disefio de peliculas interfaciales con propiedades especificas.

En los ultimos afios se ha abordado el estudio de las propiedades interfaciales
aire-agua de proteinas del suero lacteo y otras proteinas en presencia de
polisacaridos con y sin actividad interfacial (Baeza y col., 2004a; 2005; 2006;
Pérez y col., 2008; 2007) y su relacion con la estabilidad de las espumas en
condiciones donde pueden existir fendomenos de volumenes de exclusion en el

seno de la fase (pH 7, concentracion de proteina 2% maximo, concentracion de
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polisacarido 0,5% méaximo). Los estudios interfaciales realizados permitieron
determinar la existencia de fendmenos competitivos o cooperativos entre los
biopolimeros a nivel de las peliculas interfaciales y mostraron que aun los
polisacaridos sin actividad interfacial tienen efecto a nivel de la interfase proteica,
contribuyendo a la estabilizacién de espumas mas alla de su caracter espesante.
Como se menciono anteriormente, un grupo de polisacaridos con actividad
interfacial son los ésteres del acido alginico, alginato de propilenglicol (PGA) que
son producidos con una gama de viscosidades y grados de esterificacion. Su
capacidad para reducir la tension superficial, asi como para aumentar la
viscosidad los convierte en agentes estabilizadores y espumantes. También ya se
ha se mencionado que la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) tiene posee
caracteristicas surfactantes (seccién 1.3).

Debido al caréacter tensioactivo, estos polisacéridos pueden competir con las
proteinas por las interfases. Se han estudiado las propiedades dindmicas y de
equilibrio de las siguientes varias mezclas  proteina/polisacarido
(B-1g/PGA; caseinomacropeptido (GMP)/PGA; WPC/ HPMC con el objetivo de
comprender cémo las caracteristicas de cada componente y su capacidad
formadora de pelicula impacta en las propiedades de las peliculas mixtas (Baeza
y col., 2004a; 2005; 2006; Ganzevles y col., 2006; Pérez y col., 2008; 2007)

La evolucion de la presion superficial (1) asi como de las propiedades reoldgicas
de la pelicula interfacial de los componentes solos y de las mezclas se estudiaron
en un tensiometro de gota a 20C y a pH 7. Dichos estudios se realizaron en
concentraciones de proteina y polisacarido en el seno de la fase que permiten la
saturacion de la interfase (concentracion de proteina y polisacarido 1-2 %). Este
pH no promueve el complejamiento electrostatico entre proteinas y polisacaridos y
los sistemas presentan una incompatibilidad limitada (no hay separacion
macroscoépica de fases predominando el fenédmeno de volimenes de exclusion).
La presion superficial con el tiempo para mezclas de HPMC con WPC, mostr6 una
conducta competitiva, dominado por HPMC a causa de su actividad superficial
excepcionalmente alta. La componente elastica del médulo dilatacional (Eg) de las
peliculas mixtas en tiempos cortos de adsorcion fue dominado por el componente
que se adsorbe més rapidamente (HPMC). En tiempos largos de adsorcion, E4 fue
dominado por el componente con el mayor Ed (WPC) (Pérez y col., 2008; 2007).

La presion superficial con el tiempo para mezclas de un polisacarido con poca
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actividad superficial como el PGA con proteinas como B-Ig o GMP, fue dominado
por B-lg, pero mostré un valor intermedio a los componentes cuando la proteina
fue GMP, aunque el GMP es mucho mas activo superficialmente que B-lg. Esta
ultima también determind las propiedades elasticas de la pelicula mixta porque
formo peliculas con mejores propiedades de superficie que PGA. En la mezcla de
GMP/PGA, donde ambos componentes tuvieron un E4 semejante, se observé que
la viscoelasticidad relativa de la pelicula mixta (tan &) fue mas baja que la de los
componentes solos indicando un efecto antagénico (Baeza y col., 2004a; 2005;
2006; 2007).

Por lo tanto, durante la adsorcion competitiva entre polisacaridos y proteinas del
lactosuero en concentraciones altas en el seno de la fase, la presion superficial es
dominada por el componente que exhibe mayor actividad superficial si este
componente también forma peliculas con un mdédulo de elasticidad alto. La
reologia de la pelicula superficial estaria dominada principalmente por el
componente que puede formar las peliculas mas viscoelasticas, pero
interacciones antagonicas en la superficie pueden alterar esta conducta. El mismo
comportamiento se ha observado durante la adsorciébn competitiva en la interfase
agua/aceite (Camino, 2010).

Los polisacaridos sin actividad interfacial como la goma xantica o
el A-carragenano tienen una enorme influencia en la interfase aun sin penetrar en
la misma, debido a un posible complejamiento sobre la proteina en la monocapa y
a fenédmenos de limitada incompatibilidad tanto en el seno de la solucién como en
la interfase. La mezcla B-lg/goma xantica presenté un efecto sinérgico en la
presion superficial (Baeza y col., 2004a; 2005)

El efecto de los polisacaridos en las propiedades interfaciales de una proteina es
complejo por lo cual no se puede predecir en forma simple el comportamiento de
mezclas de proteinas y polisacaridos debido a la coexistencia de diferentes
fendmenos (Pilosof y col., 2009).

Dichos fendmenos se describen a continuacion, y se muestran esquematicamente

en la Figura 1.23,

i) Incompatibilidad entre biopolimeros tanto a nivel de la subfase como de la
interfase que promueven una segregacion de ambos biopolimeros y un

aumento de la concentraciéon efectiva.
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i) Fenbmenos competitivos o cooperativos que predominan de acuerdo a la
concentracion de cada componente en la subfase.

iii) Interacciones especificas de complejamiento a través de ciertas regiones de la
molécula del polisacarido y de la proteina que ocurren ain cuando las
condiciones de pH no favorezcan la ocurrencia de atracciones electrostaticas

netas (pH por encima del isoeléctrico).

: Fenomenos
Protina F) ypoiecrid (9 W " cooperativos

en el seno de la fase liquida

L

Adsorcidn
competitiva

Figura 1.23.Representacion esquematica de los diferentes mecanimnteraccion entre

proteinas y polisacaridos en la interfase aire-agugptAda de Pilosof y col. (2009).
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2.1. Introduccion.

Las proteinas y polisacéridos son los biopolimeros tipicos presentes en los
alimentos y productos farmacéuticos (Roos y Karel, 1991). El secado es el
método ma&s comun para la estabilizacion de dichos productos. Por lo tanto,
estos biopolimeros se presentan con frecuencia en un estado amorfo vitreo
(estado de no-equilibrio termodinamico). Asi, con el tiempo y los cambios de
temperatura y humedad podran sufrir alteraciones de sus propiedades
fisicoguimicas.

Mezclas amorfas vitreas de proteina y polisacarido pueden producirse a partir
de soluciones acuosas de estos biopolimeros por secado spray o por
liofilizacion. Generalmente, estas soluciones mixtas no son
termodindmicamente estables, si el pH es mayor al punto isoeléctrico (pl) de la
proteina; por lo tanto, luego de la preparacion, suelen separarse en dos fases
debido a un fendmeno de incompatibilidad termodinamica.

Esta segregacion previa al secado puede influir en las propiedades de la
mezcla deshidratada. Dicho fendmeno de segregacion es el resultado de
barreras entalpicas y entropicas causadas por el tamafio y la incompatibilidad
quimica de los diferentes biopolimeros (Icoz y col., 2005). Por encima del pl de
la proteina la incompatibilidad termodinamica entre proteinas y polisacéridos se
da generalmente a causa de la repulsion electrostatica y la diferencia de
afinidad hacia el agua de cada uno de los biopolimeros. Entonces, en estas
condiciones, cuando se alcanza una concentracion critica de biopolimeros se
produce la separacion de fases a nivel macroscopico.

Por otra parte, las propiedades de las fases separadas quedan determinadas
por su composicion, por la morfologia de los micro-dominios biopoliméricos
dentro de dichas fases segregadas, y por el efecto de la energia libre de
superficie de la interfase.

Existen varias técnicas para caracterizar la microestructura de las fases
separadas, incluidas algunas técnicas de microscopia. Tromp y col. (2001)
demostraron que la microscopia laser de barrido confocal (CSLM, Confocal
Scanning Laser Microscopy) es una técnica muy potente para caracterizar la

morfologia de las fases separadas de mezclas biopoliméricas.
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La transicion vitrea es una caracteristica de los materiales en estado amorfo
y/o gomoso, que controla su procesabilidad, propiedades y estabilidad.

Como se menciond en la seccién “Introduccion”, la transicion vitrea es una
pseudotransicion termodinamica propia de los materiales amorfos vitreos. Asi,
la temperatura de transicion vitrea (Tg) se puede entender de forma bastante
simple como la temperatura en la que el material deja de ser vitreo, pasando al
estado amorfo gomoso.

Desde un punto de vista mas estricto, la Tg no tiene un valor Unico, sino que
ocurre en un rango de temperaturas que esta determinado por la
heterogeneidad del sistema (Bosma y col., 1988; Ferry, 1980). Dicha
heterogeneidad, en una mezcla deshidratada, esta determinada principalmente
por las propiedades fisicas de los polimeros que la componen, asi como las
interacciones entre ellos dadas en la mezcla acuosa, es decir, el
comportamiento de la separacion de fases.

El estudio de mezclas donde los biopolimeros resultan inmiscibles han revelado
con frecuencia, la existencia de dos Tgs: una correspondiente a cada
biopolimero (Kalichevsky y Blandshard, 1992; Zimeri y Kokini, 2003). En
contraste, en mezclas donde los polimeros son perfectamente compatibles
aparece una Unica Tg cuyo valor se encuentra entre los correspondientes a las
Tgs de los componentes individuales (Hale y Blair, 1997; Hartikainen y col.,
2004; Icoz y col., 2005).

Por lo tanto, la comprension de la relacion entre la separacion de fases de una
mezcla acuosa proteina/polisacérido y las propiedades térmicas de la mezcla
deshidratada, tiene una gran importancia para el desarrollo de alimentos vy

biomateriales con propiedades funcionales especificas.

2.2. Objetivo.

Relacionar el tipo de morfologia y grado de separacion de fases en mezclas
acuosas de proteina/polisacérido incompatibles, con las propiedades térmicas
de la mezcla correspondiente deshidratada. Como modelo se utiliz6 una
mezcla de un concentrado de proteinas de lactosuero e

hidroxipropilmetilcelulosa.
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2.3. Materiales y Métodos.

2.3.1. Materiales.

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).  Se utilizé una hidroxipropilmetilcelulosa
comercial denominada Methocell® E4M, gentimente donada por
Colorcon-Argentina, representantes argentinos de Dow Chemical Company.
Esta HPMC de calidad alimentaria fue usada sin purificacion posterior. Segun
el proveedor, este derivado celulésico tiene un 25 % de grupos metilo, un 10 %
de grupos hidroxipropilo, siendo el relacion metilo/hidroxipropilo, 2,8%; su peso
molecular es de 90 kDa; contenido de humedad, 1,6%. La viscosidad de una

solucion acuosa de este polimero al 2% p/v y a 20°C es de 5000 mPa.s.

Concentrado de proteinas del suero lacteo (WPC).  Se utilizé un concentrado
de uso comercial denominado, WPC80. Este producto en polvo fue provisto por
Milka Frank-Santa Fe, Argentina. De acuerdo con lo reportado por
Pérez y col. (2006), su composicion (% p/p) fue la siguiente: 78,9% de
proteinas totales, determinado por el método de Kjeldhal (Nx6,25) AOAC
(1995), lactosa 5%, grasa 6%, cenizas 4,3% y 5,6% de humedad.

Otros reactivos quimicos.  Se utilizaron en grado analitico.

2.3.2. Preparacion de soluciones madres y mezclas acuosas.

Se prepararon soluciones madres de WPC80 y E4M al 40% y 4% pl/p,
respectivamente. Ambas soluciones fueron preparadas en agua destilada.
Cada polvo se peso6 en una balanza analitica (VXI, Modelo 60/220, PCE Grupo
Ibérica S. L., Tobarra, Espafia). En el caso del WPC, el polvo fue dispersado en
agua destilada a temperatura ambiente (25°C), con agitacion durante 4 hs
(agitador magnético modelo C-MAG HS7, IKA®, Wilmington, NC, USA) para
permitir la completa disolucion del polvo. Después de la preparacion, esta
solucion se almaceno en heladera (4°C).

La solucibn de HPMC se prepar6 dispersando el polvo en agua destilada a

85 °C, con agitaciéon manual para permitir la disolucion completa del polvo.
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Luego, se enfrid la solucién a temperatura ambiente (25 °C) mediante bafio en
agua, y se agrego la masa de agua perdida por evaporacion. Por ultimo, esta
solucion se almacend en heladera a 4 °C por 24 hs para permitir que el
polisacarido alcance el maximo grado de hidratacion.

Antes de los experimentos, ambas soluciones madres fueron llevadas a
temperatura ambiente (25 °C) utilizando un bafio termostatico (modelo
MASSON I, Vicking SRL, Buenos Aires, Argentina).

En base al diagrama de fases para el sistema mixto WPC80/E4M (Pérez y col.,
2006) (Figura 2.1) se seleccionaron diferentes mezclas (condiciones de
mezclado ver seccion 3.3.3 Capitulo Ill), exhibiendo separacion o no de las
fases: WPC 12%/HPMC 2% y WPC 20%/HPMC 3% (por encima de la curva
binodal) y WPC 6%/HPMC 1% (por debajo de la curva binodal). Estos sistemas
se prepararon mezclando proporciones adecuadas de las soluciones madres
de WPC y HPMC, para obtener las concentraciones finales antes
mencionadas. El pH de las mezclas fue de 6 (medidor pH, modelo A920, Orion
Research Inc., Beverly, MA, USA), el cual fue posteriormente ajustado
solamente en la mezcla WPC 12%/HPMC 2%, a valores de pH 5 y 3 con una
solucion de HCI 0,1 M.

18 1

16 -
14 -

HPMC (%)

0 5 10 15 20 25
proteina (%)

Figura 2.1.Diagrama de fases para el sistema mixto WPC80/E4N@ 2 pH 7).
Adaptado de Pérez y col. (2006).
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2.3.3. Preparacion de las mezclas deshidratadas.

Los sistemas mixtos deshidratados en estado amorfo se obtuvieron por un
proceso de liofilizacion de 48 hs a temperatura y presién de operacion de -40
°C y 100 mmHg, respectivamente (liofilizador modelo Stokes 24 PV, American
Lyophilizer Inc.). Luego, las muestras se colocaron en una estufa de vacio a 70
°C durante 15 dias en presencia de CaCl, para eliminar cualquier residuo de
agua.

Soluciones de los componentes puros (WPC y E4M) a la concentracion
correspondiente, también se sometieron al mismo proceso para determinar la
Tg de cada biopolimero deshidratado.

Para obtener las mezclas deshidratadas con diferentes grados de separacion
de fases, cada mezcla bifasica fue congelada con nitrégeno liquido para
arrestar el fendbmeno de segregacion en forma inmediata, antes del proceso de
liofilizacion. Para las mezclas WPC 12 %/HPMC 2% y WPC 20 %/HPMC 3% la
separacion de fases fue detenida a tres tiempos diferentes: (i) inmediatamente
después de la mezcla de los biopolimeros, (i) 30 minutos después de la
mezcla, y (iii) después de la centrifugacion (ver condiciones en seccion 3.3.4

Capitulo IIl),, es decir, cuando se alcanzo6 la separacion total de las dos fases.

2.3.4. Cinética de la separacion de fases de las mezclas acuosas.

En mezclas acuosas de WPC 20%/HPMC 3% a pH 6,5y WPC 12 %/HPMC 2%
a pH 5y 6, se determiné la cinética de separacion de fases a temperatura
ambiente (25 °C), colocando 10 ml del sistema mixto en un tubo graduado y
midiendo el aumento del volumen de la fase inferior (rica en WPC) en funcion
del tiempo.

Finalmente, se registré el méximo volumen alcanzado por la fase inferior (Vmax),
y se determind el grado de separacion de fases como la relacion
(Ve/ Vmax).100, donde Vg es el volumen de la fase inferior a un determinado

tiempo de separacion de fases.
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2.3.5. Calorimetria diferencial de barrido (DSC, Differential Scanning

Calorimetry).

Para el andlisis térmico se utiliz6 un calorimetro diferencial de barrido
modelo DSC 822 de METTLER-Toledo equipado con el software de andlisis
STARe version 6.1.

El instrumento se calibré con indio y zinc. Cada muestra se calentd6 a una
velocidad de 10 °C/min, desde una temperatura inicial de 5 °C hasta una
temperatura final de 220 °C.

Luego, se enfri6 la muestra con la misma velocidad llevandola hasta la
temperatura inicial, para comenzar con un segundo barrido de calentamiento.
Este procedimiento tiene como objeto eliminar diferencias entre las muestras
debidas al tratamiento para obtener los materiales deshidratados, es decir,
eliminar su “historia térmica”.

La temperatura de transicion vitrea se registré como el punto medio de las
discontinuidades en la curva de flujo de calor (®) en funcién de la temperatura
(T). La temperatura de “onset” y “enset” corresponden a las temperaturas
donde comienza y finaliza, respectivamente, dicha discontinuidad en el flujo de

calor (Figura 2.2).

T

endsset

Flujo exotérmico de calor

Temperatura >

Figura 2.2. Esquema del flujo de calor en funcién de la tempeashtenido en un barrido de
DSC. Se visualiza como se determinan las temperaturamset™, “enset” y de trasicion vitrea,

en el pasaje de la muestra del estado “vitreo” al “gomoso”
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Los experimentos se realizaron al menos por duplicado en capsulas de
aluminio con una capacidad de 40 pl (Mettler-Toledo), las cuales se cargaron
con una masa de 10 a 15 mg de muestra seca.

El procedimiento de carga de las capsulas se realiz6 con una electro-balanza
modelo AG245 de Mettler-Toledo (precision, £ 0,01 mg). Como referencia

térmica se utilizé una capsula vacia.

2.3.6. Microscopia laser de barrido confocal (CSLM, Confoca | Scanning

Laser Microscopy).

La técnica de microscopia confocal (CSLM) es una potente técnica que
proporciona informacion extremadamente valiosa sobre la microestructura de
los materiales alimenticios (Blonk y Aalst, 1993; Brooker, 1995; Smart y col.,
1995; Vodovotz y col., 1996). Las imagenes proporcionadas por esta técnica
resultan mucho mas clarificadoras que las obtenidas por microscopia Optica
convencional. Sin embargo, la mayor ventaja de esta técnica es que no es
invasiva y permite la generacioén de imagenes tridimensionales de la estructura
de los materiales.

La técnica consiste en centrar uno o varios haces de luz laser (de diferentes
longitudes de onda) en un punto particular del sistema analizado, excitando uno
0 mas componentes de la muestra, mientras que los detectores miden la
intensidad de la luz emitida por dichos componentes. De esta manera, se van
generando imagenes bidimensionales al realizar mediciones en diferentes
puntos de un plano x-y, y luego se combinan las mediciones de cada punto
(barrido horizontal). Esto puede realizarse de dos maneras, o bien moviendo la
muestra y manteniendo el l4ser estacionario, o bien moviendo dicho laser y
manteniendo la muestra estacionaria (método mas utilizado). Luego, las
imagenes tridimensionales se obtienen combinando distintas imagenes
bidimensionales x-y, obtenidas al centrar el haz laser a diferentes
profundidades en la muestra (Figura 2.3).

Para la observacion de la microestructura de sistemas con varios componentes
puede aprovecharse la fluorescencia intrinseca de determinados materiales, o

bien wusar marcadores fluorescentes que se unen selectivamente a
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componentes especificos (por ejemplo, proteinas, lipidos, o polisacéaridos)
(Haugland, 1992).

Detector )
Laser

planos x-y

i
i
\

p / —

B
'

[ / ‘l' v ,::
» /-

Figura 2.3.Esquema de la técnica de microscopia confocal (CSad#ptado de

NANNN

Haugland (1992).Un haz de laser escanea la muestra derplano x-y particular. Mediante la

combinacidn de sucesivos planos x-y, es posible creamuagen tridimensional.

En este trabajo, mediante esta técnica de microscopia, se obtuvieron imagenes
de las fases separadas en mezclas acuosas de WPC/HPMC, con un equipo de
microscopia confocal modelo Olympus FV300 CLSM (microscopio vertical
modelo Olympus BX61; fuente Ar/HeNe de luz laser de foton). Se utilizaron los
objetivos Olympus UplanFl 10X/0.3NA/medio seco y UplanFl 10X/0.5NA/medio
seco.

Previamente al andlisis microscoépico, la proteina en la muestra se marco en
forma no-covalente con una solucion al 10% del fluoréforo rodamina B (longitud
de onda excitacién y de emision, 560 y 625 nm, respectivamente). Las
imagenes digitales se almacenaron en archivos con formato multi.tif, a
resoluciones de 1024x1024 y 512x512 pixeles.

2.3.7. Anélisis estadistico.

Los datos de temperatura de transicion vitrea obtenidos para los distintos
replicados se promediaron e informaron como una media y un desvié estandar.
Para la determinacién de estos parametros estadisticos se utilizd el software

Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond, Washington, USA).
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2.4 Resultados y discusion.

2.4.1 Separacion de fases en mezclas acuosas y tempera tura de
transicion vitrea (Tg) de los sistemas deshidratados.
2.4.1.1. Tg de cada biopolimero deshidratado.

Las curvas DSC (termogramas) para cada biopolimero individual deshidratado

se muestran en la Figura 2.4 a-b.
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Figura 2.4. Termogramas obtenidos por DSC de los biopolimerasichdiles, WPC (a) y
HPMC (b). Las flechas indican la Tg. (“exo indicaehtido exotérmico del flujo calérico).
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Puede verse el cambio endotérmico en el flujo cal6rico que ocurre a la Tg, lo
que indica el paso del estado amorfo vitreo al estado gomoso del material.

Las Tgs determinadas por el andlisis térmico figuran en el Tabla 2.1. El valor de
Tg para la E4M deshidratada fue de aproximadamente 168 -C, el cual esta en
el orden de valores (162 a 168 °C) previamente reportados en literatura para
esta HPMC en estado anhidro (Cilurzo y col., 2002; McPhillips y col., 1999).
Con respecto al WPC deshidratado, presentd un valor aproximado de Tg de
85°C (Tabla 2.1). Burin y col. (2000) determinaron valores de Tg entre 80 y 85
°C para polvos deshidratados de lactosuero. Jouppila y Roos (1994) y Karmas
y col. (1992), reportaron valores de Tg para leche descremada y sistemas
formulados en base a lactosa, respectivamente, que estan dentro del mismo
orden mencionado. La similitud entre los valores de Tg para el suero lacteo y
los sistemas formulados con lactosa sugiere que es este disacarido el que rige
la transicion vitrea de los sistemas lacto séricos, o bien que la lactosa y las
proteinas lactoséricas pueden existir en diferentes fases, siendo detectable por

DSC la fase rica en lactosa (Jouppila y Roos, 1994).

Tabla 2.1.Valores de Tg experimentales determinados para el YWPREMC.

Biopolimero Tge (°C)
HPMC (anhidro) 167,707
WPC (anhidro) 848+15

Tge: valor experimental de temperatura de transicion vitrea.

2.4.1.2. Tg de mezclas deshidratadas obtenidas a partir de mezclas

acuosas sin separacion de fases.

La Figura 2.5 a-b muestra las curvas de DSC correspondientes a las
mezclas deshidratadas, WPC 6%/HPMC1% a pH 6 y WPC 12%/HPMC 2% a
pH 3, respectivamente. En ambos casos se obtuvo una sola Tg. Esto era de
esperar ya que ninguna de estas mezclas acuosas mostrdé una separacion de

fases macroscépica (Figura 2.6 a-b).
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Figura 2.5.Curvas de DSC para mezclas deshidratadas obtenidbsfifigaciéon de mezclas
sin separacion de fases. (a) WPC 6%/HPMC 1% a pH 8YRLC 12%/HPMC 2% a pH 3.
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Figura 2.6.Visualizacion de mezclas WPC/HPMC sin separacion de fasesidas
inmediatamente después del proceso de mezclad@VR@&)6 %/HPMC 1% a pH 6; (b) WPC
12%/HPMC 2% a pH 3 (aumento: ojo desnudo).

Varios modelos matematicos han sido desarrollados para relacionar la
dependencia de la Tg de una mezcla polimérica termodinamicamente
compatible, con su composicién. Una de las ecuaciones mas utilizadas es la

desarrollada por Couchman y Karasz (C-K):

Te = W, Tg, +(ACp,/ACp, )W,;Tg, ®
W) + (ACpy/ACP) )W,

donde Tg es la temperatura de transicion vitrea de la mezcla, Tg:
y Tg. son las temperaturas de transicion vitrea de los polimeros individuales,
W; y W, son las fracciones en peso de cada uno de los polimeros,
y finalmente, ACp; y ACp, corresponden a los cambios en la capacidad
calorifica que ocurren durante la transicion vitrea de cada polimero
(Couchman y Karasz, 1978).

Los valores ACp para cada polimero individual, asi como también las Tgs
experimentales y predichas mediante la ecuacion C-K para las mezclas
deshidratadas provenientes de soluciones acuosas binarias compatibles, se

resumen en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Temperatura de transicion vitrea determinada paraitgsolimeros individuales
anhidros y sus mezclas deshidratadas obtenidasta @arsistemas acuosos binarios sin

separacion de fases.

Muestra 1ge (°C) ACp (Jig°K)  Tgex(°C)
HPMC (anhidro) 167,707 025+001
WPC (anhidro) B4B8+15 1,02 +0,02
WPC/HPMC 6/1 pH 6 (anhidro) 824+15 875
WPC/HPMC 1272 pH 3 (anhudro) 117312 875

Tge: valor experimental de temperatura de transicion vitrea.

Tgc.k: temperatura de transicidn vitrea predicho mediangedacion Couchman y Karasz (1).

Puede observarse que los valores de Tg para las mezclas deshidratadas
WPC 6%/HPMC 1% a pH 6, y WPC 12%/HPMC 2% a pH 3, fueron de
82,4 y 117,3 °C, respectivamente. Por otra parte, también puede observase
que el valor de Tg estimado con la ecuacién de Couchman Karasz fue 87.5 °C,
para ambos sistemas. Por lo tanto la mezcla deshidratada WPC 6%/HPMC 1%
de pH 6, muestra que el valor de Tg experimental y el estimado se encuentran
en el mismo orden (82,4 y 87,5 °C), lo cual era de esperarse dado que este
sistema anhidro deriva de una mezcla acuosa homogénea.

En el caso de la mezcla deshidratada WPC 12 %/HPMC 2% a pH 3 puede
observarse que existe una gran desviacion entre el valor experimental y el
predicho de Tg (117,3 y 87,5 °C, respectivamente). Sin embargo, en un sistema
bipolimérico deshidratado, la amplitud de la regién del termograma donde
ocurre la transicion vitrea, definida como la diferencia entre las temperaturas de
onset y endset (comienzo y fin de la alteracion de la linea de base del flujo
caldrico, respectivamente), resulta proporcional a la compatibilidad de los
polimeros en solucion.

Song y col. (1996), con base empirica, sugirieron la siguiente relacién
aproximada para la amplitud de la transicion vitrea:

ﬁTgp"*-" Wl ﬂTg] + W2

ATg; &
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donde W; y W, son las fracciones en peso de los polimeros 1 y 2,
respectivamente, mientras que ATg; y ATg, corresponden a las amplitudes de
la region de transicion vitrea de dichos polimeros 1y 2. Estos mismos autores
también propusieron una cuantificacién de la desviacion (8Tg) entre la amplitud
de transicion vitrea obtenida experimentalmente, y la estimada con la ecuacion

2. Larelacion es la siguiente:

oTg = ATg, - ATg, (3)

donde ATge corresponde al valor de amplitud de transicion vitrea
experimental, y ATg, es el valor estimado mediante la ecuacion (2). Un par de
polimeros compatibles tiene un valor de 8Tg cercano a cero, mientras que una
compatibilidad parcial da como resultado valores de 6Tg que van de 10 a 40 °C
aproximadamente (Song y col., 1996).

La Tabla 2.3 muestra valores de la desviacion 8Tg calculados para las mezclas
secas WPC 6%/HPMC 1% y WPC 12 %/HPMC 2% a pH 6 y 3,
respectivamente. Segun estos valores, puede verse claramente que en la
primera de dichas mezclas los biopolimeros resultan compatibles, mientras que

en la segunda existe una compatibilidad parcial entre ellos.

Tabla 2.3. Desviaciéon §Tg) para mezclas deshidratadas derivadas de soluciones binarias sin

separacion de fases macroscopica.

Muestra ATge (°C) ATgp (°C) oT1q (°C)
WPC/HPMC 6/1 pH 6 (anhidro) 75 74 1
WPC/HPMC 12/2 pH 3 (anhidro) 83 74 19

ATge es la diferencia entre los valores experimentalesié¢emperaturas de onset y endset
registrados por DSC durante la transicidn vitrea.
0Tg, ATg,: son los parametros de miscibilidad calculados utilizand® éauaciones

desarrolladas por Song y col. (1996).

Se sabe que mezclas de poliepiclorhidrina con polimetacrilato de metilo no son

compatibles, aunque una manipulacion en la separacion de las fases puede dar
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lugar a una estructura temporalmente homogénea resultado de un bloqueo
cinético (Shultz y Young, 1980).

Por otra parte, mezclas parcialmente compatibles de polimetacrilato de metilo y
poliestireno contienen dominios submicronicos heterogéneos, resultando las
propiedades del material, por ejemplo la temperatura transicion vitrea,
sensibles a dicha separacion de fases microscopica (Woo y Fan, 1999).

Por lo tanto, la compatibilidad parcial de la mezcla deshidratada
WPC 12 %/HPMC 2% de pH 3 podria resultar de una separacion de fases
microscoépica, dando lugar a un sistema pseudo-homogéneo, resultando en una
Unica fase aparente la cual muestra una sola Tg, pero que se desvia del valor

tedrico estimado por la ecuacion (2).

2.4.1.3. Tg de mezclas deshidratadas derivadas de mez clas acuosas con

separacion de fases: efecto del grado de separacion de fases

La separacion de fases de la mezcla acuosa WPC 12%/HPMC 2% de pH 6 se

arresto a tres tiempos diferentes:

i) Inmediatamente después del mezclado de los biopolimeros.

i) 30 minutos después de dicho proceso de mezcla.

iii) Luego de un proceso de centrifugacion, para lograr la separacion

completa de las dos fases.

Las curvas de DSC obtenidas para muestras deshidratadas en los casos i), ii) y
iif) se muestran en la Figura 2.7a-c, mientras que los correspondientes valores

de Tg obtenidos del analisis térmico se agrupan en la Tabla 2.4.
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Figura 2.7. Termogramas obtenidos por DSC para la mezcla detidr&/PC 12 %/E4AM 2%

a pH 6, cuando la separacién de fases del correggadiistema binario acuoso fue arrestada,
() inmediatamente después del mezclado de los biopasn(a), (i) 30 minutos después de

dicho proceso de mezcla (b), vy (iii) luego de la GRmacion (separacion completa de las

fases) (c). Las flechas indican la Tg. (“exo indikaentido exotérmico del flujo cal6rico).
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Tabla 2.4. Valores de Tg para mezclas deshidratadas WPC 12%/HE#@e pH 6 obtenidas

a partir de soluciones binarias con distintos gragasegaracion de fases.

Muestra tiempo (min) Tg (°C) Tock (°C)  VeiVimax (%)
0 914+138 0
WPCI/HPMC12/2
1136209 87.5 44

pH & (anhidro)

94,7 2.3
Centrifugado 100
183.2+1,0

Tgcx: valor de Tg estimado con la ecuacion Couchman-K#iasz

Ve/Vmax(%0): €s una medida del grado de separacion de fabsstitma acuoso bipolimérico.

Esta solucion binaria acuosa (WPC 12%/HPMC 2%; pH 6) presenté una
separacion de fases macroscopica (ojo desnudo) inmediatamente después del
proceso de mezcla, como puede observarse en la Figura 2.8. Sin embargo,
cuando esta fue deshidratada exhibi6 un Unico valor de Tg de 91,4 °C,
levemente desviado del valor estimado para este sistema mixto mediante la

ecuacion de Couchman y Karasz (87,5 °C).

Figura 2.8. Visualizacion de la mezcla WPC 12%/HPMC2% a pH 6. Puesierebrse la

separacion de fases inmediatamente luego del proceseztado (aumento: ojo desnudo).
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Ahora bien, cuando la separacion de fases de la mezcla acuosa se detuvo
30 minutos después del proceso de mezcla de los biopolimeros, el sistema
mixto deshidratado presentd también una sola Tg de 113,6 °C. Por otra parte,
como era esperable se observaron dos valores de Tg, 94,7 °C y 193,2 °C,
cuando la mezcla deshidratada provenia de una solucion binaria
completamente separada en dos fases. Sin embargo, estos valores resultaron
superiores a los correspondientes valores de Tg de los biopolimeros
deshidratados puros (Tabla 2.1).

En la Figura 2.1 se mostr6 el diagrama de fases para el sistema mixto
WPC/HPMC (Pérez y col.,, 2006). Segun este, la fase rica en proteina del
sistema acuoso bifasico WPC 12%/HPMC 2% contiene un 0,62 % de HPMC.
Por lo tanto, el aumento en el valor de Tg de esta fase deshidratada (94,7 °C)
con respecto al valor del WPC puro anhidro (84,8 °C), puede explicarse por
esta cantidad remanente de HPMC.

En cuanto a la fase rica en HPMC en la mezcla deshidratada, uno podria
plantear la ocurrencia de un fraccionamiento molar de la HPMC durante la
separacion de fases debido a su alto grado de polidispersidad. Suele ocurrir
que los polimeros derivados de la celulosa no presentan un Unico peso
molecular sino un rango o peso molecular promedio (es decir son polidispersos
con respecto a su masa molar). Ademas, cabe destacar que todos los éteres
celulésicos de la linea METHOCEL® presentan un rango altamente
heterogéneo en la naturaleza y longitud de su cadena carbonada, debido a que
durante el proceso de manufactura de los mismos se produce un distribucion
estocastica de la sustitucion y secuencia de los isémeros (Keary, 2001).

Por lo tanto, esta caracteristica de polidispersidad de la HPMC daria lugar a un
fraccionamiento molar durante la separacion de fases, resultando en una
distribucion asimétrica de las distintas fracciones molares del polisacarido en
las dos fases coexistentes. Este fendmeno ya ha sido observado en mezclas
de maltodextrina y agarosa por Loret y col. (2005), quienes demostraron que la
separacion de fases conllevd a un fraccionamiento molar de
la maltodextrina debido al alto grado polidispersidad de este biopolimero.
Entonces, teniendo en cuenta este fraccionamiento molar diferencial de la
HPMC, es logico pensar que las distintas fracciones de este biopolimero no

tengan el mismo grado de compatibilidad con el WPC. Asi, las fracciones de

85



Capitulo I

mayor peso molecular se concentrarian en la fase rica en HPMC de la mezcla
deshidratada, llevando el valor de su Tg (193,2 °C) por encima de valor de E4M
puro anhidro (167,7 °C). Siguiendo con esta linea de razonamiento, el
remanente de HPMC presente en la fase rica en proteinas, corresponderia a
las fracciones de menor peso molecular de dicho biopolimero.

La Figura 2.10 muestra la cinética de separacion de fases de la mezcla acuosa
WPC 12%/HPMC 2% a pH 6 y 5. Puede observarse que para ambas mezclas
la separacion ocurrié rdpidamente, siendo la velocidad de separacion mayor a
pH 5.
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Figura 2.10. Cinética de separacién de fases para lelav@iosa WPC 12%/HPMC 2% a

pH 5 (@) y 6 m).Vmax: maximo volumen alcanzado por la fase infecimmndo se completé la

separacion de fases.

Una medida del grado de separacion de fases es la relacion (Ve/Vmax).100,
donde Vnax €s el maximo volumen alcanzado por la fase inferior y Vg es el
volumen de la fase inferior a un determinado tiempo. Treinta minutos después
del proceso de mezclado, dicha proporcién fue del 44% para el sistema binario
a pH 6. Sin embargo, la mezcla de pH 5 presenté un valor casi dos veces
mayor (82%) (Tablas 2.4 y 2.5, respectivamente).

La Figura 2.11a-c muestra los termogramas correspondientes a muestras
secas derivadas del sistema binario acuoso WPC 12%/HPMC 2% de pH 5, con
distintos grados de separacion de fases (inmediatamente después del

mezclado de los biopolimeros; 30 minutos después de dicho proceso de
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mezcla; separacion completa en dos fases, lograda por centrifugacién). Los

valores obtenidos de Tg se agrupan en la Tabla 2.5.
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Figura 2.11. Termogramas obtenidos por DSC para la mezcla destddrs¥®C 12 %/HPMC
2% a pH 5, cuando la separacion de fases del pomdgnte sistema binario acuoso fue
arrestada, (i) inmediatamente después del mezcladosdeiopolimeros (a), (i) 30 minutos
después de dicho proceso de mezcla (b), v (iii) lueda dentrifugacion (separacion completa

de las fases) (c). Las flechas indican la Tg. (“extica el sentido exotérmico del flujo

caldrico).
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Tabla 2.5. Valores de Tg para mezclas deshidratadas WPC 12%/HEP#@e pH 5 obtenidas

a partir de soluciones binarias con distintos gragasegaracion de fases.

Muestra tiempo (min) Tg (°C) Tgecx (°C)  VEVmax (%)
0 107,007 0
820+02
WPCHPMC 12/2
_ 30 1423+03 875 82
pH 5 (anhidro)
1874+22
_ 790+17 100
Centrifugado
1933+22

Tgcx: valor de Tg estimado con la ecuacion Couchman-Kaiasz (

Ve/Vmax (%): s una medida del grado de separacion de dasesstema acuoso bipolimérico.

Al igual que a pH 6 la mezcla de WPC/HPMC 12/2 a pH 5 present6 una
separacion de fases inmediata después del mezclado (Figura 2.12). Sin
embargo, la correspondiente mezcla deshidratada present6 una sola Tg de 107
°C (Figura 2.11a, Tabla 2.5).

Figura 2.12.Visualizacion de la mezcla WPC 12%/HPMC 2% a pH 5. Pobdervarse la

separacion de fases inmediatamente luego del proeeseztlado. (aumento: ojo desnudo).
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Luego de 30 minutos de haber mezclado los biopolimeros, la segregacion de
las fases era casi completa dado que el grado de separacion de fases alcanzé
el 82% (Tabla 2.5). En este caso, la mezcla deshidratada exhibi6 tres valores
de Tg, 82, 142,3 y 187,4 °C (Figura 2.11b, Tabla 2.5). Como puede observarse,
el primer valor resulta ligeramente inferior al valor de Tg del WPC anhidro
(84,8 °C), el ultimo es superior a la Tg de E4M anhidro (167,7 °C), mientras que
el segundo valor resulta intermedio a los valores de Tg de los componentes
individuales secos. Por dltimo y como era de esperar, la mezcla deshidratada
correspondiente al sistema acuoso bifasico (centrifugado) present6 dos valores
de Tg, 79 y 153,3 °C (Figura 2.11c, Tabla 2.5), aunque estos resultaron ser
inferiores a los valores de Tg de los biopolimeros individuales anhidros
(84,8 y 167,7°C, para WPC y E4M, respectivamente).

Con respecto a la mezcla acuosa WPC 20 %/HPMC 3% a pH 6, el proceso de
separacion de fases también fue arrestado: inmediatamente después del
proceso de mezclado, 30 minutos después de la mezcla, y después de la
centrifugacion (separacion completa en dos fases). La Tabla 2.6 agrupa los
valores de Tg obtenidos para las correspondientes mezclas deshidratadas,

mientras que las curvas de DSC se muestran en la Figura 2.13a-c.

Tabla 2.6. Valores de Tg para mezclas deshidratadas WPC 20%/HE#@e pH 6 obtenidas

a partir de soluciones binarias con distintos gragasegaracion de fases.

Muestra tiempo (min) Tg (°C) Tgck (°C) VeV mex (%)
0 1495+20 0
WRPC/HPMC 20/3
_ 30 160005 88 7
pH 6 (anhidro)
) 80123
Centrifugado 100
152021

Tgc.k: valor de tg estimado con la ecuacion Couchman-Karasz (1

Ve/Vmax(%0): €s una medida del grado de separacion de fasestgna acuoso bipolimerico.
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Figura 2.13. Termogramas obtenidos por DSC para la mezcla destddri® C 20 %/HPMC
3% a pH 6, cuando la separacién de fases del cormigmbm sistema binario acuoso fue
arrestada, (i) inmediatamente después del mezcladosdeiopolimeros (a), (i) 30 minutos
después de dicho proceso de mezcla (b), v (iii) lueda dentrifugacion (separacion completa

de las fases) (c). Las flechas indican la Tg. (“extica el sentido exotérmico del flujo

caldrico).
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En este caso también se observé una separacion de fases macroscopica
inmediata luego de la mezcla de los componentes (no se muestran los datos).
Con respecto a los resultados calorimétricos, tanto inmediatamente después
del mezclado de los componentes poliméricos, como 30 minutos después de
dicho proceso, la mezcla deshidratada presenté un Unico valor de Tg, 1495y
160 °C, respectivamente (Figura 2.13a-b, Tabla 2.6). Ambos valores resultan
ampliamente desviados con respecto al valor estimado por medio de la
ecuacion Couchman-Karasz (88 °C). Por otra parte, puede derivarse de los
valores de la relacion Ve/Vmax (%) (Tabla 2.6), que la separacién de fases
resulta extremadamente lenta en este sistema. De hecho, luego de 30 minutos
esta mezcla solo present6 un grado de separacion de fases de un 7%, el cual
resulta muy bajo comparado con el 44% o el 82% de separacion obtenidos
para las mezclas WPC 12%/HPMC 2% de pH 6 o 5, respectivamente. Este
comportamiento se deberia a la alta viscosidad del sistema con 3 % de HPMC.
Finalmente, como era esperable, la mezcla deshidratada proveniente del
sistema acuoso bifasico (centrifugado) present6 dos valores de Tg, 80,1 y 152
°C (Figura 2.13c, Tabla 2.6), los cuales nuevamente resultan inferiores a las Tg
correspondientes a los biopolimeros anhidros (84,8 °C para WPC; 167,7 °C
para E4M).

2.4.2. Relacion entre la Tg de las mezclas deshidratadas y la

micro-morfologia de la separacion de fases en el sistema ac uoso.

La separacion en dos fases de mezclas biopoliméricas acuosas puede
proceder principalmente por dos vias o mecanismos, la “descomposicion
espinodal” (SD, spinodal decomposition) o la “nucleacion y crecimiento” (NG,
nucleation and growth) (Maugey y col., 2001). Segun cual sea el mecanismo, la
morfologia que presenten las fases separadas sera distinta: el mecanismo SD
da lugar a una micro-morfologia donde las fases aparecen interconectadas en
una red tridimensional (Turgeon y col.,, 2003), mientras que, la NG se
caracteriza por generar un fase continua que contiene a la fase dispersa,
generalmente, en forma de gotas esféricas (Maugey y col., 2001).

La morfologia de las fases separadas de los sistemas mixtos acuosos
WPC 12%/HPMC 2% de pH 6 y 5, puede observarse en las Figuras 2.14 y
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2.15, respectivamente. En ambos casos puede verse gque estos sistemas se

separaron via un mecanismo SD.

HPMC
PROTEINA

Figura 2.14.Imagen obtenida por microscopia confocal (CSLM) daéacla acuosa
WPC 12%/HPMC 2% a pH 6; rojo: proteina, negro: HEMC
(barrasde referencia: 200 um y 50 pm).

Contrariamente, las fases separadas de la mezcla acuosa WPC 20%/HPMC
3% de pH 6 presentaron una morfologia caracteristica derivada de un
segregacion via NG, donde puede observarse gotas de la fase rica en HPMC

dispersas en la fase continua, rica en WPC (Figura 2.16)

PROTEINA

Figura 2.15.Imagen obtenida por microscopia confocal (CSLM) daédacla acuosa
WPC 12%/HPMC 2% a pH 5; rojo: proteina, negro: HPMCrrébde referencia: 200m).
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Los resultados expuestos en las dos secciones anteriores muestran que las
mezclas acuosas de pH 6, compuestas por un 20 0 12 % de WPCyun 302 %
de HPMC, respectivamente, presentaron una separacion de fases
macroscopica inmediatamente después del mezclado de los componentes. Sin
embargo sus correspondientes sistemas mixtos deshidratados presentaron un
Gnica Tg, cuando era de esperarse al menos dos transiciones Vvitreas,

correspondientes a cada una de las fases separadas.

PROTEINA

Figura 2.16.Imagen confocal (CSLM) de la mezcla acuosa WPC 20%/EiBM a pH 6;

rojo: proteina, negro: HPMQbarra de referencia: 200 pm).

Por otra parte, el sistema deshidratado derivado de la mezcla acuosa
WPC 12 %/HPMC 2% de pH 5 con un grado avanzado de separacion de fases
(30 minutos después del mezclado), presento tres valores de Tg, de los cuales
ninguno coincidié6 con los valores de Tg obtenidos para los polimeros
individuales en estado anhidro.

Una posible hipotesis para explicar estos resultados es que se detecte
primariamente, en el sistema deshidratado (hasta un cierto grado de
separacion de fases), una Tg correspondiente a la interfase agua-agua que se
establece entre la fase rica en proteinas y la rica en polisacarido, durante el
proceso de segregacion de la mezcla acuosa (cabe aclarar que en el Capitulo
IV del presente trabajo se describen en detalle, las propiedades de la
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interfases aire-agua formadas por peliculas mixtas de B-lactoglobulina, proteina
mayoritaria del WPC, y HPMC)

Dicha interfase constituye en si, una tercera fase independiente de las otras
dos, constituyendo una pelicula homogénea producto de la adsorcion conjunta
de HPMC y WPC. De hecho al producirse la separacion de fases se genera
una emulsién agua-agua, siendo la tension interfacial sumamente baja (Pérez y
col., 2007). Como muestra la Figura 2.14, la morfologia de la mezcla acuosa
WPC 12%/HPMC 2% de pH 6 esta formada por estructuras bicontinuas donde
ambas fases aparecen totalmente interconectadas por una gran interfase. Mas
aun, cuando de incrementd el aumento del objetivo Optico, pudo observarse
una segunda morfologia bicontinua dentro de la anterior, constituida por
pequefios dominios de HPMC (negro) atrapados dentro de una red de
agregados proteicos (Figura 2.14). Esto confirma visualmente la existencia de
una enorme interfase. Por lo tanto, la técnica de DSC solo permitiria detectar
una sola Tg en el sistema deshidratado, correspondiente a la interfase de la
mezcla acuosa. Esto se debe a la compleja microestructura que se forma
durante la separacion de fases de dicha soluciéon binaria, la cual estaria
constituida en su mayoria por esta interfase agua-agua, siendo esta la que
domina las caracteristicas de la totalidad del sistema.

Sin embargo, la deteccidon de una Unica Tg no excluye la existencia de otras
transiciones vitreas asociadas a las fases en formacion durante el proceso de
formacion, las cuales podrian detectarse con una técnica mas sensible
(por ejemplo, la espectroscopia mecéanica). Sin embargo, los resultados
presentados en esta seccion sefialan sin duda que, en soluciones binarias
proteina/polisacérido existe formacion de una gran interfase durante el proceso
de separacion, la cual determina las propiedades de dichas mezclas cuando
han sido deshidratadas.

En cuanto a la mezcla acuosa WPC 12%/HPMC 2% de pH 5, al comienzo de la
separacion de fases también se forman estructuras bicontinuas con ambas
fases totalmente interconectadas mediante una gran interfase (Figura 2.15). Sin
embargo, como se menciond anteriormente su proceso de segregacion avanza
mas rapidamente que a pH 6 (Figura 2.10; Tablas 2.4 y 2.5). Asi, el estudio por
DSC de la correspondiente mezcla deshidratada permitié detectar una Unica Tg

al inicio de la segregacion, debido a la gran magnitud de dicha interfase. A
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medida que el proceso de separacion de fases avanza, se forman tres fases
independientes: dos de estas enriquecidas en cada uno de los componentes
(proteina o polisacérido), y una tercera constituida por la interfase propiamente
dicha. Por lo tanto, en la mezcla deshidratada con la separacion detenida 30
minutos luego de la mezcla de los biopolimeros puros, se detectan tres valores
de Tg, correspondientes a las tres fases mencionadas (Tabla 2.5).
Posteriormente, tanto la fase rica en WPC como la rica en HPMC van
aumentando a expensas de la continua reduccion de la interfase. Finalmente,
cuando la separacion de fases ha terminado (mezclas acuosas centrifugadas),
la correspondiente mezcla deshidratada presenta dos valores de Tg (Tabla 2.5)
atribuidos a las fases ricas en WPC o HPMC, siendo en este caso insignificante
el dominio de la interfase sobre las caracteristicas del sistema, debido a su
pequefio volumen en relacién a los otros dos dominios.

Con respecto al sistema mixto deshidratado WPC 20 %/HPMC 3% de pH 6
este presentd una Unica Tg, incluso cuando la muestra anhidra derivaba de una
mezcla acuosa con la separacion de fases arrestada luego de 30 minutos del
proceso de mezclado. Esto se debe a que a dicho tiempo la mezcla acuosa
presenta un escaso grado de separacion de fases de apenas 7% (Tabla 2.6).
Por lo tanto, puede considerarse que la mezcla deshidratada de este sistema
esta casi completamente constituida por una gran interfase, y sélo se detecta la
Tg de este dominio. Al final del proceso de separacion, la mezcla deshidratada
de este sistema acuoso presentd dos valores de Tg, cercanos a 80 y 150 °C,
los cuales se atribuyeron a las fases ricas en WPC y HPMC, respectivamente.
Con respecto a la Tg de la fase rica en WPC, este valor esta en el orden del
que present6 el WPC anhidro puro (84,8 °C). En cuanto a la fase rica en
HPMC, Pérez y col. (2006) demostraron que este dominio segregado a partir
del sistema acuoso WPC 20 %/HPMC 3% de pH 6, contiene aproximadamente
0,81% de WPC. Este remanente de proteina podria explicar porque la Tg de
esta fase rica en polisacéarido, resulta menor que la correspondiente a la HPMC
deshidratada (167,7 °C).

Finalmente, la interfase de una solucién binaria acuosa de WPC y HPMC
puede describirse como una mezcla miscible, de proporciones desconocidas,
constituida por HPMC y WPC adsorbidas en forma conjunta en la pelicula

interfacial agua-agua. Existen estudios previos sobre la dindmica de adsorcion
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a la interfase aire-agua en sistemas mixtos acuosos WPC/HPMC, en los cuales
se ha demostrado que hay una adsorcién competitiva entre la HPMC y el WPC,
siendo el polisacarido mas tensioactivo (esto se discutird en detalle en el
Capitulo VI). Mas aun, la HPMC domina las propiedades interfaciales (por
ejemplo, las reoldgicas) cuando los tiempos de adsorciéon son largos (Pérez y
col., 2007). A partir de estos resultados, podria pensarse que existe un cambio
temporal en la estructura y composicion de la interfase agua-agua establecida
entre las fases ricas en WPC y HPMC. También podria extrapolarse que el
comportamiento de dicha pelicula interfacial agua-agua, estd determinado
fundamentalmente por el polisacéarido dado que este presenta mayor actividad
superficial. Por lo tanto, el Unico valor de Tg detectado en los sistemas
deshidratados provenientes de mezclas acuosas WPC/HPMC con evidente
separacion de fases, podria ser atribuido a la interfase considerandola a esta
como un sistema WPC/HPMC miscible. Asi, la Tg atribuible a esta interfase
aparece ubicada entre los valores de Tg correspondientes a los componentes
individuales anhidros, y cambia con el avance de la separacién de fases, hacia
el valor de Tg de la HPMC debido a los cambios en la composicion de la
interfase con el tiempo (Pérez y col., 2007) (Tablas 2.4, 2.5y 2.6).

La Figura 2.17 muestra un representacion grafica resumiendo el esquema
propuesto para explicar la relacion existente entre la morfologia producto del
mecanismo de separacion de fases del mixto acuoso WPC/HPMC, y los
valores de las transiciones vitreas detectadas en la correspondiente mezcla
deshidratada.

En este esquema se propone, i) atribuir el Unico valor de Tg observado en
mezclas deshidratadas derivadas de soluciones binarias acuosas con grados
avanzados separacion de fases (hasta un 50%), a la interfase formada por
HPMC y WPC, la cual dominaria la movilidad de todo el sistema ya que
actuaria como una red vinculante entre las fases ricas en proteina y en
polisacarido; ii) Con un proceso de separacion de fases mas avanzado (grado
mayor al 50%), pueden encontrarse tres valores de Tg en las mezclas
deshidratas, los cuales se atribuyeron a la interfase, y a las dos fases
segregadas en la correspondiente solucion binaria acuosa. La magnitud de
estos valores se relaciona con las caracteristicas de la pelicula interfacial, las

cuales varian en el tiempo (Pérez y col., 2007), dado que dependen de las
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diferentes morfologias y de la composicién que van adoptando las dos fases
segregadas coexistentes; iii) por ultimo, cuando la separacion de fases finaliza,
el volumen de la interfase resulta despreciable con respecto al de las fases
segregadas, y por lo tanto ya no tiene significancia sobre las caracteristicas de
la mezcla deshidratada. Asi, los dos valores de Tg observados corresponden a

las fases separadas.

Gran Interfase Dos fases separadas Dos fases separadas
* +
-) Interfase Interfase pequefia

e

DSC solamente
mide [a Tg del

dominie interfacial DSC mide tres valores de DSCmide dos valores de Tg
Tg atribulbles a estos tres  atribuibles a las fases ricas
dominios en WPC y HPMC
0 % 50 % 100 %
F -

) Disminuye volumen
Grado de separacion de fases — |nterfase | Cambia composicién

Cambios estruturales

Figura 2.17. Representacion esquematica de la relacion entre el geaskpdracion de fases

del sistema binario WPC/HPMC y la Tg medida en la corrapote mezcla deshidratada.

2.5. Conclusiones.

Por medio de una combinacion de las técnicas de analisis térmico (DSC) y
microscopia (CSLM), se pudo establecer que existe una dependencia de la
temperatura de transicion vitrea de mezclas deshidratadas de WPC y HPMC,
con el comportamiento de la separacion de fases que ocurre en la

correspondiente solucién binaria acuosa.

Para la mezcla acuosa sin separacion de fases,
WPC 6%/HPMC 1% de pH 6, la temperatura de transicién vitrea pudo ser
ajustada con los modelos tradicionalmente utilizados para estimar valores de

Tg en mezclas binarias de polimeros sintéticos. En cuanto al sistema WPC
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12%/HPMC 2% de pH 3, a pesar de no haber mostrado una separacion de
fases macroscopica, su termograma presentd una gran amplitud en la region
donde ocurre la transicion vitrea, evidenciando una limitada compatibilidad
entre los polimeros en solucién. Igualmente, la temperatura de transicion vitrea
pudo ser ajustada con un modelo que contempla este fendmeno (Song y col.
1996).

En el caso de mezclas acuosas que presentan una separacion total o parcial de
las fases, la temperatura transicion vitrea depende de la morfologia y el grado

de separacion de fases en la segregacion (Figura 2.17).

Por dltimo, los avances realizados en esta parte del trabajo sobre el
conocimiento del comportamiento de los sistemas binarios de proteina y
polisacarido, pueden ser utilizados como una herramienta para controlar la Tg

de mezclas biopolimericas y su estabilidad.
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3.1. Introduccion.

Las proteinas y polisacaridos aparecen frecuentemente en forma conjunta en
una amplia gama de alimentos impartiendo una gran cantidad de
caracteristicas deseables en los mismos. Estos biopolimeros contribuyen a la
estructura, a la textura y a la estabilidad de los alimentos debido a su
capacidad gelificante, espesante y a su actividad interfacial (Simonet y col.,
2000). Sin embargo, las propiedades particulares de estos sistemas mixtos
dependeran no solo de las propiedades de las proteinas y los polisacaridos que
los componen, sino también de la naturaleza y magnitud de las interacciones
entre estos dos biopolimeros (Ercelebi y Ibanoglu, 2007).

Respecto a estas interacciones, el término "compatibilidad” implica miscibilidad
de los diferentes biopolimeros a nivel molecular. Por el contrario, los términos
"incompatibilidad” o “compatibilidad limitada” denotan la existencia de una
limitada co-solubilidad entre los biopolimeros, los cuales suelen ser miscibles
en una solucion binaria diluida, o bien cuando se hallan formando un complejo
soluble (Tolstoguzov, 2007). Cabe destacar que, la incompatibilidad entre
macromoléculas, es mas bien la regla que la excepcién. Incluso, soluciones
suficientemente concentradas de biopolimeros que difieren ligeramente en
composicion y estructura quimica, generalmente son inmiscibles.

Desde el punto de vista termodinamico, en el caso de soluciones de moléculas
pequefias el término entélpico del proceso de segregacion de fases, es
normalmente compensado por la entropia derivada del proceso de mezclado
(Fitzsimons 'y col., 2008). Para soluciones biopoliméricas de igual
concentracién, sin embargo, existen muchas menos moléculas libres para
moverse independientemente, lo que da lugar a una entropia de mezclado
mucho menos significativa. En estas condiciones, las soluciones mixtas
proteina/polisacéarido a un pH mayor al pl de la proteina, suelen separarse
espontdneamente en dos fases cada una de ellas enriquecida en un polimero y
depletada del otro (Antonov y col., 1979; Tolstoguzov, 1997).

La incompatibilidad termodinamica brinda beneficios interesantes, como ser la
reduccién de la concentracion critica para gelificar (Baeza y Pilosof, 2001,
Tolstoguzov, 1995). M4as aun, permite la formacion de estructuras inmiscibles

(es decir, dominios termodindmicamente incompatibles) atrapados en una
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matriz gelificada. Estas novedosas estructuras resultan de gran interés dadas
sus diversas aplicaciones: para la modificacion y/o el disefio de nuevas
texturas, para el encapsulamiento de aromas y sabores (Norton y Frith, 2001),
como espesantes 0 sustitutos de grasas, como “carriers” de nutrientes,
sabores, esencias, y finalmente como matrices de liberacién controlada tanto
para productos alimenticios como drogas (Lorén y Hermansson, 2003).

Pérez y col. (2006) estudiaron la influencia de una hidroxipropilmetilcelulosa de
alto peso molecular y alta viscosidad (E4M), sobre las propiedades gelificantes
de un concentrado de proteinas de suero WPC, en condiciones de
incompatibilidad termodindmica (pH 7 y 25 °C). Estos autores encontraron una
serie de geles mixtos que presentaban una interesante morfologia con un
nucleo constituido por HPMC gelificada, rodeado de una cubierta de gel
correspondiente a la fase enriquecida en WPC (estructura core-shell). Ademas,
estos geles resultaron ser mucho més elasticos que un gel de WPC de igual

concentracion.

3.2. Objetivo.

Teniendo en cuenta las conclusiones a las cuales arribaron Pérez y col. (2006),
se propone en la presente seccion de este trabajo, caracterizar el
comportamiento del fendmeno de separacion de fases en mezclas de WPC y
E50LV (una HPMC de baja viscosidad), para determinar el impacto de dicha
segregacion en la dindmica de gelificacion y en las propiedades de los geles

mixtos.

3.3. Materiales y Métodos.

3.3.1. Materiales.

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).  Se utilizé una hidroxipropilmetilcelulosa
comercial denominada Methocell® ES50LV, gentimente donada por
Colorcon-Argentina, representantes argentinos de Dow Chemical Company.
Esta HPMC de calidad alimentaria fue usada sin purificacion posterior. Segun

el proveedor, este derivado celulésico tiene un 29,1 % de grupos metilo, un 9,2
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% de grupos hidroxipropilo, siendo el relacién metilo/hidroxipropilo, 3,2%; su
peso molecular es de 18 kDa; contenido de humedad, 1,6%. La viscosidad de

una solucion acuosa de este polimero al 2% p/v y a 20°C es de 41 mPa.s.

Concentrado de proteinas del suero lacteo (WPC).  Se utiliz6 un concentrado
de uso comercial denominado, WPCB80. Este producto en polvo fue provisto por
Milka Frank-Santa Fe, Argentina. Segun Pérez y col (2006), su composicién fue
la siguiente: 78,9% de proteinas totales, determinado por el método de Kjeldhal
(Nx6,25) AOAC (1995), lactosa 5%, grasa 6%, cenizas 4,3% y 5,6% de

humedad.

Otros reactivos quimicos.  Se utilizaron de grado analitico.

3.3.2. Preparacion de soluciones madres.

Se prepararon soluciones madres de WPC80 y E50LV al 40% y 10% p/p,
respectivamente, disolviendo el correspondiente polvo en agua destilada. Cada
polvo se pes6é en una balanza analitica (VXI, Modelo 60/220, PCE Grupo
Ibérica S. L., Tobarra, Espafia). En el caso del WPC, el polvo fue dispersado en
agua destilada a temperatura ambiente (25°C), con agitacion durante 4 hs
(agitador magnético modelo C-MAG HS7, IKA®, Wilmington, NC, USA) para
permitir la completa disolucion del polvo. Después de la preparacion, esta
solucion se almaceno en heladera 4°C.

En cuanto a la HPMC, la solucién se preparé dispersando el polvo en el agua
destilada a 85 °C, con agitacion manual para permitir la disolucion completa del
polvo. Luego, se enfrié la solucion a temperatura ambiente (25 °C) mediante
bafio en agua, y se agregol la masa de agua perdida por evaporacion. Por
ultimo, esta solucion se almacend en heladera a 4 °C por 24 hs para que el
polisacarido alcance el maximo grado de hidratacion.

Antes de los experimentos, ambas soluciones madres fueron llevadas a
temperatura ambiente (25 °C) utilizando un bafio termostatico (modelo
MASSON I, Vicking SRL, Argentina).
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3.3.3. Preparacion de las soluciones binarias.

Las soluciones binarias de WPC y HPMC se prepararon pesando
cuidadosamente cantidades iguales de cada soluciébn madre, en proporciones
gue permitiesen obtener mezclas con concentraciones de WPC en el rango
6-20 % p/p y de E50LV el orden de 0,25-4 % p/p. Estos sistemas se mezclaron
con un agitador magnético durante 4 hs para permitir una distribucion
homogénea de los componentes. El pH de las mezclas fue de 6,5 (pH-metro,
modelo A920, Orion Research Inc., Beverly, MA, USA).

3.3.4. Determinacioén del diagrama de fases.

El diagrama fases se establecié a pH 6,5 y 25 °C, determinando la transicion de
una a dos fases en las soluciones binarias de WPC y E50LV.
Para acelerar el proceso y garantizar la completa separacion de fases, 10 ml de
cada mezcla fueron centrifugados en tubos plasticos graduados de 15 ml en
una centrifuga modelo 5810 R de Eppendorf (Hamburgo, Alemania) con una
fuerza equivalente a 13,000 g y a temperatura ambiente (25 °C), hasta
completar la separacion de fases. Luego, se determinaron visualmente los
volimenes de las fases inferior (V) y superior (Vy). La concentracion de
proteinas en la fase inferior (rica en este biopolimero) se determind por el
método Kjeldahl, tal cual se describe en AOAC (1995). Brevemente, las
muestras fueron digeridas utilizando un bafio térmico seco (modelo 1009
Digestor, Tecator AB, Hoganas, Suecia) y su contenido de nitrdgeno total se
determiné utilizando una equipo de destilacién automético (modelo Kjeltec Auto
1030 Analizador, Tecator AB, Hoganas, Suecia). La concentracion de proteinas
se calculé utilizando un factor de 6,25.

El contenido de proteina de la fase superior (Xy) se determiné por diferencia
entre el total de proteinas en la muestra (también determinado por el método
de Kjeldahl) y el determinado en la fase inferior (XL).

La concentracién de polisacéarido tanto en la en la fase inferior (Y.), como en la

fase superior (Ys), se calculé segun la siguiente ecuacion (Pérez y col., 2006),

Yiu = [— (aYp + Yp)/(aXp + Xp)JaX, y + (aYp + Yp) (1)
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la cual representa el segmento que pasa por las coordenadas de la
concentracion inicial de cada mezcla (Xo, Yo), y por las coordenadas que
definen la composiciones de la fases superior (Xy, Yu) e inferior (X., Y.). El
parametro a constituye la relacién de volimenes entre las fases, V./Vu. El
procedimiento completo se realizé al menos por triplicado, informandose los
valores de media y desviacion estdndar para todas las variables. El diagrama
de fases se construyo ajustando los valores de composicion de la mezcla inicial
y de las fases separadas, para cada sistema mixto, utilizando el software
OriginPro v8.0 (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA).

3.3.5. Calorimetria diferencial de barrido (DSC, Differential Scanning

Calorimetry).

La calorimetria diferencial de barrido se utiliz6 para determinar el cambio
endotérmico asociado a la deshidratacion de las cadenas de la HPMC (Pérez y
col.,, 2006). El andlisis térmico se realiz6 en un calorimetro diferencial de
barrido modelo DSC 822 de METTLER-Toledo equipado con el software
STARe version 6.1. Sobre los termogramas se registraron las temperaturas de
“onset” (correspondiente al comienzo del cambio endotérmico) y de “pico”
(aquella que corresponde al minimo valor de flujo de calor (®) en funcion de la
temperatura (T), durante dicho cambio) (Figura 3.1), asociadas al proceso de
deshidratacién de la HPMC.

El instrumento se calibré con indio y zinc. Cada muestra se calenté a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min, desde una temperatura inicial de 5 °C
hasta una temperatura final de 100 °C. Se utilizaron capsulas de aluminio con
una capacidad de 160 pl (Mettler-Toledo), las cuales se cargaron con un
volumen aproximado de 50 ul de muestra.

El procedimiento de carga de las capsulas se realiz6 con una electro-balanza
modelo AG245 de Mettler-Toledo (precision, £ 0,01 mg). Como referencia
térmica se utiliz6 una capsula vacia. Las determinaciones se realizaron al

menos por duplicado.
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Figura 3.1. Esquema de un termograma (flujo de calor en fundéla temperatura) obtenido
por DSC. Se visualiza cdmo se determinan las tempesataréonset” y de “pico”, en una

transicion endotérmica como lo es la deshidratacién dmEnas de la HPMC.
3.3.6. Dindmica de gelificacion.

Se realizaron mediciones reolégicas de oscilacion dinamica para las soluciones
WPC, E50LV y sus mezclas. Para ello se utiliz6 un reémetro de estrés
controlado (modelo MCR 300, Paar Physica, Graz, Austria).

Dichas soluciones se colocaron en un sistema de medicion de placas paralelas,
con una separacion de 1 mm. La temperatura del sistema se control6 mediante
sistema Peltier (modelo Viscotherm VT2, también de Paar Physica). Sobre las
superficies expuestas de la muestra, se aplicO una pequefia cantidad de
silicona liquida para impedir la evaporacion de agua durante el calentamiento.
Se utilizo una frecuencia de 1 Hz, manteniéndose la deformacién constante en
un valor de 0,01%, condiciones en la cuales se garantiza que la experiencia se
est4 realizando en la region viscoelastica lineal (Pérez y col., 2006).

Las muestras se calentaron desde 20 a 90° C con una velocidad de 10 °C/min,
se mantuvieron durante 15 minutos a 90° C, y luego se enfriaron a una
velocidad de 25° C/min hasta 20 °C. Sobre el reograma (Figura 3.2), se
registraron los siguientes parametros, en funcién del tiempo: el moédulo de
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almacenamiento (G’), el médulo de pérdida (G”) y la tangente del angulo de
desfase & (G”/G’). Por otra parte se registraron los valores de G’ al finalizar el
calentamiento (90 °C; médulo elastico de equilibrio) y a 35 °C (moédulo elastico
en frio). Finalmente se determiné la temperatura de gelificacién (Tgel), como la
temperatura a la cual se igualan los médulos de almacenamiento (G’) y pérdida

(G”). Los experimentos se realizaron al menos por triplicado.
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Figura 3.2. Rreograma del proceso de gelificacion obtenido pometria dindAmica oscilatoria.
Se visualiza como se determina la temperatura de geifitéTgel). T: temperatura; t: tiempo;

G’: modulo almacenamiento; G”: modulo de pérdida; darnfngente del angulod.

3.3.7. Microscopia laser de barrido confocal (CSLM, Confo  cal Scanning

Laser Microscopy).

La técnica de microscopia confocal (CSLM) se utilizé en esta parte de trabajo
para la obtencion de im&genes microscopicas de las mezclas acuosas

WPC/HPMC. Se utilizé6 un equipo de microscopia confocal Olympus (modelo
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FV300 CLSM). Los siguientes objetivos Opticos fueron utilizados: Olympus
UplanFl 10X/0.3NA/medio seco y UplanFl 10X/0.5NA/medio seco.

Previamente al andlisis microscépico, la proteina en la muestra se marco en
forma no-covalente con una solucion al 10% del fluor6foro rodamina B
(excitacion longitud de onda 560 nm; emision longitud de onda 625 nm). Las
imagenes digitales se almacenaron en archivos de formato maudlti.tif, con

resoluciones de 1024x1024 y 512x512 pixeles.

3.3.8. Propiedades de textura de los geles.

Desde un punto de vista fisico, cuando se habla de textura de un producto
alimenticio, se refiere al flujo, deformacion o desintegracién de una muestra
bajo la accién de una fuerza. Sin embargo, la textura, junto con el sabor y el
aspecto, definen la calidad sensorial de un alimento, y dicha calidad no es una
caracteristica intrinseca del alimento en si, sino el resultado de la interaccion
entre el alimento y el consumidor. Asi, la textura puede definirse como el
conjunto de atributos mecanicos, geométricos y de superficie de un producto
que son perceptibles por medio de receptores mecénicos, tactiles, visuales y
auditivos (Bourne y Szczesniak, 2003).

Existen diferentes métodos instrumentales que se utilizan para evaluar la
textura de los alimentos. Uno de los méas utilizados es el denominado Andlisis
del Perfil de Textura (TPA, Texture Profile Analysis). Este método trata de
simular la masticacion. Lamentablemente como otros muchos ensayos no
puede replicar exactamente esta accion humana, ya que ademas de la accion
mecanica, intervienen otros factores que no se pueden reproducir en el ensayo:
el tamafio de la boca o que superficie va a estar en contacto con el alimento (la
accion ejercida por los molares es distinta a la de los caninos); la accién de la
saliva (reacciones enzimaticas) en el bolo alimenticio; el paladar y la lengua
como acomodadores de lo ingerido o la accién de los labios en las primeras
etapas de la masticacion (Gunasekaram y Mehmet, 2003). Por todo lo
anteriormente expuesto, se hace dificil correlacionar representativamente los
ensayos analiticos con la percepcion de las personas (paneles sensoriales) a

pesar que ultimamente hay progresos en ese campo.
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Técnicamente el método consiste en que una muestra solida o semisélida es

comprimida dos veces hasta un 20 % de su altura original. De esta manera las

dos compresiones representan las dos mordidas sucesivas realizadas en la

boca. La Figura 3.3 muestra el esquema de una curva tipica de fuerza (F) en

funcion del tiempo (t), que se obtiene mediante el analisis de perfil de textura

(TPA).
Fuerza
1° compresién | 1°retraccion  reposo 2° compresion , 2° retraccion
Dureza
Fracturabilidad |~

Area|

Area|2

Area 4

Distancia 2

Distancia 1 . | tiempo

.
B S

Area 3

Figura 3.3. Diagrama esquematico de la curva Fueza vs tiempo, datpar un TPA.

Segun Bourne y Szczesniak (2003), algunos de los pardmetros que pueden

obtenerse de estas graficas son los siguientes,

Fracturabilidad: Fuerza méaxima antes de producirse una caida en la curva
de Fuerza vs tiempo. Corresponde a la fractura del material, producto de la
primera mordida.

Dureza: Punto donde se produce la caida de la curva de Fuerza vs. tiempo.
Corresponde a la fuerza maxima de compresion durante en la primera
mordida.

Area 1: Corresponde al trabajo realizado durante la primera mordida.
Adhesividad: Termino representativo del area 3. El trabajo necesario para
separar la muestra del elemento compresor.

Pegajosidad: La mayor fuerza negativa (minimo en éarea 3). Fuerza

necesaria para separar la muestra del elemento compresor.
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e Area 2: Trabajo realizado durante la segunda mordida.

o Elasticidad: Corresponde a la relacion distancia 1/distancia 2. Es el grado
de recuperacion de las dimensiones iniciales de la muestra después de
eliminar la fuerza deformante.

e Cohesividad: Es la razon entre las areas 2 y 1. Es la deformacién durante la
segunda mordida relativizada a la deformacion de ocurrida en la primera
mordida. También puede interpretarse como el grado en que un material
puede ser deformado antes de alcanzar su punto de ruptura.

e Gomosidad: Resulta del producto entre la Dureza y la Cohesividad. Solo se
aplica a los productos semisdlidos.

e Masticabilidad: Relaciona la Dureza, la Cohesividad y la Elasticidad. Se
define como el producto entre Gomosidad y la Elasticidad. Solo se aplica a
productos solidos.

e Resilencia (“Resilence”): Es la razon entre las areas 5y 4. Puede definirse
como "la tendencia de la muestra a recuperar su posicion original". También
se interpreta como una elasticidad instantanea, ya que la resilencia se mide
sobre la retirada de la primera penetracion, antes de que el periodo de

espera se ha iniciado.

En este trabajo, se prepararon geles de WPC y de las mezclas WPC/E50LV en
tubos cilindricos de vidrio (diametro 13 mm; altura 55 mm) conteniendo 2 ml de
la respectiva muestra. Estas muestras se calentaron durante 20 minutos a 90 *
0,1 °C (Thermolyne Dry Bath modelo db 2812026). Luego se almacenaron a 4°
C durante 24 hs. El analisis de perfil de textura (TPA, Texture Profile Analysis)
se realiz6 a temperatura ambiente (25°C) en un analizador de textura (modelo
TAXT2i, Stable Microsystems, Godalming, UK) utilizando una sonda de
aluminio cilindrica (modelo P/36R; diametro 36 mm). Los geles se cortaron en
forma de cilindros de 13 mm de didmetro y 11 mm de altura, se comprimieron
hasta un 30% de su tamafio a una velocidad de compresiéon de 0,5 mm/s. El
ensayo se realizd por triplicado. Para cada muestra se determinaron los

parametros de dureza y elasticidad.
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3.3.9. Andlisis estadisticos.

Los distintos parametros (térmicos; reoldgicos; texturales) obtenidos para los
distintos replicados, se promediaron e informaron como una media mas un
desvi6 estandar. Para la determinacién de estimadores estadisticos se utilizo el

software Microsoft Excel (Microsoft Corp.).

3.4. Resultados y discusion.

3.4.1 Diagrama de fases del sistema ternario WPC/E50LV/agua.

Las mezclas de proteina y polisacarido a pH neutro son generalmente
inestables, y por encima de una concentracion critica total de biopolimeros
(aproximadamente 4 % p/p), se separan en dos fases, una rica en proteinas y
la otra, rica en polisacarido (Tolstoguzov, 2003). Sin embargo, si no se supera
esta concentracion critica la separacion de fases puede darse por otros
fendmenos, como ser, una modificacion del pH, de la fuerza iénica, o incluso
una variacion de la entropia del sistema (Alves y col., 1999).

En términos generales, un diagrama de fases describe el comportamiento de
mezclas de dos polimeros mas un solvente, con diferentes proporciones de
estos componentes. Asi pues, constituye un esquema ilustrativo de las
complejas interacciones que ocurren entre los polimeros, y con el solvente en
estos sistemas ternarios (Clark, 2000; Doublier y col, 2000). Mas
especificamente, la curva binodal es el limite entre las mezclas
termodindmicamente compatibles e incompatibles. La posicion de este limite
depende de la intensidad de las interacciones: (i) entre las moléculas de
polimeros distintos, ii) entre moléculas de polimeros iguales, y (iii) entre los
polimeros y el disolvente (diferencias en la hidrofobicidad de los polimeros).

La Figura 3.4 muestra el diagrama de fases para el sistema ternario
WPC-E50LV-agua, a 25 °C y pH 6,5. Puede observarse que la curva binodal se
sitia muy cerca de los ejes, lo que significa que la zona compatibilidad es
relativamente pequefia y la separacion de fases ocurre para una amplia gama
de combinaciones de concentraciones de WPC y E50LV. Ademas, el diagrama

fases resulté asimétrico, reflejando la competencia entre ambos biopolimeros
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por el agua, causada por las diferencias de peso molecular e hidrofobicidad
(Zhuravskaya y col., 1986a; Zhuravskaya y col., 1986Db).

Los segmentos soélidos (también denominados “tie-lines”) conectan los puntos
sobre la curva binodal, los cuales representan las composiciones de las fases
segregadas coexistentes (A y C). Ademas, este segmento puede dividirse en
dos sub-segmentos (AB y BC), cada uno de los cuales se extiende desde el
punto de composiciébn de cada fase hasta el punto que representa la
composicion inicial de la mezcla (B).

Los volumenes medidos para cada fase son proporcionales a la longitud de
cada uno de estos sub-segmentos. El punto F representa la minima
concentracion total de biopolimero requerida para que ocurra la separacion de
fases. En este caso, F corresponde a 7,5% p/p de proteina y un 2,5% p/p de
E50LV.

12

10

ESOLV (%)

15 20 25 30 35
Proteina (%)

=
LS
-
=

Figura 3.4. Diagrama de fases para el sistema mixto WPC/E50LV (2F4€6,5). La linea
solida es la curva binodal; 10/3, 12/4, 15/4 y 20/4 sspr&n las concentraciones iniciales (%

p/p) de algunas mezclas. F: concentracion critica.

Existen factores que influyen notablemente en la posicion de la curva binodal,
los cuales la acercan a los ejes de concentracion (aumento de la

incompatibilidad). Estos son: i) el peso molecular y el incremento de la rigidez
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en la estructura molecular; ii) la desnaturalizacién de las proteinas globulares,
la cual provoca un aumento del tamafio molecular, iii) una mayor concentracion
de sales (aumento de la fuerza idnica), y iv) un aumento de la temperatura
(Tolstoguzov, 2007). Por otra parte, la posicion de la curva también esta
influida por la estructura del polisacarido, ya que los de estructura lineal son
menos compatibles que los ramificados, perteneciendo la HPMC a esta ultima

categoria (Grinberg y Tolstoguzov, 1997).

3.4.2. Separacion de fases de las mezclas seleccionadas para los es  tudios

de gelificacion.

A partir del diagrama de fases, se seleccionaron tres sistemas mixtos para

caracterizar su comportamiento durante el proceso de gelificacion:

e WPC 12%/E50LV 0,25% p/p (sistema de una sola fase; ubicado bajo la
curva binodal).

o WPC 12%/E50LV 4% p/p (mezcla incompatible; ubicado por encima de la
curva binodal).

o WPC 20%/E50LV 4% p/p (idénticas condiciones que el sistema anterior)

Se obtuvieron imagenes por microscopia confocal de estas mezclas a
temperatura ambiente (25 °C), con el fin de caracterizar su micro-estructura. La
interpretacion de estas imagenes se basa en la diferencia de la intensidad de
emision del fluoréforo asociado a la proteina.

La Figura 3.5 muestra la apariencia microscépica del sistema
WPC 12%/E50LV 0,25%, el cual se ubica en la regiébn compatible del diagrama
de fases (debajo de la binodal) (Figura 3.4). Puede observarse un patron
homogéneo (sin dominios separados), es decir, no mostré una separacion de
fases.

Los otras dos mezclas, de naturaleza incompatible (se hallan por encima de la
curva binodal), se separaron en dos fases, una rica en polisacarido (fase
superior) y otra rica en proteinas (fase inferior). La Tabla 3.1 muestra la
composicion, en polisacarido (E50LV) y proteina de cada una de estas fases,
junto con sus respectivos volimenes (expresados como porcentajes del

volumen total de la mezcla).
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200 nm

Figura 3.5. Imagen por CSLM de la mezcla homogénea WPC 12%/E502% % a 25 °C y
pH 6,5 (barra de referencia: 200 nm).

El sistema mixto WPC 12%/E50LV 4% se segreg6 en una fase rica en E50LV
con un volumen aproximado del 64% del volumen total, y una fase rica en
proteina con un volumen del 36 %. Contrariamente, la mezcla WPC
20%/E50LV 4% se separd en una fase rica en polisacarido que representa el
33 % del volumen total, mientras que la fase rica en WPC resulté ser el 67 %

del volumen total.

Tabla 3.1. Valores de composicién y volumen de las fases segusgdd los sistemas

WPC/ES0LV.

Composicion

o Fase rica en WPC (inferior) Fase rica en E50LV (superior)
inicial (% p/p)
Proteina E50LV Volumen Proteina E50LV Volumen
WPC  E50LV
(% p/p) (% p/p) (%) (% p/p) (% plp) (%)
12 4 15,7+0,2 1,3+0,02 36,0+0,5 30+0,1 57+0,2 640+04
20 4 26,5+0,3 080,01 67,0£0,2 20+0,1 8,7+0,2 36,0+0,2

Media + desvi6 estandar; n=3.
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La microestructura que se genera durante el proceso de separacion de estos
dos sistemas (Figura 3.6a-b), corrobora que existe una inversién de fases

comparando ambas mezclas.

200 nm

Figura 3.6. Imagenes CSLM de las mezclas incompatibles WPC 12%NE&8% (a) y
WPC 20% /E50LV 4% (b) (25 °C; pH 6,5); zonas oscurasiidios ricos en HPMC;

zonas rojas: dominios ricos en WPC; (barra de refeae@060 nm).

Puede observarse que la microestructura del sistema WPC 12%/E50LV 4%
consta de dominios proteicos (rojos) dispersos una fase continua de E50LV
(oscura) (Figura 3.6a). Por otra parte, la mezcla WPC 20%/E50LV 4% presento
una microestructura con inclusiones de E50LV (oscuras) en una fase continua
de WPC (roja) (Figura 3.6b). Resultados similares se observaron para los
sistemas binarios de gelatina/maltodextrina (Norton y Frith, 2003), pectina
altamente metoxilada/WPC (Kim y col., 2006), goma garrofin/caseinato (Norton

y Frith, 2001), y leche descremada/goma garrofin (Schorschy col., 1999).
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Normalmente, la fase de menor volumen existe como gotas, mas o menos
esféricas, dispersas en un continuo de la fase de mayor volumen. Esta
inversion de fases se da a raiz del cambio en la composicion inicial del sistema,
dando como resultado un intercambio entre las fases continua y dispersa,
durante el proceso de separacion (Norton y Frith, 2003). En rigor, existe una
region de inversién de fase (0 una gama de concentraciones), en la cual se
forman las estructuras observadas, o aun otras mas complejas, como ser las
bicontinuas o las gota-dentro-gota. Esta region resulta mucho méas amplia de lo
que generalmente corresponde a la inversion de fases de las emulsiones

aceite-agua (Norton y Frith, 2001).

3.4.3. Dinamica de gelificacion de los componentes individual es: WPCy
E5S0LV.

Considerando el proceso de gelificacion del WPC, se observo un aumento del
G'eq (plateau de este parametro a 90 °C, Figura 3.7a-b) con un aumento de la
concentracion del WPC de 12 a 32 % p/p (Tabla 3.2). Respecto a esto,
Fernandes (1994) comprob6 que las soluciones de WPC muestran un aumento
gradual de G’ con su concentracion, y una pequefia dependencia de este

parametro con la frecuencia de oscilacion.

o
8

~ 1000 b 1004

Temperatura (°C)
g 3

Temperatura (°C)
i

. —_— 0 04
0 5 1 15 2 pi 0
tiempo (min) tiempo (min)

Figura 3.7.Evolucién temporal de los médulos de almacenamidgbtoy(perdida (G”), para la
gelificacidon de una solucién de WPC al 12% p/p (a) o & pfp (b). Las flechas indican la

temperatura de gelificacion ). Temperatura:x(); G’: (0); G’’: (e).
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La Tabla 3.2 también muestra las temperaturas de gelificacion (Tge)
determinada por el cruzamiento de los curvas de G’y G” en funcién del tiempo
(Figura 3.7a-b).

Tabla 3.2.Parametros de gelificacién del WPC obtenidos por regemdimamica.

WPC (% p/p) Tgel (°C) Gleq (Pa)
12 822+10 161,1% 1,2
15 81620 632220
20 81,0+20 21844 £ 05
32 755+1,0 26.558,4 + 1,3

Media + desvio estandar; n=3.
Tge €5 la temperatura de gelificacion.

G’eq €s el valor constante de G’ al finalizar el calentatniarf0 °C.

Puede observarse una disminucién de aproximadamente 7°C, cuando la
concentracion del WPC aumento de 12 a 32 % p/p. Estos resultados coinciden
con estudios ya reportados en literatura para soluciones de WPI (Puyol y col.,
2001).

La agregacién de las moléculas proteicas en la etapa de calentamiento durante
la gelificacion (a pH neutro) se debe a la formacion de puentes disulfuro por
reaccion de grupos tioles de las distintas cadenas peptidicas (Hoffmann y van
Mil, 1999). Estas reacciones estan favorecidas por la mayor concentracion de
proteina (Verheul y col., 1999).

Con respecto a la gelificacion de E50LV, una caracterizacion detallada de
gelificacion de la HPMC fue hecha por Pérez y col. (2006), quienes utilizaron
varias técnicas para describir los acontecimientos que ocurren durante el
calentamiento de soluciones de HPMC a pH 7. La mayoria de los trabajos
sobre este tema coinciden, en que el proceso de gelificacion de este tipo de

polisacarido consiste de dos etapas.
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La primera etapa, denominada “régimen de pre-gelificacion”, implica
interacciones hidrofébicas entre las cadenas de HPMC que conducen a la
formacion de “clusters”. Kato y col. (1978) propusieron que esta etapa esta
principalmente determinada por la agregacion de los dominios mas hidrofobicos
entre las cadenas de HPMC (unidades trimetilglucosa que actian como sitios
de entrecruzamiento durante el calentamiento). Esta asociacion da como
resultado el aumento del tamafio de los agregados hidrofébicos (“clusters”).

La segunda etapa o “régimen de gelificacion” corresponde a la gelificacion
propiamente dicha (la formacién de red de polimeros entrecruzados), la cual
ocurre a temperaturas mas altas y esta cominmente asociada a la separacion
de fases (Kobayashi y col., 1999). Segun Kato y col. (1978) esta segunda etapa
incluye la asociacion hidrofobica de los dominios de menor caracter hidrofébico,
es decir las unidades di y mono-metilglucosas. Debido a estas interacciones,
los “clusters” crecen hasta formar cristales, causando la separacion de fases
(Yoguchi y col., 1995). La presencia de dichos cristales ha sido confirmada por
las técnicas de difraccion de rayos X (Kato y col., 1978) y micro-calorimetria
(Yoguchi y col.,, 1995). Con la segunda técnica mencionada, dos picos
endotérmicos se observaron durante el enfriamiento de geles de HPMC: uno
cercano a los 60 °C el cual corresponde a la integracion de las dos fases
separadas, y otro aproximadamente a los 50 °C correspondiente a la fusion de
los cristales (Yoguchi y col., 1995). Mas aun, se ha reportado que la transicion
entre la etapa de pre-gelificacion y el régimen de gelificacion ocurre alrededor
de los 50 °C (Kobayashi y col., 1999). Finalmente, existen varios modelos
tedricos que apoyan esta interpretacion expuesta para el proceso de
gelificacion de la HPMC (Tanaka, 1996).

Diferentes técnicas experimentales se utilizaron en esta seccioén del trabajo
para caracterizar los fendmenos que ocurren durante el calentamiento de
soluciones de E50LV de distintas concentraciones. Cabe destacar, que dichos
fendmenos no fueron afectados por la concentracion del polisacéarido (datos no
mostrados).

La Tabla 3.3 resume los pardmetros térmicos determinados para una solucion
al 4% (p/p) de E50LV. Segun Kobayashi y col. (1999), durante la primera etapa
del calentamiento se observa que la solucion pasa de ser transparente a turbia.

La temperatura correspondiente a esta transicion (“cloud point”), es de 30°C e
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indica el comienzo de agregacion por medio de interacciones hidrofébicas entre

las unidades trimetilglucosa (mayor caracter hidrofébico).

Tabla 3.3.Eventos que ocurren durante el calentamiento dealnaion de E50LV al 4 % p/p.

ESOLY
{(°C) 300+10
cloud point
_ - T4al (°C) 55,14 1,0
Parametros de la dindmica de
. Te {DC‘] 38.2+05
gelificacion L
G'yq (Pa) 472+ 20
T {oC) 565+04
Parametros de DSC inie
Teear (°C) 656+04

Media + desvi6 estandar; n=3.

Tge €5 la temperatura de gelificacion.

Tmes la temperatura de fusion.

G’eq €s el valor constante de G’ a 90 °C.

Tonset€S la temperatura del comienzo de la transicion endogérmic

Tpeak€S la temperatura del pico de la transicion endotérmica.

En solucion, las cadenas de HPMC poseen una capa de solvatacion,
compuesta de moléculas de agua que se ubican alrededor de los grupos
hidrofébicos, formando una estructura conocida como “tipo-jaula” (Kobayashi y
col., 1999). En esta instancia, existen pocas interacciones polimero-polimero, y
por ende la formacion de “clusters” es casi nula. Con el aumento de la
temperatura las moléculas de polisacarido adsorben energia traslacional, y van
perdiendo gradualmente su capa de hidratacion, resultando en una disminucion
de la viscosidad de la solucion. Finalmente, las asociaciones entre las distintas
cadenas de polimeros tendran lugar, debido a las interacciones hidrofébicas,
provocando la turbidez en la solucion, y posteriormente la formacién de la
estructura de red del gel (Sarkar y Walker, 1995).

Por otra parte, mediante DSC, se determind transicion endotérmica que
corresponderia a la deshidratacion de las cadenas de E50LV, que comienza

alrededor de los 56 °C (Tabla 3.3). Dicha transicién presenté una gran amplitud
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(datos no mostrados), la cual se atribuye al caracter polidisperso de las HPMC
(Pérez y col.,, 2006; Sarkar y Walker, 1995). La temperatura del pico
endotérmico, 65,6 °C, indica la mayor tasa de deshidratacion.

La Figura 3.8 muestra la evolucién de G’ y G” en el tiempo, para una solucion
al 4% p/p de E5S0LV.

100 1 - 75
— 75- '.:!: '
s Tgel=,="' | 50 =
e CaeToTs Q
E w-ll.l.l : :_'
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E ; T4 25
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tiempo (min)
Figura 3.8. Evolucién temporal de los médulos de almacenamidgbtoy(pérdida (G”), para la

gelificacion de una solucion al 4% p/p de E50LV. flashas indican la temperatura de

gelificacion (Tye) y de fusion (). Temperaturam(); G’: (0); G”: (e).

Puede observarse un valor de Tg4e cercano a 55 °C, el cual coincide con la
temperatura a la cual comienza la deshidratacion de las cadenas de E50LV,
obtenida por DSC (Tabla 3.3). Este resultado indica que simultineamente con
la deshidratacién de las cadenas celuldsicas, comienza el desarrollo de los
“clusters” hidrofébicos dando lugar a la formacién de una incipiente estructura
de red a la temperatura de gelificacion (Tge). Esta temperatura también
coincide con el punto-gel detectado por el “test inclinacién”, que determina la
temperatura a la cual la estructura del gel esta completamente formada, es
decir, cuando el gel no fluye con la inclinacion (Pérez y col., 2006). Luego de
formado el gel, G’ aument6 hasta alcanzar un valor constante a 90 °C (G'¢) de
47,2 Pa (Tabla 3.3). Finalmente, la fusién de la E50LV se produce a una

temperatura de alrededor de 38 °C (T,,) (Tabla 3.3), y puede observarse en el
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reograma como un nuevo cruce entre las curvas de G’ y G” durante el

enfriamiento (Figura 3.8).

3.4.4. Dindmica de gelificacion de los sistemas mixtos WPC/E50LV.

3.4.4.1. Temperaturas de gelificacion (T gel).

Firoozmand y col. (2009) realizaron experimentos reoldgicos de deformacion
minima, en mezclas de gelatina y almidon oxidado, encontrando que la
microestructura y la reologia de dichas mezclas dependian tanto de su
composicion como de la distribucion de los componentes dentro de la
microestructura del sistema. Sin embargo, la composicion de los dominios ricos
en proteina o polisacarido dentro de la microestructura del gel, no puede ser
determinada con precision debido a su variacion temporal. Por otra parte, en el
Capitulo 1l, se demostr6 que las propiedades térmicas de mezclas
deshidratadas de WPC y HPMC derivadas de mezclas acuosas parcialmente
separadas en fases, dependian notablemente de la morfologia y del grado de
separacion de fases de dicha solucion binaria.

No obstante, en ausencia de un modelo que relacione la composicion
polimérica, la distribucion de estos componentes en la microestructura del
sistema mixto, y el comportamiento reoldgico, cualquier analisis cuantitativo o
discusion sobre dichas relaciones puede carecer de sentido. A continuacion se
infieren algunas tendencias cualitativas con respecto a la relacién entre la
temperatura de gelificacion (Tqe) Y la separacion de fases en estas mezclas
WPC/E50LV. Para ello, se aplicaron modelos matematicos simples (ecuaciones
lineales) para estimar un valor Ty a partir de la composicion de la mezcla, y
compararlo con los valores obtenidos experimentalmente.

La Figura 3.9 muestra el reograma correspondiente a la gelificacion de esta
mezcla homogénea WPC 12%/E50LV 0,25%, mientras que en la Tabla 3.4
puede observarse el valor experimental de Tgel, 79,3 °C.
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Figura 3.9. Evolucidn temporal de los médulos de almacenamidgbip de pérdida (G”), para
la gelificacion de la mezcla WPC 12%/E50LV 0,25%. legtila indica la temperatura de
gelificacion (Tge). Temperaturam(); G': (0); G*’: (e).

Para esta mezcla, la temperatura de gelificacion se relacioné con su

composicion utilizando la siguiente ecuacion,

Teet(MIX) = Xwpc - Tgel (WPC) + Xgsory - Tge(ESOLV) (2)

donde Tge (MIX) es la temperatura de gelificacion del sistema mixto, Tgei (WPC)
y Tge (E50LV) son las temperaturas de gelificacion de los distintos
componentes individuales y Xwec Y XesoLv SON sus fracciones en peso. El valor
de Tgel estimado a partir de esta ecuacion (2) fue de 81,6 °C, el cual resulta

similar al obtenido experimentalmente (79,3 °C).
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Para los sistemas con separacion de fases (E50LV 4 %/WPC 12 o 20 %) se
estimaron dos temperaturas gelificacion distintas: una para la fase rica en WPC
y otra para la rica en E50LV, en base sus respectivas composiciones

(Tabla 3.1).Las ecuaciones utilizadas son los siguientes,

TgEI(EJ . XWFCEE]'TgeI(WPC) +XE5ﬂLv[E}'TgeI(E50LV} (3)

Tget(W) = Xwpc(W)-Tgei(WPC) + Xesory (W) - Tge (ESOLV)  (4)

donde Tg4e (E) y Tge (W) son las temperaturas de gelificacion de las fases ricas
en E50LV y WPC, respectivamente; Tge(WPC) y Tge(ESOLV) son las
temperaturas de gelificacion de los componentes individuales; Xwpc(W),
Xesov(W) son las fracciones en peso de WPC y ES0LV en la fase rica en WPC;
mientras que Xesov(E), Xwpc(E) son las fracciones en peso de E50LV y WPC
en la fase rica en ES0LV.

Los reogramas correspondientes a estas dos mezclas pueden observarse en la
Figura 3.10, mientras que en la Tabla 3.4 se resumen los valores de Tgel

experimentales, y estimados mediante las ecuaciones 3y 4.

Tabla 3.4. Temperatura de gelificaciéon para las mezclas WPC/Z50L

Composicion ) )
o Estimaciones de Tgg
Inicial (% p/p)

Tgel (°C)°
WPC  E50LV Toer (MIX) Toet (E) Toe (W)
(°C) (°C) (°C)
12 0,25 79,3+0,2 81,6
12 4 60,5 + 0,4 i 65,9 80,5
20 4 60 +2,0 i 61,1 81,6

®Media + desvio estandar; n=34T(MIX) es la temperatura de gelificacién estimada n |
ecuacion (2).% (E) y Tqe (W) son las temperaturas de gelificacion estimadadasoacuacion

(3) y (4) para las fases ricas en ES0LV y WPC, rds@auente.
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Para ambos sistemas, la Tgel estimada para la fase rica en WPC fue de
aproximadamente 80 °C, mientras que el valor de Tgel estimado para la fase
rica en E50LV, fue de 65,9 °C y 61,1 °C para las mezclas WPC 12%/E50LV 4%
0 WPC 20%/E50LV 4%, respectivamente (Tabla 3.4).
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Figura 3.10.Evolucién temporal de los modulos de almacenamientp (t8'pérdida (G"),
para la gelificacion de mezclas WPC 12%/ E50LV 4% (AJBC 20%/E50LV 4% (b). Las

flechas indican las temperaturas de gelificacigp)(TTemperatura:x)); G’ (0); G’: ().
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En ambos casos, puede observarse que el valor experimental de Tgel es de
aproximadamente 60 °C, el cual resulta en el orden de los valores de Tgel
estimados para la fase rica en E50LV (mediante la ecuacion 3). Estos
resultados sefialan que la Tgel determinada experimentalmente en estos
sistemas, corresponderia a la de la fase segregada rica en ES50LV,
independientemente de la naturaleza de la fase continua (rica en HPMC,
sistema WPC12%/E50LV 4%, Figura 3.6a; rica en WPC, sistema WPC
20%/E50LV 4%, Figura 3.6b). Una posible explicaciéon es que el redmetro
detecte la Tgel de la fase que gelifica primero, independientemente de si esta
es la fase contintia o la dispersa

Finalmente, puede decirse que los resultados expuestos en esta seccion
evidencian la existencia de una correlacion entre la composicion de mezclas
WPC/HPMC (la cual determina o no la separacion en fases) y la temperatura

de gelificacion de las mismas.

3.4.4.2. Evolucion temporal de los mddulos elastico (G') y viscoso (G”)

durante el calentamiento y el enfriamiento.

El comportamiento reolégico del sistema mixto WPC 12%/E50LV 0,25%,
ubicado debajo de la curva binodal (Figura 3.4), mostrado en la Figura 3.9
resultd ser similar al comportamiento reolégico del gel de WPC al 12% p/p,
mostrado en la misma figura, debido a que la baja concentracion E50LV en la
mezcla no tiene una influencia significativa sobre las propiedades reoldgicas de
gel mixto.

La dindmica de gelificacion que presentaron los sistemas incompatibles
(ubicados encima de la curva binodal)), WPC 12%/E50LV 4% vy
WPC 20%/E50LV 4%, se muestran en las Figura 3.10a y b, respectivamente.
Puede observarse que, el sistema mixto WPC 20%/E50LV 4% presentd un
comportamiento similar al observado para el WPC (Figura 3.7a).
Contrariamente, el comportamiento reolégico del sistema mixto WPC
12%/E50LV 4% fue similar al comportamiento de E50LV (Figura 3.8). Ademas,
cabe destacar que esta Ultima mezcla, aunque no presentd una temperatura de
fusion neta correspondiente a E50LV durante el enfriamiento, si mostré una

disminucién de G’ conjuntamente con un aumento del valor de tan &
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(Figura 3.10a), siendo este comportamiento reoldgico indicativo de una
incipiente fusién de E50LV.

Estos resultados, y los que se expondran a continuacion, pueden atribuirse a la
naturaleza de la fase continua: fase rica en WPC en la mezcla con 12% de
WPC; fase rica en E50LV en sistema mixto con un 20% de WPC (Figura
3.6ay b, respectivamente).

La Figura 3.11a-c muestra la evolucion en el tiempo del caracter sélido (G’)
durante el calentamiento para cada sistema mixto WPC/E50LV, junto con el G’
correspondiente a los componentes individuales. En primer lugar, puede
observarse que en todos los casos el moédulo elastico alcanza su valor de
equilibrio (G'eq; valor aproximadamente constante a 90 °C) alrededor de los 15
minutos de comenzado el calentamiento.

El comportamiento de G’ de los sistemas mixtos ubicados dentro de la region
incompatible del diagrama de fases, WPC 12%/E50LV 4% vy
WPC 20%/E50LV 4%, se muestra en las Figura 3.11b y c, respectivamente. Se
observa un efecto sinérgico en G’ para la mezcla con un 12% de WPC: por
ejemplo, el valor de G’¢q aumentd casi dos veces para este sistema mixto
(303,2 Pa) en comparacion con el valor obtenido para el gel con un 12% de
WPC (151,1 Pa) (Tabla 3.2; Figura 3.7a). En el caso del sistema binario con un
20% de WPC, el G’¢q no mostro ningun efecto sinérgico ya que exhibié un valor
de 2184,4 Pa para la mezcla, mientras que para el gel de WPC al 20%
presento un valor de G'eq de 2132,1 Pa (Tabla 3.2; Figura 3.7b). Sin embargo,
este sistema mixto muestra un efecto sinérgico de G’ al comienzo de
gelificacion (Figura 3.11c). Estos efectos sinérgicos sobre el G’ pueden
atribuirse a la separacion de fases que tiene lugar antes del proceso de
gelificacion (Pérez y col., 2006; Simonet y col., 2000). Ademas de dicha
separacion de fases, otro factor importante que contribuye a este efecto
sinérgico de G’ seria la gelificacion del polisacérido, la cual refuerza el caracter
sélido global de la mezcla gelificante. Por el contrario, la falta de efectos
sinérgicos en G’ podria deberse a la alta concentracion inicial de proteina en el
seno de la solucién binaria, lo que daria lugar a una rpida gelificacion de este
biopolimero antes de que se alcance un grado de separacion fases importante;
en este caso la contribucion del polisacarido al caracter sélido del gel mixto no

resulta de gran importancia (Tolstoguzov, 1995).
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La Figura 3.12 muestra el médulo elastico de los geles mixtos WPC/E50LYV al
enfriarse (G’ ssoc), comparado con los valores de dicho caracter para los
componentes individuales. Este parametro, G’ 3sc, tuvo un comportamiento
similar al G'¢q: €s decir esta principalmente determinado por el WPC cuando la
cantidad de E50LV presente en la mezcla es baja (sistema mixto WPC
12%/E50LV 0,25%); en los sistemas mixtos con separacion de fases, dicho
pardmetro depende principalmente de la naturaleza de la fase continua (fase
rica en WPC para la mezcla WPC 20%/E50LV 4%,; fase rica en HPMC en la
mezcla WPC 12%/E50LV 4%) (Figura 3.6).

Cabe destacar que el valor de G’ 3s¢c para las mezclas WPC 12% /E50LV
0,25% y WPC 20% /E50LV 4% resulté superior al valor de G'¢q de estos
mismos sistemas (comparacion Figuras 3.11 y 3.12). Este hecho indica el
fortalecimiento del gel durante el enfriamiento, como consecuencia del
desarrollo de puentes de hidrégeno y/o interacciones electroestaticas

(Paraskevopoulou y Kiosseoglou, 2000).
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Figura 3.12. Comportamiento del caracter solido @@ durante el enfriamiento para los geles
mixtos WPC/E50LV comparados con los valores de logpomentes individuales. EI nimero
sobre cada barra se indica él % p/p para WPC (126) 20E50LV (0,25 0 4%). La barra de

error corresponde a la desviaciéon estandar de la raedici
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Por el contrario, el Gssoc del sistema mixto WPC 12%/E50LV 4% fue inferior a
su G'eq, indicando un debilitamiento del gel atribuible a la incipiente fusion de
E50LV (comparacion Figuras 3.11 y 3.12; Figura 3.8). Con respecto a este
hecho, Tolstoguzov (1997) sefial6é que el caracter sélido (G’) de un gel mixto de
proteina y polisacérido, estaria gobernado por este Ultimo polimero cuando
este constituye la fase continua del sistema segregado.

Los valores de la tangente del angulo & (relacion G”/G’) durante el enfriamiento
(tan & 20oc) para los tres geles mixtos WPC/E50LV, comparado con el valor de
este parametro determinado para los componentes individuales, se muestran
en la Figura 3.13. El pardmetro tan &, también denominado “factor de
amortiguacion”, es una medida de la viscoelasticidad relativa de un gel (G"/G’).
Como era esperable, este pardmetro presentdé un comportamiento que
concuerda con los resultados obtenidos para el caracter solido del gel durante

el enfriamiento, G’ 3soc (Figura 3.12).
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Figura 3.13.Viscoelasticidad relativa durante el enfriamienaa § o0 para los geles mixtos
WPC/E50LV comparados con los valores de los composi@meviduales. EI nimero sobre
cada barra se indica él % p/p para WPC (12 o 20 %0y ¥ (0,25 o0 4%). La barra de error

corresponde a la desviacién estandar de la medicion.
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Por lo tanto, el gel mixto WPC 12%/E50LV 0,25% present6 un viscoelasticidad
relativa similar al gel de WPC al 12%; el gel mixto WPC 12%/E50LV 4% resultd
menos elastico (0 mas viscoso) que el gel con un 12% de WPC, debido a la
incipiente fusion E50LV; finalmente, el gel mixto WPC 20%/E50LV 4% fue mas
elastico (0 mas sdlido) que el gel de WPC al 20%, ya que existe un
fortalecimiento del gel mixto (descripto anteriormente). Nuevamente, el
comportamiento observado en estos dos Ultimos geles mixtos esta relacionado
con la naturaleza de la fase continua, constituida por la fase rica en E50LV en

el primer sistema, y por la fase rica en WPC, en el segundo.

3.4.5. Macro-estructura y propiedades texturales de los g eles mixtos
WPC/E50LV.

La Figura 3.14 muestra el aspecto macroscopico de un gel al 12 % p/p de WPC
(Figura 3.14a), y los geles mixtos con un 12% p/p de WPC, y un 0,25 o un 4 %
p/p E50LV (Figura 3.14 b y c, recpectivamente). Cabe destacar que ninguno de
estos geles presentd sinéresis.

La apariencia del gel mixto WPC 12%/E50LV 0,25% es la de un gel auto-
soportable, cohesivo y no opaco, similar al gel de WPC al 12% p/p
(Figura 3.14a).

Al aumentar la concentracion de polisacarido a un 4% p/p, se obtiene un gel
que no se auto soporta (Figura 3.14c). Como ya se mencion6 anteriormente, la
fase rica en ES50LV constituye la fase continua de este sistema mixto
(Figura 3.6a). Por lo tanto, la incipiente fusion E50LV que tiene lugar en el
enfriamiento de este gel mixto (Figura 3.10a) produce el debilitamiento de la

matriz, dando lugar a un gel débil que no se auto-soporta.
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Figura 3.14.Vista macroscoépica del gel de WPC 12% p/p (a), y dgeétes mixtos
WPC 12%/E50LV 0,25% (b) y WPC 12%/E50LV 4% (c).
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Contrariamente, la fase continua del gel mixto WPC 20%/E50LV 4% esta
constituida por la proteina, siendo el caracter sélido del gel mixto determinado
por el WPC. Asi, dicho gel mixto (Figura 3.15) resulta ser auto-soportable y

opaco, similar al gel de WPC al 20% p/p (Figura 3.15a).

Figura 3.15.Vista macroscépica del gel de WPC 20% p/p (a), y del gebm
WPC 20% p/p/ E50LV 4% pl/p (b).

Sin embargo no se debe dejar de notar, que este gel mixto mostré una
macro-estructura particulada, generada porque la fase continua rica en proteina
gelificada mantiene atrapados a los dominios dispersos ricos en ES50LV,
también gelificados, durante la etapa de enfriamiento. Finalmente, ninguno de
los dos geles presentd sinéresis, y este gel particulado resulté ser el mas firme
de los geles mixtos.

Los ensayos de textura, mostraron que la presencia de un 0,25% p/p de E50LV
no modifica la dureza y/o la elasticidad de los geles mixtos (Figura 3.16a-b), ya
gue estos parametros texturales resultaron similares a los determinados para el
gel de WPC al 12% pl/p.

Por otra parte, independientemente de si E50LV constituye la fase continua
(sistema WPC 12%/E50LV 4%) o la dispersa (WPC 20%/E50LV 4%) la dureza
de gel mixto disminuye marcadamente, en comparacion con los geles de WPC
(Figura 3.16a).
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Figura 3.16.Dureza (a) y elasticidad (b) de los geles mixtos WPQ/ESfbmparadas con los
valores obtenidos para WPC. El nimero sobre cada barindica el % p/p para WPC
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mediciones.

Con respecto a este hecho, Rosell y Foegeding (2007) sugirieron que la HPMC
podria interferir con la asociacion proteica inicial y su ulterior agregacion
durante el calentamiento, probablemente ocupando espacio dentro de la red
de proteina, causando su debilitamiento, y por ende la disminucién de su
dureza.

Por dultimo, la elasticidad disminuyé ligeramente en el gel mixto

WPC 12 %/E50LV 4 % plp, lo cual esta relacionado a la existencia de una fase
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continua de HPMC parcialmente fundida. En los otros geles no se observaron
diferencias importantes (Fig 3.16b).

3.5. Conclusiones.

Los estudios llevados a cabo en el presente capitulo demostraron que los
sistemas ternarios WPC/HPMC/agua se comportan como una emulsion agua-
en-agua, donde la micro-estructura de la misma estd determinada por la

relaciéon de volumenes entre las fases segregadas.

Asi mismo, se encontr6 que dicha micro-estructura define tanto el
comportamiento reoldgico como las caracteristicas macroestructurales de los

geles mixtos,

i) El caracter solido (G’) de los geles esta determinado por el componente que
constituye la fase continua, tanto en el equilibrio durante el calentamiento,
cuando el gel ya esta formado (G’eq), como durante el enfriamiento cuando
la matriz se endurece debido, principalmente, a la formacion de puentes de

hidrogeno (G’ 3sec)

i) De igual manera la viscoelasticidad relativa del gel en frio, tan & oc, queda

demarcada por la naturaleza de la fase continua.

iif) Sin embargo, la temperatura gelificacion (Tgel) resultd siempre similar a la
temperatura de gelificacion de la fase rica en HPMC. Una posiblemente
explicacion de este hecho, es que el reébmetro detecte la Tgel de la fase que
gelifica primero, independientemente de si esta es la fase continua o la

dispersa.

iv) Finalmente, al igual que los pardmetros reoldgicos las caracteristicas
macro-estructurales de los geles estan correlacionadas con la naturaleza de

la fase continua.
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4.1. Introduccion.

Las interacciones entre proteinas y polisacaridos en interfases son de gran
importancia para la formacién y la estabilidad de espumas y emulsiones, asi
como para el disefio de peliculas interfaciales con propiedades especificas.

En los ultimos afios se ha abordado el estudio de las propiedades interfaciales
aire-agua de proteinas del suero lacteo y otras proteinas en presencia de
polisacaridos con y sin actividad interfacial (Baeza y col., 2005; Baeza y col.,
2004; Ganzevles y col., 2006; Martinez y col., 2007; Pérez y col., 2009; Pérez y
col., 2006; Pérez y col., 2007) en condiciones donde pueden existir fenébmenos
de limitada compatibilidad termodinamica (no hay separacién macroscopica de
fases predominando el fenédmeno de volimenes de exclusion). Estas
condiciones son: pH 7, concentracion de proteina 2% maximo, concentracion
de polisacarido 1 % maximo. Los estudios interfaciales realizados permitieron
determinar la existencia de fendmenos competitivos o cooperativos entre los
biopolimeros a nivel de las peliculas interfaciales.

En el caso de las proteinas, sus propiedades tensioactivas radican en su
naturaleza anfifilica: son capaces de formar una monocapa interfacial ya que
pueden orientar sus segmentos hidrofobicos hacia la fase hidrofébica (aire o
aceite) mientras que sus regiones hidrofilicas estaran orientadas hacia la fase
acuosa (Damodaran, 1996). Mas aun, el numero de segmentos que se
distribuyen en la interfase dependerd de la flexibilidad molecular y de la
afinidad de la proteina por la subfase (Dickinson, 1992). Como se menciond
anteriormente, las principales proteinas del suero lacteo son la B-lactoglobulina
(B-lg), la a-lactalbumina (a-lac) y seroalbumina bovina (BSA), las cuales son
responsables de la capacidad espumante y emulsificante de los concentrados y
aislados de proteinas de suero (WPC y WPI, respectivamente) (Wong y col.,
1996)

Con respecto a los polisacéridos, en general, aquellos de alto peso molecular y
de naturaleza principalmente hidrofilica, no tienen una gran tendencia a
adsorberse en la interfase aire-agua. Sin embargo, los polisacéridos derivados
de la celulosa constituyen una excepcion ya que son tensioactivos, debido a la

introducciéon de grupos hidréfobos que les permiten comportarse como
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surfactantes. En el caso especifico de la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC),
dichos grupos son los sustituyentes hidroxipropilos y metilos. Asi, esta
macromolécula es capaz de adsorberse tanto en las interfase aire-agua como
aceite-agua (Ochoa-Machiste y Buckton, 1996 ; Wollenweber y col., 2000).
Pérez y col. (2006) determinaron las propiedades tensioactivas y las
caracteristicas estructurales de las peliculas interfaciales aire-agua de tres
tipos de HPMC comerciales (denominadas E4M, E50LV y F4AM). Estos autores
encontraron que las moléculas de HPMC son capaces de difundir y saturar la
interfase aire-agua a concentraciones muy bajas en la subfase. Ademas, los
tres tipos de HPMC forman peliculas muy elésticas.

Pérez y col. (2009; 2007) estudiaron las propiedades interfaciales dinamicas y
en el equilibrio, para mezclas de WPC (concentrado de proteina de suero) y
HPMC a pH 7 y concentraciones de proteina y polisacarido que permiten la
saturacion de la interfase (1 a 2 % pl/v). En estas condiciones dichos
biopolimeros presentan una limitada compatibilidad. La evolucién la de presion
superficial con el tiempo para mezclas de HPMC con WPC, mostré una
conducta competitiva, dominada por HPMC a causa de su actividad superficial
excepcionalmente alta. La componente eléstica del modulo dilatacional (Eg) de
las peliculas mixtas en tiempos cortos de adsorcion fue dominada por el
componente que se adsorbe méas rapidamente (HPMC). En tiempos largos de
adsorcion, Eq4 fue dominado por el componente con el mayor Eq (WPC). En
mezclas de HPMC vy proteina de soja se observdé un comportamiento
semejante, siendo dominada la elasticidad de la pelicula por la HPMC, la cual
presentd un E4 mucho mayor que la proteina de soja (Martinez y col., 2007).
Por otra parte, en la mezcla WPC/HPMC, en condiciones donde ninguno de los
dos componentes por si mismo satura la interfase (concentraciones del orden
de 1.10%a 1.10” % p/v) no se observa un comportamiento competitivo, sino
mas bien aditivo o sinérgico, indicando que ambos componentes coexisten en
la interfase contribuyendo en forma cooperativa al aumento de la presion
superficial. En este caso, sin embargo, la elasticidad dilatacional de las
peliculas mixtas muestra valores menores que los componentes puros

sefialando que en condiciones de no saturacion, la presencia de HPMC
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interfiere en la agregacion interfacial de WPC necesaria para estructurar la
interfase (Pérez y col., 2007)

Aunque se conoce bastante de estos sistemas, las propiedades de las
peliculas interfaciales mixtas proteina/polisacéarido, no estan del todo
caracterizadas. Como ya se menciono, en la “Introduccibn General’
(Capitulo |, seccion 1.5.2.4.), el efecto de los polisacaridos en las propiedades
interfaciales de una proteina es complejo por lo cual no se puede predecir en
forma simple el comportamiento de mezclas de proteinas y polisacéaridos
debido a la coexistencia de diferentes y complejos fenémenos (Figura 1.22).

En particular, se hace necesario estudiar la relacion entre las propiedades de la
pelicula interfacial y las caracteristicas de la subfase acuosa, dado que las
propiedades de la interfase estan afectadas por el estado estructural de los
segmentos macromoleculares subyacentes en la fase acuosa (Dickinson, 2003;
Murray, 2002). Es sabido que las propiedades de flexibilidad y afinidad tanto de
proteinas como de polisacéridos, resultan ampliamente influenciadas por
factores como el pH, la fuerza i6nica, y la temperatura de la subfase
(Damodaran, 1996).

Por tanto, la comprension del impacto de las condiciones existentes en la
subfase sobre las propiedades de las peliculas interfaciales mixtas
proteina/polisacérido, resulta crucial para el desarrollo tecnolégico y funcional

de las dispersiones alimenticias.
4.2. Objetivo.

Estudiar el comportamiento interfacial en relacion al pH, de mezclas de

B-lactoglobulina y HPMC en condiciones de compatibilidad termodinamica.
4.3. Materiales y Métodos.
4.3.1. Materiales.

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).  Se utilizé una hidroxipropilmetilcelulosa

de amplio uso comercial, denominada Methocell® E50LV (Dow Chemical
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Company®), la cual fue gentilmente donada por Colorcon-Argentina. Esta es

una HPMC de calidad alimentaria y fue utilizada sin purificacién posterior.

B-lactogobulina (B-lg). La B-lactogobulina utilizada (BioPURE B-lactoglobulin)
se adquiri6 de Davisco Foods International Inc. (Le Sueur, MN, USA).
Composicion del polvo: 97,8 % de proteina (base seca) siendo B-lactoglobulina
el 93,6 % del total de proteinas, 0,3 % de grasa, 1,8 % de ceniza 'y 5,0 % de

humedad.

Otros reactivos quimicos. Todo el material de vidrio a emplear para preparar
cualquier solucién se lavo perfectamente con detergente, se enjuagd con agua
destilada, y se tratdé con mezcla sulfocrémica (&cido sulfarico concentrado y
persulfato amoénico, en una concentracion de 8 g/l); después se volvio a
enjuagar con agua destilada. Este procedimiento tiene como objeto eliminar
residuos de grasa o cualquier sustancia tensioactiva.

Las soluciones buffer se prepararon en agua desionizada (resistividad 18
MQ.cm) obtenida de una unidad Milli-Q™ (Millipore, Billerica, MA, USA). Cada
reactivo en polvo se pesé en una balanza analitica (VXI, Modelo 60/220, PCE
Grupo Ibérica S. L., Tobarra, Espafa). El buffer de pH 3 (acetato) se obtuvo
disolviendo en agua desionizada acido acético (CHs-COOH) y acetato de sodio
(CH;COONa) de grado analitico (ambos de Sigma-Aldrich Chemie Gmbh;
pureza > 99,99%) en las proporciones adecuadas para que la fuerza ionica de
la solucién sea 0,05 M. A dicho buffer se le afiade unas gotas de solucion de
azida sodica (NaN3) 0,2 N (Sigma-Aldrich, de pureza > 99,99 %), la cual actda
como agente antimicrobiano, y se ajusta el pH con el agregado de HCI 1N o
NaOH 1N. Para preparar el buffer de pH 6 (fosfato) se disolvioé también en agua
desionizada, potasio di-hidrogeno fosfato (KH,PO,) y potasio hidrogeno fosfato
(KoHPO4) (ambos provistos por Sigma-Aldrich Chemie Gmbh; pureza 99,9 %)
en la proporcion adecuada para conseguir una solucion de fuerza iénica 0,05.
En este caso también se agregan unas gotas de azida sédica 0,2 N, y se ajusto
el pH con HCI 1IN o NaOH 1N. El pH de las de los buffer se verificé con un
medidor de pH modelo A920 de Orion Research Inc. (Beverly, MA, USA).
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4.3.2. Preparacion de soluciones madres.

Se prepar6 una solucién madre de B-lg en buffer fosfato (pH 6) o buffer acetato
(pH 3), a una concentracion del 4% p/v. La masa requerida de polvo se pesé en
una balanza analitica (VXI, Modelo 60/220, PCE Grupo Ibérica) y fue
dispersado en el buffer correspondiente a temperatura ambiente (25°C), con
agitacion durante 15 minutos (agitador magnético modelo C-MAG HS7, IKA®,
Wilmington, NC, USA) para permitir la completa disolucion. Después de la
preparacion, esta solucion se almacend en heladera (4°C).

La solucion madre de E50LV se prepar6 al 1% p/v dispersando el polvo en el
buffer, de pH 6 o 3 (previamente calentado a 85 °C), con agitacion manual para
permitir la disolucion completa del polvo. Luego, se enfri6 la solucibn a
temperatura ambiente (25 °C) mediante bafio en agua, y se agrego la masa de
agua perdida por evaporacion. Por ultimo, esta solucién se almacend en
heladera a 4 °C por 24 hs para permitir que el polisacérido alcanzara el méximo
grado de hidratacion.

Antes de los experimentos, ambas soluciones madres fueron llevadas a
temperatura ambiente (25 °C) utilizando un bafio termostatico (modelo HBR 4,
IKA®, Wilmington, NC, USA).

4.3.3. Preparacion de los sistemas mixtos.

Las soluciones binarias de proteina y HPMC se prepararon mezclando
volimenes de ambas soluciones de modo tal de obtener el sistema mixto con
2 % p/v B-lg y 0,5 % p/v de E50LV al pH requerido. Posteriormente, la mezcla
se sometio a agitacion durante 30 minutos (agitador magnético modelo C-MAG
HS7, IKA®) para lograr una distribucién homogénea de los componentes.
Luego se control6 el pH con un pH-metro modelo A920 de Orion Research Inc.,
y se almacend en heladera a 4 °C por 24 hs para lograr el equilibrio de los
componentes en la mezcla. Antes de los experimentos, la mezcla fue llevada a
temperatura ambiente (25 °C) utilizando un bafio termostéatico (modelo HBR 4,
IKA®).
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4.3.4. Determinacion de las propiedades interfaciales.

Por definicién, la tensién superficial se mide en la interfase gas-liquido,
mientras que la tension interfacial es medida en la interfase liquido-liquido.
Ambas propiedades son determinadas usando instrumentos denominados
tensiometros superficiales o interfaciales, respectivamente. Estos tensiémetros
son empleados para obtener informacién sobre las caracteristicas de las
superficies o de las interfases y las propiedades de los emulsionantes en
solucion, tales como su concentracion en exceso, su presion superficial, la
concentracion micelar critica y la cinética de adsorcion (Carrera Sanchez, 2000;
Evans y Wennerstrom, 1994).

Existe una amplia variedad de tensiometros; estos difieren dependiendo del
principio fisico en el que se basan, el disefio mecanico, de si las medidas son
estaticas o dinamicas y de si son capaces de medir la tension superficial, la
interfacial, o ambas. Las medidas estaticas se realizan en superficies 0
interfases que se encuentran en equilibrio, mientras que las dindmicas se
llevan a cabo en sistemas que no se encuentran en equilibrio (Carrera
Sanchez, 2000).

4.3.4.1. Determinacion de la tension superficial.

Los métodos empleados en esta parte del trabajo fueron los siguientes,

i) Método estatico basado en la medida de una fuerza: Tensiémetro tipo
Wilhelmy.
i) Método dinamico basado en una medida geométrica: Tensiometro de

gota.

Mediante estas técnicas se estudiaron las propiedades interfaciales de la
proteina y el polisacarido individualmente, asi como también de las mezclas
detalladas en la seccion anterior.

En el tensiometro tipo Wilhelmy sélo se estudiaron los biopolimeros

individualmente, a pH 6 y 3, en concentraciones seriadas que fueron desde
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1.10" hasta 1.10® % p/v. En el tensiémetro de gota, las mediciones de la
proteina y el polisacérido individuales se llevaron a cabo a pH 6 y 3, en

concentraciones de 2y 0,5 % p/v, respectivamente.

i) Tensiometro Tipo Wilhelmy. Determinacion de isotermas presion superficial

(r) en funcion de la concentracion.

Esta técnica posee una gran importancia debido a su universalidad, precision y
simplicidad. Se fundamenta en que las moléculas de la interfase estan sujetas
a un esfuerzo (tension). Cuando un cuerpo solido se pone en contacto con la
interfase, la tension interfacial actta a lo largo de la linea de mojado.

El equipo empleado para realizar las medidas de tension superficial en el
equilibrio fue un tensiometro digital Sigma 701 (KSV, Finlandia). En este tipo
de tensiometro se utiliza como sistema de medida una lAmina de platino
rectangular, suspendida verticalmente, con una geometria exactamente
conocida. El borde inferior de la lamina se pone en contacto con el liquido y se
moja, de ese modo la fuerza F con que es empujada la lamina mojada hacia el
liquido puede medirse (Figura 4.1).

0 A

Fuerza (mN/m)

Placa rugosa de
platino

Longitud mojada (L)

Placa

Liquido

Angulo de contacto (6)

Figura 4.1.Placa del tensiémetro tipo Wilhelmy en posicién de medida.
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Si Ly es la longitud mojada, entonces la tension superficial (o) se define como,

F“
)= = (1)

Ly.cos8

donde 6 es el angulo de contacto (entre la superficie de la lAmina y la tangente
a la linea de mojado). Para medir tensiones interfaciales, la placa debe mojarse
completamente en el liqguido que se encuentra en un vaso o0 capsula de
medicion.

El tensidbmetro mencionado anteriormente, consta de un vaso circular
(termostatizado) con un area 63,6 cm’ donde se introduce la capsula
conteniendo la solucién acuosa que se desea medir. La longitud mojada de la
placa de platino esta determinada por 2| + 2b, donde |, es el largo de la placay
b, su espesor. En este caso las dimensiones de la placa son: | =19,9mmyb =
0,1 mm por lo que L, = 40 mm. La temperatura del sistema se mantiene
constante + 0,5 °C, mediante circulacion de agua por una camisa que rodea el
recipiente de medida desde un termostato. La Figura 4.2 es una representacion

esquemética del equipo.

Visor digital de
" la medicién

— Placa de Wilhelmy
Capsula contenedora
de muestra >

Camisa de termostatizacién
€ (con circulacién de agua)

Figura 4.2. Esquema del Tensiémetro de Wilhelmy.
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Este equipo se utiliz6 para realizar medidas de la presion superficial de

equilibrio de todas las sustancias tensioactivas empleadas.

Dicha presion (TTeq) Se determina a partir de la medida de la tension superficial,

Heq =0y — Op (2)

donde oo es la tensién superficial de la fase acuosa en ausencia de
tensioactivo y o es el valor de equilibrio correspondiente a la tension
superficial cuando en la interfase acuosa hay un exceso de tensioactivo.

Para obtener los valores de equilibrio, se siguid el siguiente procedimiento: una
vez preparadas las soluciones, se conservaron a 4 °C durante 24 h con el
objetivo de alcanzar el estado de equilibrio, momento en cual la tensién
superficial fue medida. Se vertieron aproximadamente 25 ml de solucion de la
proteina o el polisacérido a medir en la cdpsula de medicion. En primer lugar se
ajusto el cero con la placa suspendida cerca del liquido. Luego, se subio la
plataforma con el vaso que contiene el liquido hasta que este entra en contacto
con la placa, momento en el cual comenzé la medida. De esta manera se mide
la tension superficial de la interfase a la temperatura constante, 25 °C. Se
asumid que la tension superficial alcanza el equilibrio, cuando la medida no
varia mas de 0,1 mN/m en 30 minutos, momento en el cual finalizé la medicion.
Como norma general, en todas las experiencias realizadas con el tensiometro
de Wilhelmy, antes de realizar cualquier medida de tension superficial, la placa
de platino se calenté a la llama de un mechero Bunsen, con el fin de eliminar
cualquier impureza que puediera contaminar la superficie. Los vasos que
contenian las soluciones se limpiaron cuidadosamente, usando mezcla
sulfocromica, enjuagadas con agua destilada varias veces y secadas por ultimo
a la llama del mechero.

Con los datos obtenidos de la tensién superficial de equilibrio, se construyeron
las isotermas de presion superficial, las cuales constituyen la representacion de
la presion superficial en funcién del logaritmo en base diez de la concentracion

del biopolimero en el seno de la fase.
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i) Tensiometro de Gota. Determinacion dinamica de la presion superficial (1) a

partir del perfil de la gota.

Los métodos de gota sésil y pendiente pueden ser empleados para determinar
tensiones dindmicas superficiales o interfaciales de liquidos (Couper, 1993;
Hunter, 1986).

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 debido a que esta forma minimiza el &rea de contacto entre
el liquido y su alrededor. Por otro lado, las fuerzas gravitacionales tienden a
ocasionar una gota aplanada (si se encuentra sobre una superficie sdlida) o
una gota elongada (si se encuentra colgando de una superficie sdélida). La
forma de equilibrio adoptada por la gota est4 determinada por su volumen,
densidad y su tensién superficial o interfacial (McClements, 1999).

A continuacién se describe el método de la gota pendiente, que fue el método
empleado en el presente trabajo. Mediante este método se puede obtener
dindmica y simultdneamente la tension interfacial/superficial de la pelicula y las
propiedades reoldgicas de las mismas.

Las mediciones dindmicas de tension superficial de las peliculas interfaciales
aire-agua se realizaron en un tensibmetro automético de gota modelo Tracker
IT Concept (Longessaigne, Francia). La Figura 4.3 muestra un esquema del
equipo donde se pueden distinguir dos zonas principales, las cuales se

describen a continuacion,

i) Dispositivo de formacion de la gota. En éste se forma y se controla la gota
gue se encuentra dentro de la cubeta. Consta de dos partes; la primera de
ellas formada por la jeringa que termina en un capilar (aguja), su cubierta
(control de temperatura), y su sistema de impulsion; la segunda, formada
por una cubeta de vidrio (paralelepipedo de dimensiones: alto 40 mm, largo
20 mm, ancho 10 mm) y una camisa termostatizada donde se introduce
ésta. En ambos casos, la temperatura se controla por medio de un bafio de
circulacién de agua, que opera en un rango de 10 a 60 °C. Finalmente, las
dos partes estan montadas en un dispositivo que permite realizar

movimientos verticales y laterales de forma separada. Como ya se
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menciono en este trabajo se empled la configuracién de la gota pendiente.
Esta se emplea cuando la densidad de la gota es mayor que la del fluido
que se encuentra en el interior de la cubeta, en este caso, aire. Asi, la gota
gueda colgando del extremo de la aguja de la jeringa, y la tensién interfacial
entre dos fluidos se determina mediante el andlisis del perfil de la gota cuya

punta queda dentro de la cubeta.

ii) Sistema o6ptico. Incluye una fuente de luz, lentes y una camara CCD. La
gota se ilumina mediante una fuente de luz uniforme, de forma que su perfil
gueda registrado con la ayuda de la cAmara CCD y la computadora.

Monitor

Piston motor
de jeringa y 4

Jeringa

Aguja
Fuente de luz

Camara (CCD)

Figura 4.3. Representacion esquematica del tensiémetro de gotdetaile de sus

componentes.

Finalmente, todo el equipo queda confinado dentro de una camara de
proteccion, la cual tiene sus paredes completamente oscuras. Dicha camara
estd montada sobre una mesa anti-vibratoria. Ambas cumplen la funciéon de
proteger a la unidad de medicién de las perturbaciones procedentes del
exterior.

Antes de comenzar la medicion se procede a la limpieza de la jeringa con la
aguja en su extremo para eliminar toda impureza que pueda existir en el interior

de la misma (repetidos lavados primero con hexano, luego con etanol, y
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finalmente con agua desionizada). Una vez limpia y seca, se succiona un
volumen de solucién correspondiente a la capacidad total de la jeringa.
Posteriormente se coloca la jeringa en un soporte especialmente disefiado para
mantenerla en posicion vertical teniendo en cuenta que la aguja quede
introducida en la cubeta de vidrio. Se observa en la pantalla del monitor la
punta de la aguja, la cual debe quedar perfectamente centrada en la parte
superior de la imagen.

El paso que sigue es la formacion de la gota en el extremo de la aguja que se
produce automaticamente una vez que comienza la medicion, indicando en el
programa la cantidad de microlitros a descargarse para su formacion. Una vez
formada la gota, comienza inmediatamente la adquisicion de datos de tension
superficial en funcién del tiempo. Para ello, la fuente de luz difusa permite la
visualizacion de la gota, la cual es captada mediante la cAmara de video. La
sefal de video se transmite a un procesador-digitalizador que graba y envia las
iméagenes a la computadora, la cual realiza el andlisis de imagen y los célculos
necesarios sobre datos geométricos de la gota: con estas imagenes se obtiene
el perfil completo de la gota, lo que permite calcular el valor de la tension
superficial en un periodo de tiempo muy corto y con una gran precision
mediante la optimizacion de dicho perfil con un sistema de ecuaciones. En este
caso el perfil de la gota se proceso de acuerdo con la ecuacion de Laplace para

obtener la tension superficial,

1 d 2

——(x-sen g)=—-C-z (3)

xdx b

donde x y z son las coordenadas cartesianas en una posicion dada del perfil de
la gota, b es el radio de curvatura en el punto mas bajo de la gota, ¢ es el
angulo de la tangente al perfil de la gota y C es una constante de capilaridad
(C = g Ap/o, donde o 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 la tension interfacial (o). La exactitud promedio de
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 que
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oscila entre 0,5 y 1,5 %, correspondiendo la reproducibilidad minima a
temperaturas altas (Rodriguez Patino y col., 1999). Cada medicion tuvo una
duracion aproximada de 12000 segundos. Concluida esta, se retird la jeringa,
se descarté la solucion y se procedié con el protocolo de limpieza que consta
de repetidos lavados de la jeringa con hexano, seguidos de enjuagues con

etanol, y finalmente con agua desionizada.

4.3.4.2. Determinacion de las propiedades reologicas de las p  eliculas

interfaciales.

Las propiedades reoldgicas describen el comportamiento mecanico de las
interfases. Estas determinaciones también se realizaron en el tensiébmetro
automético de gota Tracker IT Concept.

Se determinaron los siguientes pardmetros viscoelasticos: el mddulo
dilatacional superficial (E), con sus componentes eléstica (Eq) y viscosa (E,), y
el angulo de desfase (8) que es una medida de la viscoelasticidad relativa de la
pelicula. Estos datos se registraron en funcion del tiempo, de la amplitud de la
deformacion (AA/A) y de la frecuencia de oscilacion (w). EI método consiste en
someter a la gota a una compresion-expansion sinusoidal controlada
autométicamente, a la frecuencia y amplitud deseadas, para la obtencion de los
parametros reoldgicos. Se determiné la variacion del area (%), de manera que
estuviera en la regién viscoelastica lineal. De este modo, en todas las
experiencias se mantuvo constante la amplitud y la frecuencia a 10 % y 100
mHz, respectivamente. A partir de los 180 segundos, se somete a la gota a
repetidos ciclos de oscilaciones sinusoidales (duracién 200 segundos) seguidos
por periodos sin oscilacién (duracion 400 segundos), hasta completar el tiempo
total de la medicion (12000 segundos).

El software permite la adquisicion, el andlisis de imagen y la realizacion de los
calculos necesarios para la obtencion de los parametros reoldgicos.

El mddulo dilatacional superficial se determina a través del cambio de tension
superficial, do, (ecuacion 4), que resulta de un pequefio cambio sinusoidal en el
area superficial de la gota, dA, (ecuacion 5), segun la ecuacion 6 (Lucassen y
Van Den Tempel, 1972),
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a = 0y Ssen (w. t + o) (4)

A=A, sen (w.t) (5)
_ bde _ drm (6)
T dA/A dlnAa

donde gy y Ag son las amplitudes del esfuerzo y deformacion, respectivamente,
0 es el angulo de desfase entre la deformacion y esfuerzo aplicado, y t es el
tiempo.

El médulo dilatacional superficial (E) se compone de una parte real y otra
imaginaria,

E=E;+iE, (7

La parte real del médulo, o componente de almacenamiento, es la elasticidad
dilatacional superficial, Eq = |E| - cos &. La parte imaginaria del mddulo, o
componente de pérdida, es la viscosidad dilatacional superficial,
E, = |E| - sen d.

Mediante la relacion entre la componente de pérdida y la de almacenamiento
puede determinarse la tangente del &ngulo de pérdida (ecuacién 8), que es el
desfase de la respuesta de la tension (o la presion) superficial respecto a la

deformacion que se ha realizado.

fan o = E./ Ey (8)

Esta magnitud proporciona una idea de cuan elastica es la pelicula, de forma
que si su valor es muy pequefio se considera que la pelicula es practicamente
elastica, y por ello, la respuesta de la pelicula sera inmediata a la perturbacion
a la que se somete. Si por el contrario se trata de un valor alto, nos indicara

que en la pelicula hay pérdida de energia suministrada, por lo cual no
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respondera tan rapidamente a la perturbacion externa. En estos casos, se
asocia a la pelicula un comportamiento viscoso en cierto grado, que depende
del valor del angulo de pérdida.

Para un material perfectamente elastico el esfuerzo y la deformacion estan en
fase (0 = 0°), y el término de la parte imaginaria del modulo es cero. En este
caso, la tangente del angulo de pérdida (tan &) es cero. En el caso de un
material perfectamente viscoso, & = 90°, la parte real del médulo es cero y
tan & = 1.

Todas las mediciones fueron realizados a una temperatura de 25 °C, la cual se
mantuvo constante con una variacion de 0,1 °C por circulacion de agua desde
un bafo termostatizado. Antes de comenzar la medicion y al finalizar la misma,

la jeringa se limpi6 segun el protocolo mencionado anteriormente.

4.3.5. Andlisis estadisticos.

Los datos de los distintos pardmetros interfaciales obtenidos para tres réplicas
se promediaron y se informan como su media y desvio estandar. Para la
determinacion de dichas medidas o parametros estadisticos se utilizo el

software Microsoft Excel (Microsoft Corp.).

4.4 Resultados y discusion.

4.4.1. Isotermas de adsorcion ( 1 vs concentracion) para B-lactogobulina

(B-lg) y E50LV en la interfase aire-agua a pH 6y 3.

En primer lugar se estudio el comportamiento individual de B-lg y E50LV en las
interfases aire-agua en el equilibrio, mediante el tensibmetro tipo Wilhelmy, a
pH 6 y 3. Las isotermas de adsorcion (1r vs concentracion) para -lg y E50LV
se muestran en las Figuras 4.4 y 4.7, respectivamente. Tanto para la proteina
como para el polisacarido, las isotermas de presion superficial mostraron un
comportamiento sigmoideo, tipico de biopolimeros surfactantes (Alvarez
GOmez y Rodriguez Patino, 2006; Pérez y col., 2006; Pérez y col., 2007;
Rodriguez Patino y col., 2008).
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Figura 4.4.Isotermas de adsorcion pd-g a pH 6 @) o pH 3 ). Temperatura 25 °C,
| = 0,05M, (flechas: indican el cambio de estructurdemdar “expandida” a “condensada”; pH

6: linea continua, pH 3: linea punteada; barra error: destandar).

Con respecto a las proteinas en general, y para -Ig en particular, la adsorcion
a la interfase aire-agua puede ser interpretada de la siguiente manera. A bajas
concentraciones, cuando la presion superficial esta cercana a cero, los
residuos hidrofébicos se ubican en la interfase aire-agua pero el numero de
ellos es pequefio como para causar un descenso notable en la tension
superficial. A mayores concentraciones, se constituye una monocapa de
moléculas adsorbidas con una conformacion “expandida” la cual sufre una
transicion a estructura “condensada” al continuar aumentando la concentracion
del biopolimero en la interfase. La presion a la cual ocurre esta transicion se
denomina “presion critica”, . El estado de pseudo-equilibrio es alcanzado
cuando la monocapa esta saturada de moléculas de proteina irreversiblemente
adsorbidas. A més altas concentraciones, las moléculas de proteina forman
multicapas. Este fenédmeno corresponde al colapso de la monocapa, y ocurre a
una presion denominada “presion de colapso”, Ty (Graham y Phillips, 1979a;
1979b; Pérez y col., 2006). En el caso de las proteinas se habla de un estado

de pseudo-equilibrio, ya que no es posible observar un equilibrio real de
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adsorcion. Por lo tanto se asume el valor de pseudo-equilibrio cuando la
presion superficial medida después de 24 horas no cambia por mas de 0,1
mN/m comparandolos con los valores a 48 horas (Benjamins, 2000; Rodriguez
Nifio y Rodriguez Patino, 1998).

Como puede observarse en la Figura 4.4, en el rango de concentraciones
5.107<C<1.10 % p/p, B-lg muestra una actividad superficial significativamente
mayor cuando se encuentra a pH 6. En este caso, la presion superficial
aumenté con la concentracién desde un valor de 2,5 + 0,5 hasta uno de 17,3 +
0,3 mN/m. Wiuistneck y col (1999) encontraron un comportamiento similar
trabajando con esta proteina a pH 7. Luego, se observé un ascenso gradual en
la presion superficial hasta alcanzar el estado final de pseudo-equilibrio. Como
se menciond anteriormente, este fendbmeno se debe a que la interfase se
encuentra saturada con el biopolimero, produciéndose el colapso de la
monocapa a una “presion de colapso” (1c). En este caso ¢, fue de 23,5+ 0,5
mN/m, a una concentraciéon de 1.10™" % p/p. Wiistneck y col (1999) reportaron
una Tieq de aproximadamente 25 mN/m para B-lg a pH 7. En la Figura 4.4,
también se sefialan con flechas la transicion de la proteina, desde la estructura
molecular “expandida” a la “condensada”, para cada pH (6: linea continua; 3:
linea punteada). Puede observarse que a pH 6, B-lg sufre dicha transicion a un
valor de 1., de 13,5 + 0,2 mN/m con una concentracién 5.10° % p/p. Valores
similares de .o Y TTer S€ reportan en literatura, para B-Ilg a pH 7 (Baeza y col.,
2004; Wistneck y col., 1999).

Cuando se trabajo con la B-Ig a pH 3, la isoterma de adsorcidén present6 una
tendencia similar a la observada a pH 6, considerando el mismo rango de
concentraciones (5.10°<C<1.10? % p/p): es decir, la presién superficial
aumentd con la concentracion, pero en este caso desde un valor de 0,7 £ 0,1
hasta uno de 15,0 + 0,3 mN/m (Figura 4.4). También cabe destacar que dentro
de este rango de concentraciones la presion superficial permanecio
aproximadamente constante alrededor de un valor 0,7 mN/m, hasta alcanzar la
concentracion de 1.10™ % p/p, donde comienza a aumentar hasta alcanzar el
valor pseudoequilibrio. En cuanto a la transicion de la proteina, desde la
estructura molecular “expandida” a la “condensada” (Figura 4.4, flecha

punteada), ésta ocurridé a un valor de 11, de 11,5 + 0,2 mN/m, levemente menor
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al obtenido a pH 6 (13,5 = 0,2 mN/m), pero en este caso a una concentracion
un orden menor, 5.10™ % p/p.

La diminucion en la actividad superficial de la B-Ilg a pH 3 y a concentraciones
menores a 1.107 % p/p se debe a cambios conformacionales de la proteina con
el pH. Aanque la B-lg mantiene su estado nativo en un amplio rango de pH,
ésta sufre leves cambios conformacionales pH dependientes (Taulier y
Chalikian, 2001). Dentro de dichos cambios, la transicion de Tanford es la mas
importante porgue se cree que esta relacionada con la funcion biolégica de la
proteina (principalmente, el transporte de acidos grasos). Tanford y col. (1959)
encontraron que este cambio conformacional estd acompafiado por una des-
protonacion reversible del grupo carboxilo del acido glutdmico ubicado en la
posicion 89 (Glu 89) (Figura 4.5). Este aminoacido se encuentra en el “rulo”
ubicado sobre unos de los extremos de la cavidad central. Cuando Glu 89 se
halla protonado se esconde dentro de dicha cavidad llevando a la B-Ig a una
estructura “cerrada”. Si este residuo, en cambio, esta expuesto y
des-protonado la B-Ig se encuentra en forma “abierta” (Figura 4.6). Este cambio
conformacional pareceria controlar la unién a ligandos de la p-lg, dado que este
“rulo” regularia el acceso a la cavidad central hidrofébica (Qin y col., 1998).

Una de las principales caracteristicas de la B-lg es su capacidad de unir
diversos ligandos hidrofébicos, por ejemplo acidos grasos, siendo la cavidad

central el principal sitio de union de dichos ligandos (Kontopidis y col., 2004).

30 S , C-Helix

il I " ﬁK
I A
(;@_Wﬁlfxr‘r @”

Glu 89

Figura 4.5. Representaciéasquematica de la secuencia aminoacidigalgemostrando el
residuo de acido glutamico ubicado en la posicion 89 §8).
Adaptado de Sakurai y col. (2009)
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Sakurai y col. (2009) estudiaron el plegamiento de B-lg en funcion del pH
determinando que a pH 3 la mayoria de las moléculas de proteina se
encuentran en el estado “cerrado”, mientras que a pH 6 existe una mayor

proporcién de moléculas que se encuentran en el estado “abierto” (Figura 4.6).

Forma "abierta"
Glu 89 des-protonado (des-protonada)

Jil 1 > A@lp

Ruptura de puentes H

EF g

Forma "cerrada”
(protonada)

Figura 4.6.Proceso de la transicion conformacionaPeg, desde el estado “cerrado” al
“abierto”. Esta es una ilustracién de los pasos de lgitiéan de Tanford.
Adaptado de Sakurai y col. (2009)

Por lo tanto, a pH 6, B-Ig en su estado “abierto” expone una mayor cantidad de
grupos hidrofébicos, lo que permitiria adsorberse a la interfase aire-agua con
mayor facilidad que a pH 3, donde se encuentra en su forma “cerrada”.
Finalmente, por encima de una concentracién de 1.102 % p/p, la presion
superficial continia aumentando con el incremento de la concentracion, pero ya
no se observan diferencias en el comportamiento de la proteina con respecto al
valor del pH, debido a que la cantidad de B-lg a dicha concentracién seria
suficiente para saturar la interfase independientemente del estado
conformacional de la proteina.

La Figura 4.7 muestra el efecto de la concentracion de E50LV sobre la presion
superficial de equilibrio a pH 3 y 6. Al igual que en el caso de la B-lg, y también
como otros polisacaridos (Pérez y col., 2006) se consider6 el equilibrio en la

presion superficial después de 24 h. El comportamiento observado para las
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soluciones de E50LV a ambos valores de pH fue sigmoideo, tipico de

biopolimeros con actividad superficial.

8§ ——1———T——T1—"—1—+—T1—"1—T1—"r—1——1——135
30 - EH3 430
25 4 425
—_ |
E 20 4 420
—~
% 15 - —415
~— ]
10 - =410
S .
54 45
04 40
-5 T T T T T T T T T T T -5
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-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2

log Cgs0/(%)

Figura 4.7.1sotermas de adsorcion para ES0LV. pH#9, @ pH 3 ¢). Temperatura 25 °C,
I = 0,05 M, (flecha: indican el cambio de estructudenular “expandida” a “condensada”; pH

6: linea continua, pH 3: linea punteada; barra error: destandar).

El valor de la presion superficial aument6é con la concentracion de E50LV en
todo el rango de concentracion estudiado. A los dos valores de pH estudiados,
la E50LV mostr6 actividad superficial desde una concentracion de 5.107 % pl/p.
Existen diferencias significativas a concentraciones menores a 1.10* % pl/p,
donde se da un mayor valor de 1T a pH 6. A valores de concentracion mas altos,
no se observaron diferencias significativas entre pH 6 y 3, respecto de las
isotermas 1-concentracion (E50LV). A diferencia de la proteina, en este caso,
no se observo una transicion estructural en la isoterma (1¢r) lo cual coincide
con lo reportado previamente por Li y col. (2008) y Pérez y col. (2006), para
esta HPMC. Sin embargo, para hidroxipropilmetilcelulosas con otras
caracteristicas moleculares se ha observado la existencia de una 11, (Pérez y
col., 2006),
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Aunque las diferencias resultan levemente significativas, existe una menor
actividad interfacial de E50LV a pH 3 y concentraciones menores a 1.10* %
p/p. Si bien la HPMC es un polisacarido no-ionico, Camino y col. (2009)
demostraron que el potencial Z (medida de la densidad de carga de una
molécula) presenta un valor ligeramente negativo a pH 3. Asi, las moléculas
que van llegando a la interfase desde la subfase, ven impedida su adsorcién
debido a la presencia de la carga de las moléculas previamente adsorbidas.
M&s aun estos autores demostraron que las propiedades de las peliculas
interfaciales formadas por dicho polisacarido se ven disminuidas cuando el pH

es igual a 3.

4.4.2. Dindmica de formacion de las peliculas mixtas de B-lactogobulina

(B-lg) y E50LV en la interfase aire-agua a pH 6y 3.

La evolucion de la presion superficial con el tiempo para la mezcla B-Ig/E50LV
a pH 6 o 3, fue determinada por medio de un tensiometro automético de gota,
en un sistema mixto con 2 % p/p de B-lg y 05 % p/p de ES50LV,
concentraciones a las cuales ambos biopolimeros saturaron la interfase aire-
agua en el equilibrio (isotermas 1-concentracion en la subfase, descriptas en
apartado anterior del presente capitulo).

La presion superficial () en funcion del tiempo para el sistema mixto
B-Ig/E50LV se muestra en la Figura 4.8 ay b, para pH 6 o 3, respectivamente.
En la misma figura se presenta también la evolucién de la presion superficial
con el tiempo para los componentes solos (B-Ig y E50LV) a la concentracion en
que se presentan en la mezcla.

La presion superficial aumenté inmediatamente después de la formacion de la
gota lo cual esta asociado con la adsorciéon de la proteina (Baeza y col., 2005;
Damodaran y Song, 1988; Graham y Phillips, 1979a; 1979b) y/o el polisacarido
(Pérezy col., 2006; Pérez y col., 2008).

En primer lugar, cabe destacar que el comportamiento dinamico de la presion
superficial de los componentes individuales no varia con el pH (comparacion
Figura 4.8 a y b); este resultado se debe a que ambos biopolimeros estan en

concentraciones (2% p/v de B-lg y 0,5 % p/v de E50LV) por encima de la
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saturacion de la interfase: como evidenciaron las isotermas Tr-concentraciéon
(Figuras 4.4 y 4.5). No existe variacion de la presion superficial de equilibrio
con el pH, para ninguno de los dos biopolimeros, cuando estan en

concentraciones de saturacion de la interfase.
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Figura 4.8. Dependencia de la presion superficial con el tiempaddercion para la mezcla de
B-lg (2% p/v) y E50LV (0,5 % p/v) adsorbida en la integfagre-agua, a pH 6 (a) o 3 (b).
Temperatura 25 °C, | = 0,05 M:(-lg; ¢: ES0LV; A: mezcla).
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Por otra parte, independientemente del pH, E50LV tiene mayor actividad
superficial que B-lg. La B-lg alcanz6é un valor de presion superficial a altos
tiempos de adsorcién (6000 s) de 25,5 + 1,2 mN/m, el cual esta dentro del
orden de los valores reportados previamente para esta proteina. Baeza y col.
(2005) reportaron un valor de 1 (5000 s) de 23 mN/m trabajando con una
solucion de B-lg al 2 % p/v a pH 7, el cual coincide con el valor encontrado por
Waniska y Kinsella (1985) para una solucion de B-lg, también al 2 % p/v, pero a
pH 6,3 y luego de 6000 s de adsorcion.

Con respecto a E50LV, se ha reportado en literatura un valor de 28,7 mN/m
luego de 10800 s de adsorcién, para una solucién al 1 % p/v a pH 7 (Pérez y
col., 2008). Para dicho tiempo se adsorcion, el valor de presion superficial
encontrado para la solucion al 2 % p/v de E50LV a pH 6 resultdé dentro del
mismo orden, 30 £1,5 mN/m.

Independientemente del pH, existe una adsorcion competitiva entre B-lg y
E50LV, la cual puede deducirse de la comparacién de las curvas T-tiempo para
los biopolimeros simples y para la mezcla. Debido a que B-lg es menos activa
superficialmente que E50LV a estas concentraciones, el reemplazo de E50LV
por B-lg, en los sistemas mixtos disminuye el valor de la presién superficial en
la mezcla. La adsorcion competitiva entre biopolimeros puede afectar en forma
directa a la presion superficial por desplazamiento del componente mas activo
superficialmente por otro con menor tensioactividad.

A pH 6 (Figura 4.8a) puede observarse que E50LV siempre domind la presion
superficial de la mezcla, lo cual se hace mas evidente a largo tiempo de
adsorcion (més de 8000 s). Resultados similares se reportaron para mezclas
de WPC y E50LV a pH 7 (Pérez y col., 2007). En cuanto a la mezcla de pH 3
(Figura 4.8b), el comportamiento dinamico es levemente diferente: a tiempos
cortos de adsorcion (menos de 1000 segundos) la presion superficial de la
mezcla esta dominada por la E50LV, mientras que a tiempos largos (mas de
8000 s) la presion superficial de la misma alcanza un valor intermedio a la de
los componentes individuales. Esto indica que a pH3 la B-lg compite més con
E50LV por la interfase que a pH 6. Este comportamiento se deberia a las
diferentes condiciones de compatibilidad entre ambos biopolimeros al variar el

pH. A pH 6 y a la concentracion del presente ensayo, B-lg y E50LV presentan
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una limitada compatibilidad termodinamica lo cual se deduce del diagrama de
fases del sistema mixto WPC/E50LV descripto en el Capitulo Ill (seccion 3.4.1.;
Figura 3.4) y considerando que la B-lg es la proteina mayoritaria del WPC.

En cambio a pH 3, B-lg y ES0LV son parcialmente compatibles. A pH 3 la 3-lg
esti cargada positivamente (pH<pl), mientras que E50LV, a pesar de ser un
polisacarido no-idnico, posee una densidad de carga negativa (Camino y col.,
2011). Esta existencia de cargas opuestas en ambos biopolimeros promueve la
mayor compatibilidad. De hecho, en el Capitulo Il (seccién 2.4.1.2.; Figura 2.6b)
se demostré que el sistema mixto WPC/HPMC a pH 3, no present6 una
separacion de fases macroscopica.

Por lo tanto la coexistencia de B-Ig y E50LV en la interfase estd mas favorecida

apH 3 que a 6.

4.4.3. Caracteristicas viscoelasticas de las peliculas mixtas de

B-lactogobulina (B-lg) y E50LV en la interfase aire-aguaa pH 6y 3.

Como se mencioné en la seccion de materiales y métodos del presente
capitulo, el estudio de la reologia dilatacional de una muestra se realiza
simultaneamente en la misma experiencia en la cual se determina la evolucion
de la presion superficial en el tiempo, mediante un tensiometro automatico de
gota.

La evolucion temporal de la componente elastica (Eq) del moédulo dilatacional
superficial (E), para la pelicula mixta de (B-lg) y E50LV a pH 6 y 3, se muestra
en la Figura 4.9 a y b, respectivamente. En esta misma figura también se
muestran a modo comparativo la evolucion de Ey4 con el tiempo, para los
componentes solos (B-lg y E50LV) a la concentracion en que se presentan en
la mezcla (B-lg 2% p/v, E50LV 0,5 % p/v).

El aumento E4 con el tiempo se debe a la adsorcion de la proteina y/o el
polisacarido en la interfase. El hecho de que la dependencia en el tiempo de la
elasticidad dilatacional superficial (Eq) siga la misma tendencia que la presion
superficial indica que E4 depende de la formacion de la pelicula interfacial, la

cual aumenta con el tiempo (Rodriguez Patino y col., 1999).
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Con respecto al comportamiento reoldgico de las peliculas formadas por los
biopolimeros individuales, a diferencia de la cinética de adsorcion, el

comportamiento de Eq4 varia con el pH.
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Figura 4.9. Evolucién en el tiempo de la elasticidad dilatacionpksficial (E;) durante la
formacién de la pelicula mixta @lelg (2% p/v) y E50LV (0,5 % p/v) en la interfase afgua, a
pH 6 (a) o 3 (b). Temperatura 25 °C, | = 0,05dV3{lg; ®: E50LV; A: mezcla).
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A pH 6, la pelicula de B-lg alcanzé un Ey de equilibrio (constante) de
56,5 + 2,3 mN/m a tiempos de adsorcion cortos, aproximadamente 2000 s
(Figura 4.9a). Martinez y col. (2009) encontraron un comportamiento similar
trabajando con una solucion de B-lg al 4% p/v y pH igual a 7. Por otra parte,
cuando la B-lg se encuentra a pH 3 (Figura 4.8b), el E4 se incrementa en forma
gradual con el tiempo no alcanzando un valor de equilibrio, incluso a largos
tiempos de adsorcion (9000 s).

Como se explico previamente, a pH 6 la B-lg se encuentra mayoritariamente en
su forma “abierta” (exponiendo amino&cidos hidrofébicos) mientras qua pH 3 la
mayor parte de la poblacion de las moléculas de B-lg se encuentra en la forma
“cerrada” (Sakurai y col., 2009). Aparentemente, este hecho permitiria que la
B-lg se desplegase y reordenase con mayor facilidad en la interfase, a pH 6 que
a 3, formando un film interfacial elastico mas rapidamente (Damodaran y Song,
1988)

En el caso de E50LV, se da una tendencia inversa a la de B-Ig. A pH 3, el Eq4
alcanz6 un valor de equilibrio promedio de 25,6 + 1,3 mN/m a tiempos de
adsorcion cortos (menos de 1000 s) (Figura 4.9b). Por el contrario, a pH 6 Eq4
incrementé en forma gradual con el tiempo, alcanzando un valor de equilibrio
de 34,2 £ 1,5 mN/m, luego de 5000 s de adsorcion (en Figura 4.6b). La menor
elasticidad de las peliculas a pH 3 se atribuye a la mayor densidad de carga
neta negativa que posee la molécula de E50LV a pH 3, lo que provocaria una
reduccién de la adsorcion del polisacérido en la interfase y una disminucion de
las interacciones moleculares en la pelicula interfacial (Camino y col., 2011).
Estos autores han demostrado que a pH 3 existe una disminucién de las
interacciones hidrofébicas entre las moléculas de HPMC (dada su carga neta).
Esto conduciria a una reduccién de E4, ya que este parametro correlaciona
positivamente con la capacidad que tienen las HPMCs de asociarse mediante
sus grupos hidrofébicos una vez que se han adsorbido en la interfase (Pérez y
col., 2008).

Al analizar el comportamiento de E4 para la mezcla de B-Ig/ES0OLV para ambos
pH (Figura 4.9 a y b, respectivamente) se observa que a pH 6 el
comportamiento de E4 de la mezcla es similar al de E50LV indicando que el

polisacarido domina la elasticidad de la pelicula, lo cual concuerda con los
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resultados cinéticos obtenidos, donde se mostré que E50LV también domina la
presion superficial. En cambio a pH 3 y tiempos mayores a 5000 s, la proteina
comienza a dominar el caracter elastico de interfase, aumentando el E4 de la
pelicula mixta. Este comportamiento también correlaciona con lo observado
para la cinetica de adsorcion (Figura 4.8b).

Finalmente, la evolucién temporal de la viscoelasticidad relativa (tan 8) para

B-lg, E50LV y la pelicula mixta a pH 6 y 3, se muestra en la Figura 4.10 a y b,

respectivamente.
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Figura 4.10 Evolucién en el tiempo la tangente del angulo de(fase) durante la formacion
de la pelicula mixta dg-lg (2% p/v) y ES0LV (0,5 % p/v) en la interfase aagua,
a pH 6 (a) o 3 (b). Temperatura 25 °C, | = 0,05Ms{g; ¢: ES50LV; A: mezcla).
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Tanto para los biopolimeros individuales como para la pelicula mixta, tan &
disminuy6 con el tiempo de adsorcion indicando la formacion de una pelicula
viscoelédstica estructurada (Rodriguez Patino y col., 1999). EI comportamiento
de este parametro concuerda con los resultados obtenidos para Eg; i) la B-lg
forma peliculas més viscoelasticas (tan 6 0,1-0,25) que la E50LV (tan & 0,25-
0,4). Baeza y col (2004) encontraron un comportamiento similar para B-lg (tan
0,05-0,2), mientras Pérez y col. (2009) reportaron un rango de valores de tan &
de 0,1-0,35 para E50LV; i) independientemente del pH, el polisacérido (E50LV)

es el que domina la viscoelasticidad relativa (tan ) de la pelicula mixta.

4.5. Conclusiones.

Los datos presentados en este capitulo demuestran que las propiedades
interfaciales tanto de proteinas del lactosuero (B-lactoglobulina) como de las
hidroxipropilmetilcelulosas (E50LV), asi como las de sus mezclas, se ven

afectadas por el pH.

En cuanto a los estudios dindmicos (presion superficial vs tiempo), el
comportamiento de los componentes individuales no varié con el pH, ya que
fueron realizados en condiciones de saturacion. La E50LV presentd mayor
actividad superficial que la B-lg, para todo el rango de tiempo estudiado. Con
respecto a la mezcla se observo una adsorcion competitiva entre 3-lg y E50LV,
independientemente de cudl fuese el valor de pH en la subfase. A pH 6 E50LV
domina tanto la presion superficial como la reologia de la pelicula interfacial
mixta, mientras que a pH 3 ambos componentes participan de la interfase,

especialmente a tiempos largos de adsorcion.

La mezclas de proteinas del lactosuero (B-lactoglobulina) e
hidroxipropilmetilcelulosas (E50LV) en condiciones de limitada compatibilidad
termodindmica y concentraciones que permiten la saturacion de la interfase por
ambos componentes, presentan un comportamiento competitivo en la interfase
aire-agua, modulado por el pH. Debido a su mayor caracter tensioactivo y
buenas propiedades formadoras de peliculas, la HPMC domina tanto la presién

superficial como las propiedades viscoelasticas de las peliculas interfaciales.
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5.1. Introduccion.

Las proteinas del suero usualmente son obtenidas por una combinacién de
procesos de concentracion por membrana y cromatografia de intercambio ionico,
de afinidad y/o de flujo radial (Cheang y Zydney, 2004). Aunque, estas técnicas
resultan muy eficientes para dicho fraccionamiento, también provocan
desnaturalizacion proteica, generando una disminucion en las propiedades
funcionales de las proteinas (Sivars y Tjerneld, 2000).

La particion en “sistemas acuosos de dos fases” (ATPS, Aqueous Two-Phase
Systems) resulta un método alternativo a estas técnicas, para ser utilizado como
un primer paso de purificacion. Numerosos autores han desarrollado esta técnica
de fraccionamiento para la separacion de proteinas, enzimas, componentes de
virus y células, e incluso organelas celulares (Albertsson y col., 1987; Johansson
y Walter, 2000; Zaslavsky, 1995). Esta amplia utilizacion de los ATPS para
separar materiales bioldgicos, se debe a que el alto contenido acuoso de las dos
fases (80-95 %) brinda condiciones de extraccion suaves, las cuales no dafian
practicamente dichos materiales. Se ha reportado, que este alto contenido acuoso
protege efichazmente a las proteinas de la desnaturalizacién (Christian y col.,
1998; Rito-Palomares, 2004).

En la mayoria de los casos, los ATPS se forman combinando dos polimeros
solubles en agua, pero que difieren en su estructura quimica. Los sistemas mas
utilizados para la separacion de biomateriales estan constituidos por dextranos
combinados con polimeros sintéticos, como ficoll o polivinilpirrolidona (PVP)
(Simonet y col., 2000). También, existen estudios sobre la separacién de
biomoléculas, realizados en sistemas bifasicos constituidos con polisacaridos,
como ser dextrano/metilcelulosa, goma guar/amilopectina, y polietilenglicol
(PEG)/maltodextrina (Closs y col., 1999; da Silva y Meirelles, 2000).

Como ya se ha demostrado en capitulos anteriores de este trabajo, las mezclas
de proteinas y polisacaridos generalmente tienden a separarse en dos fases
debido a un fenémeno de incompatibilidad termodinamica. Esta separacion,

normalmente ocurre cuando el pH del sistema estd por encima del punto
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isoeléctrico de la proteina, y/o la concentracion total de biopolimero supera el 4 %
p/p (Tolstoguzov, 2003).

Polyakov y col. (1997) caracterizaron el proceso por el cual una proteina puede
concentrarse en un pequefio volumen por la adicién de un polisacarido, al cual
denominaron 6smosis sin-membrana. Brevemente, este proceso consiste en
aprovechar el fenbmeno de incompatibilidad termodinamica entre proteinas y
polisacaridos (descripto en secciones anteriores), para concentrar y/o purificar
una proteina en particular, mediante el agregado de concentraciones crecientes
de un polisacarido que presente un alto grado de incompatibilidad con dicha
proteina. De esta manera, se obtiene una fase acuosa altamente concentrada en
proteina pero diluida en el polisacarido, sin el uso de ningun dispositivo osmotico.

En el Capitulo Il de este trabajo, se determiné el diagrama de fases del sistema
formado por E50LV (hidroxipropilmetilcelulosa) y WPC (proteinas del lactosuero).
Como se describid, la zona de compatibilidad en dicho diagrama es relativamente
pequefia en comparacion con la region de incompatibilidad termodinamica, dando
lugar a que la separacion de fases ocurra en un amplio rango de concentraciones.
Con respecto al fendmeno de separacion, debe mencionarse que el WPC
constituye una mezcla compleja de proteinas, las cuales podrian tener distintos
grados de incompatibilidad con la HPMC. Si esta hipotesis fuera correcta,
entonces es de esperar una particion diferencial de cada proteina, entre las fases

ricas en proteina o rica en HPMC.

5.2. Objetivo.

Determinar la posible utilizacion de la incompatibilidad termodinamica entre las
distintas proteinas del lactosuero y E50LV (HPMC), como un método de
fraccionamiento y purificacion de a-lactalbumina (a-lac) y B-lactoglobulina (8-1g) a
partir de WPC.

171



Capitulo V

5.3. Materiales y Métodos.

5.3.1. Materiales.

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). Se utilizd una hidroxipropilmetilcelulosa
comercial denominada Methocell® E50LV, gentiimente donada por
Colorcon-Argentina, representantes argentinos de Dow Chemical Company. Esta
HPMC de calidad alimentaria fue usada sin purificacion posterior. Segun el
proveedor, este derivado celuldsico tiene un 29,1 % de grupos metilo, un 9,2 % de
grupos hidroxipropilo, siendo el relacion metilo/hidroxipropilos, 3,2%; su peso
molecular es de 18 kDa; contenido de humedad, 1,6%. La viscosidad de una

solucion acuosa de este polimero al 2% p/v y a 20°C es de 41 mPa.s.

Concentrado de proteinas del suero lacteo (WPC). Se utiliz6 un concentrado
de uso comercial denominado, WPC80. Este producto en polvo fue provisto por
Milka Frank-Santa Fe, Argentina. Su composicion fue la siguiente: 78,9% de
proteinas totales, determinado por el método de Kjeldhal (Nx6,25) AOAC (1995),
lactosa 5%, grasa 6%, cenizas 4,3% y 5,6% de humedad (Pérez y col., 2006) .

Proteinas del suero lacteo. Se utilizd una B-lactoglobulina comercial
denominada B-lg BioPURE, provista por Davisco Foods International, Inc.
(Le Sueur, MN, USA). Su composicion fue: 97,8 % de proteina (base seca) siendo
B-lactoglobulina el 93,6 % del total de proteinas, 0,3 % de grasa, 1,8 % de cenizas
y 5,0 % de humedad.

Otros reactivos quimicos.  Se utilizaron de grado analitico.
5.3.2. Preparacion de soluciones madres.
Se prepararon soluciones madres de WPC80, E50LV y B-lactoglobulina comercial

al 40% p/p, 4% plp y 10 % plv, respectivamente. Se disolvié el correspondiente

polvo en agua destilada, los cuales se pesaron en una balanza analitica (VXI,

172



Capitulo V

Modelo 60/220, PCE Grupo Ibérica S. L., Tobarra, Espafia). En el caso del WPCy
la B-lactoglobulina comercial, el polvo fue dispersado en el agua a temperatura
ambiente (25°C) con agitacion durante 4 hs y 30 min, respectivamente (agitador
magnético modelo C-MAG HS7, IKA®, Wilmington, NC, USA) para permitir la
completa disolucion del polvo. Después de la preparacion, estas soluciones se
almacenaron en heladera a 4°C.

En cuanto a la HPMC, la solucion se prepard dispersando el polvo en el agua
destilada a 85 °C, con agitacion manual para permitir la disolucién completa del
polvo. Luego, se enfrié la solucién a temperatura ambiente (25 °C) mediante bafio
en agua, y se agrego la masa de agua perdida por evaporacion. Por ultimo, esta
solucion se almacend en heladera a 4 °C por 24 hs para que el polisacarido
alcance el méximo grado de hidratacion.

Antes de los experimentos, todas las soluciones madres fueron llevadas a
temperatura ambiente (25 °C) utilizando un bafio termostatico (modelo MASSON

I, Vicking SRL, Buenos Aires, Argentina).

5.3.3. Preparacion de los sistemas acuosos de dos fases (A TPS).

Los sistemas bifasicos (masa total 10 g) se prepararon mezclando cantidades
apropiadas de las soluciones madres de WPC y HPMC, en proporciones que
permitiesen obtener mezclas con concentraciones de WPC de 8, 12, 15 0 20 %
p/p y de 0,5 o 2% p/p de E50LV. Estos sistemas se mezclaron, con agitador
magnético, dentro de un bafio con camisa termostatizada (25,0 + 0,1 °C) con un
bafo externo (equipo Polystat, modelo 12108-15, Cole-Parmer Instrument Co.,
Vernon Hills, IL, USA) durante 2 hs para permitir una distribucion homogénea de
los componentes. El pH de las mezclas fue de 6,5 (pH-metro, modelo A920, Orion
Research Inc., Beverly, MA, USA), el cual no fue ajustado posteriormente.
Posteriormente se procedid a separar completamente las fases por medio de
centrifugacion. Se colocaron los 10 g del sistema equilibrado, en tubos plasticos
graduados de 15 ml, los cuales se centrifugaron a 13.000 x g durante 2 hs en una

centrifuga termostatizada modelo 5810 R de Epperdorf (Epperdorf AG, Hamburgo,
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Alemania). Luego, los tubos se colocaron en un bafio termostatico a 25 °C durante
10 hs para lograr equilibrar las fases segregadas.

Los volumenes de la fase superior (VU) e inferior (VL) se determinaron
visualmente. Luego, ambas fases fueron separadas, removiendo la fase superior
con una pipeta. Ambas fases se pesaron en una balanza analitica (VXI, modele
60/220, PCE Group Ibérica S.L.). El ensayo completo se realiz6 al menos por

triplicado.
5.3.4. Determinacion del contenido de proteina y polisacarid 0 en cada fase.

Luego de ser aislada, cada fase fue homogeneizada por 5 minutos en un vortex
(Vicking, Buenos Aires, Argentina). Entonces, muestras de aproximadamente 0,5
g se utilizaron para la determinacion del contenido de cada biopolimero. La
concentracion de proteina en cada fase, se determiné por el método de Kjeldahl
segun se detalla en el manual AOAC (1995) en un equipo de destilacion
automética (modelo Kjeltec Auto 1030 Analizer, TECATOR AB, HOoganas, Suecia).
La concentracion de polisacéarido tanto en la fase inferior (FI) como en la superior

(FS) se calcul6 mediante la siguiente ecuacion,

You = [ (aYp + Yp)/(aXp + Xp)]aXy u + (a¥p + Yp) (1)

donde Y.y Yy, corresponden a las concentraciones del polisacérido en la Fl y FS,
respectivamente. Esta deriva de una solucién, propuesta por Pérez y col. (2006),
para determinar el largo del segmento que une las coordenadas de concentracion
inicial de la mezcla (Xo, Yo), con las coordenadas que definen la composicion de
las fases superior (Xu, Yu) € inferior (X., Y.), dentro de un diagrama de fases. La
variable a corresponde a la relacion de los volumenes de las fases, (Vi/Vu). En

todos los casos, las concentraciones se expresan en % p/p.
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5.3.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS.

Muestras de WPC80, de B-lactoglobulina comercial y de cada una de las fases
segregadas fueron analizadas por electroforesis, para evaluar su composicién
proteica. Asi, alicuotas de las soluciones madres de B-lactoglobulina comercial al
10% p/p y WPC80 al 40% w/p, junto con alicuotas de cada fase separada se
diluyeron en agua destilada hasta una concentracion final de proteina de 1% p/v.
La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) se realiz6 en condiciones
desnaturalizantes, es decir en presencia de SDS (sodio dodecil sulfato), siguiendo
el protocolo desarrollado por (Laemmli, 1970). Se utilizdé un equipo Mini-Protean Il
de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA). Cada muestra al 1% p/v
de proteina se diluy6 en una proporcion 1:4 con el “buffer de muestra” (0,6 mL 1M
Tris-HCI pH 6,8: 5 mL glicerol; 2 mL 10% p/v SDS; 1 mL 1% p/v azul de
bromofenol, 0,9 mL agua destilada).

Se utilizaron geles de 10 calles, compuestos por un gel de separacion al 12,5% de
acrilamida (polimerizacién 45-60 minutos), y un gel de concentraciéon al 4 % de
acrilamida, el cual se deposita sobre el gel de separacién polimerizado, 15
minutos antes de la siembra de las muestras. En todos los casos, se sembrd un
volumen de 20 pL usando una pipeta de 50 pL (Hamilton Co., Reno, USA).
Como referencia de peso molecular se utiliz6 un estandar proteico Bio-Rad
Std-2522 (Bio-Rad Laboratories Inc.). Este se compone de miosina (200 kDa),
B-galactosidasa (116,3 kDa), fosforilasa B (97,4 kDa), BSA (66,2 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbdnica (31 kDa), inhibidor de tripsina
(21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa), y aprotinina (6.5 kDa).

Las condiciones de corrida fueron las siguientes,

-200 Volts; corriente de 30 mA durante los primeros 10 minutos, la cual se
incrementé a 60 mA, dejandola constante durante los 50 minutos restantes.
-Buffer de “corrida” (Tris-Base 0,025 M; glicina 1,4% p/v; SDS 0,1% p/v; pH 8,3).
Cuando la corrida finalizo, los geles se tifieron con 50 mL de una solucién al 0,1%
p/v de Coomassie Blue (Coomassie Brilliant Blue R-250, Bio-Rad Laboratories
Inc.,) con agitacion durante aproximadamente 45 minutos (agitador orbital, modelo

M-23, Vicking). Luego, los geles fueron destefiidos con 100 mL de una mezcla 1:1
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metanol: acido acético glacial durante una 1 hora con agitacion orbital.
Finalmente, los geles se colocaron en un recipiente hermético con 100 mL de

agua destilada y se almacenaron en heladera a 4 °C.

5.3.6. Cuantificacién de cada tipo de proteina mediante an  alisis de imagen
de los geles SDS-PAGE.

Los geles fueron escaneados con un scanner Bio-Rad modelo GS-800 (Bio-Rad
Laboratories Inc.) con una resolucion de 600 dpi, en formato .tif. El procesamiento
de imagen fue realizado con seis imagenes escaneadas por gel, con los software
Image Pro Plus v6 (Media Cybernetics Inc., Bethesda, MD, USA), y Matlab
R2009a (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA).

Luego, dichas imagenes procesadas se analizaron con el software Quantity One
v22 (Bio-Rad Laboratories Inc.): en primer lugar, los patrones de bandas de los
seis replicados se alinearon mediante la funcién “Comparacion de calles”, para
determinar la precision del proceso de escaneado; en segundo lugar, los pesos
moleculares de cada banda se determinaron comparando el frente relativo (Rf) de
cada una de ellas, con los del estandar proteico, utilizando la funcion
“Estandares”; por ultimo la cuantificacién de las proteinas se realizé mediante el
método volumétrico. Este se realiza, con la funcién “Dibujar objeto” alrededor de
cada banda que sea de interés. El valor de volumen que devuelve el software
representa la sumatoria de las intensidades dentro del objeto dibujado, expresada
como OD.mm? (unidades de densidad éptica por area; OD, Optical Density) lo
cual es una medida de la cantidad de proteina dentro de una banda.

La proporcion porcentual de las distintas proteinas en cada muestra (WPC80,

B-lactoglobulina, y cada fase segregada) se calculé mediante la siguiente relacion,

P; —(BIV/TBV).100 (2)

donde P; es la proporcion de la proteina de interés, BIV es el volumen de la banda
de la proteina de interés, y TBV es el volumen de todas las bandas en la

correspondiente calle.
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La concentracion de las diferentes proteinas fue calculada usando una

modificacién de la ecuacion desarrollada Reed y Park (2008),
PC,- = Pj > PK_] (3)

donde PC;y P; son la concentracion y la proporcion de la proteina interés,
respectivamente, y Pg; es la concentracion de proteina total determinada por el
método de Kjeldahl. Los valores de PC;y P; calculados para cada proteina, fueron
posteriormente utilizados para determinar los coeficientes de particion y la

recuperacion proteica.

5.3.7. Determinacion del coeficiente de particion y de la re  cuperacion

proteica para B-lIg y a-lac en las fases separadas.

La particion de una proteina en un ATPS puede ser descripta por el coeficiente de
particion, K, definido como la relacion Cgs/Cg, donde Ces y Cg son las
concentraciones de proteina en las fases superior e inferior, respectivamente,
cuando ambas se hallan en equilibrio termodinamico (Albertsson y col., 1987)).
De acuerdo a esta definicion, entonces el coeficiente de particion de cada

proteina se calcul6 como,

Ki= PCP*/ PC}P (4

donde P’ y P*F son la proporcién de la proteina interés en fase superior (FS) e
inferior (FI), respectivamente.

La recuperacion proteica fue calculada en la fase superior utilizando la siguiente
ecuacion,

=z UP WPCE0
Y; = (wpupP?/wpoP'*0) 100 (5)

donde Y es la recuperacion proteica expresada en porcentaje, P y PYP®° son
las proporciones proteicas en la fase superior (FS) y en el WPCS80,
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respectivamente; wpyup €s la masa total de proteina en la fase superior (FS),

mientras que wpy es la masa total de proteina presente en la mezcla inicial.

5.3.8. Andlisis estadisticos.

Los datos se promediaron e informaron como una media mas un desvié estandar.
Para la determinacion de dichos estimadores estadisticos se utilizé el software

Microsoft Excel (Microsoft Corp.).

5.4. Resultados y discusion.

5.4.1. Segregacion de sistemas mixtos WPC/HPMC.

Como se describid en el capitulo lll, las mezclas WPC/E50LV a pH 6,5y 25 °C
son generalmente inestables, y por encima de una concentracion critica total de
biopolimeros de aproximadamente 10 % p/p, el sistema se separa en una fase
inferior (FI) rica en proteina, y en una fase superior (FS) rica en polisacarido.
Estos sistemas proteina/polisacarido pueden considerarse como emulsiones
agua-agua. Estas emulsiones se caracterizan por una co-solubilidad de los
polimeros en las fases co-existentes (Turgeon y col., 2003). La Tabla 5.1 muestra
las composiciones de la FS y FI, junto con composicion inicial para cada sistema
mixto.

Todas las FS resultaron ligeramente mas concentradas en el polisacérido, que las
soluciones binarias iniciales, mientras que las Fl resultaron fuertemente
concentradas en proteinas con respecto al sistema inicial, excepto cuando se
partid inicialmente de un 20% p/p de WPC.

Puede observarse que la FS (rica en polisacarido) en todos los casos contiene
una significativa concentracion de proteina, la cual aumenté a medida que se
incrementa la concentracion inicial de WPC, siendo este efecto ligeramente
inferior con un 2% p/p de HPMC. Esto ultimo se debe a un efecto de aumento del
volumen de exclusion en las soluciones mixtas mas concentradas en polisacérido.

En otras palabras, la disminucion de la concentracion inicial de HPMC, a igual
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concentracion de WPC, disminuiria la fuerza impulsora de la segregacion,
permitiendo que una mayor cantidad de proteina pueda coexistir con la HPMC en
la FS. Como resultado, los sistemas con una baja concentracion inicial de HPMC
podrian concentrar mas proteinas en la FS, siendo la mejor opcion partir de un
sistema mixto WPC 20% p/p/HPMC 0,5% p/p.

Ademas, la Tabla 5.1 resume los valores de volumen y masa para cada una de
las fases segregadas. Estos valores reflejan un aumento de la densidad en las

soluciones binarias con el aumento en su contenido de sdélidos totales.

Tabla 5.1. Composicién, volumen y masa de las fases segreggatirade mezclas WPC/E50LV
a25°CypH6,5.

_—
nicial {% plp)
WPCRO HPMC  Proinafplp) HPMC(epi] Viml)  migp  Proeina{fopip) HPMCCkplp) Viml)  mig)

Fase Inferor Fase Superor

8 05 15010 040£002 12401  16:01 45:03  0%0:000  B7T£05 77103
2 05 0t 0402002 17801 23+01 004 08:0M 62105 73403
15 05 190£11 040:003  22:£02 300 80205 053:000  55:04 G602
2 05 M5212 0454008  25:02 35401 B30e10 0352000 50204 63202
8 2 1801 15401 10201 101005 40102 20103 72#05 83103
12 2 195£13 1500 15800 21101 6501 1201 6305 76103
5 2 210214 1601 17400 24401 8004 20401 60405 73402

i) 2 23020 17400 20:02 3001 11010 22101 S04 63402

Media + desvio estandar, n=3.

V y m son el volumen y peso de la fase, respectivaanent

5.4.2. Fraccionamiento de a-lac, B-Ig y BSA en las fases separadas.

Para seleccionar el sistema bifasico con la mejor capacidad de fraccionamiento
proteico partiendo del WPC80, se calcul6é la proporcién de cada proteina en

ambas fases. La Figura 5.1a muestra el perfil electroforético para WPC80 y B-lg
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comercial. WPCB80 es el material inicial a ser fraccionado, mientras que la B-Ig
comercial constituye un control positivo.

En ambos casos pueden observarse cinco bandas bien definidas. Tres de ellas
estan asociadas con los siguientes pesos moleculares (PM) en comparacion
con el estandar: 14,2, 18,3 y 66 kDa, las cuales se identificaron como la a-lac, la
B-lg y BSA respectivamente (Liu y col, 2005). Las otras dos bandas,
denominadas arbitrariamente B | y B |Il, tienen pesos moleculares de
aproximadamente 36 y 116 kDa, respectivamente. De acuerdo con estos PM, B |
podria llegar a ser un dimero de B-lg, mientras que B Il podria corresponder a
agregados proteicos no-especificos (Liu y col., 2005). Probablemente, esta
agregacion podria ser consecuencia de la desnaturalizacion proteica que tiene

lugar durante la obtencion del WPC.

a sTD wecso  Plg ¢

Figura 5.1. Perfil electroforéticode la B-lactoglobulina comercial y el WPC80 (a), imagen
procesada de un gel escaneado (b), y una vista 3Bsegpativa de la cuantificacion proteica
mediante el andlisis de imagen basado en el método woicmné(c). STD: estandar de peso
molecular,a-lac a-lactalbaminap-lg: B-lactoglobulina, B I: banda |, BSA: sero albumina bayin
B 1I: banda II.

La Figura 5.1b es un ejemplo de una imagen procesada de un gel luego del
escaneado, mientras que la Figura 5.1c muestra un diagrama de superficies o

vista tridimensional de la intensidad de las bandas. Ambos tipos de imagenes
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fueron las que se utilizaron para cuantificar la proporciéon de cada proteina en
cada muestra.

Para todas las Fl, los perfiles electroforéticos resultaron similares al patron del
WPC80. Por otra parte, en las FS las bandas de a-lac y B-lg aparecieron con
mayor intensidad, mientras B | (36 kDa) esta ausente y B Il (116 kDa) aparece
con menor intensidad (Figura 5.2).

d 8% wiw 12% wiw 15% wiw  20% wiw

J L ik J
LS L

m{m,m__ i Fs A Fs A FS A

b 8% wiw 12% wiw 15% wiw 20% wiw

= ik ik J i
wwioy SO FS _FIFS F__FS _F__FS _FI

K3}

25
145

Figura 5.2. Perfil electroforético para las fases superior (Fgjezior (FI) segregadas de mezclas
WPCB80/E50LV (% p/p): () WPC 8-20%/E50LV 0,5%; (b) W&R0%/E50LV 2% p/p.
STD: estandar@peso molecular, a-lac: a-lactalbiminap-lg: p-lactoglobulina,
B I: banda |, BSA: sero albimina bovina, B II: banda |
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Las proporciones de cada proteina en las fases segregadas, calculadas con la
ecuacion 2 (Materiales y métodos, seccién 5.3.6), se resumen en las Tablas 5.2 y
5.3. Puede observarse que, cuando la concentracién inicial de HPMC fue 0,5 %
p/p, la FS presentd una mayor proporcion de a-lac que la correspondiente FI. Mas
aun, estas FS resultaron mas ricas en dicha proteina (24%) que el WPC80 (17%),
independientemente de cudl sea la concentracion inicial de WPC. Es notable que,
un comportamiento inverso se observa cuando la cantidad inicial de HPMC es del
2 % plp.

Tabla 5.2.Proporcion de las diferentes proteinas del lactosuelasdases superiores segregadas
de sistemas binarios WPC/E50LV, WPC8p:lg comercial.

Muestra P a-lac (%) P B-lg (%) PBI(%) P BSA (%) P B Il (%)

WPC80  17,0£0,7  47,0+24  9,00+0,45 8,0+0,4 19,0+1,0

Corﬁ'e'?dal 550+025 77,040  6,0+0,3 50+0,2 6,5+0,3
FS9°  230+12 500+23 - 8,0+0,4 19,0+1,0
FS%  240:+11 53026 - 8,0+0,3 15,0+0,6
FS%  240+12 57,0+28 - 8,0+0,3 11,00 0,46
FSo2  240+10  580+44 - 8,0+0,3 10,0 0,5
FS2 18,0410  480+23 - 9,00 + 0,45 25,0+1,3
FS2, 17,0040,75 60,0+3,0 - 8.00 + 0,36 15,0+0,7
FS 2 16,040,7  62,0+3,1 - 9,00+0,38 13,00+ 0,56
FS % 150£0,6  54,0+25 - 9,0+0,4 22,0+1,0

Media + desvio estandar, n=18.
P: proporcién proteicéecuacion 2; Materiales y métodos, seccién 5.3.6).
FS: fase superior; subindice y superindice indicandasentraciones iniciales (% p/p) de WPC80

y HPMC, respectivamente.
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Por otra parte, puede verse que la proporcion de B-Ig en la FS fue siempre mayor
que en la correspondiente Fl. Mas aun, la FS resulté siempre més enriquecida en
esta proteina (48-62 %) que el WPC80 original (47 %), independientemente de la
concentracion inicial de uno u otro biopolimero. Sin embargo, las proporciones de
B-lg alcanzadas en la FS nunca superaron la proporcion de esta proteina en la
preparacion comercial (77 %).

Por ultimo, ninguna fase segregada mostré un enriquecimiento significativo en
BSA, lo cual era esperable dada la baja proporcién de esta proteina en el material
de partida inicial, WPC80.

Tabla 5.3.Proporcion de las diferentes proteinas del lactosuelasdases inferiores segregadas
de sistemas binarios WPC/E50LV.

Muestra P o-lac (%) P B-Ig (%) P B 1 (%) P BSA (%) P B Il (%)
FI g,5 12,0+0,6 34,0+1,7 23,0+1,1 9,00 + 0,45 220+1,1
FI 2'25 11,0+0,5 36.0+15 22,0+0,9 8,00 + 0,32 23,0+1,0
FI 2'55 14,0+0,6 350+15 18,0+0,8 8,00 + 0,36 25,00 +1,25
FI 3'05 11,00 + 0,55 340+1,4 240+1,2 9,0+0,4 22,0+0,9
FI g 18,0+0,9 40,0+ 2,0 14,0+0,7 8,0+0,4 20,0+1,0
FI %2 20,00 + 0,92 37,0+ 1,7 15,0+0,6 8,00+ 0,34 20,0+0,8
FI %5 21,0+1,0 38,0+15 12,0+0,5 8,00 + 0,37 21,00+ 0,95
FI %o 23,0+0,94 34,0+1,7 14,00 + 0,55 9,0+0,5 20,0+0,9

Media + desvio estandar, n=18.

P: proporcién proteica (ecuacién 2; Materiales y métoskascion 5.3.6).

FI: fase inferior; subindice y superindice indican lasceatraciones iniciales (% p/p) de WPC80 y

HPMC, respectivamente.

Las proporciones calculadas se correlacionan con el pardmetro denominado
“pureza’, el cual se define como la relacion entre el contenido de una proteina en

particular y la cantidad total de proteina presente en una determinada fase de un
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ATPS (Pic6 y col., 2006). Teniendo en cuenta esto ultimo, el enriquecimiento
obtenido para a-lac y B-lg en los sistemas de dos fases estudiados, reflejan las
purezas normalmente esperadas en un ATPS, las cuales estan en el orden de
30-60 % (Boaglio y col., 2006; Capezio y col., 2005). En conclusion, la FS de un
sistema mixto con una concentracion inicial de HPMC de 0,5% p/p podria ser
seleccionado preferentemente para aislar a-lac y 3-Ig.

Los resultados expuestos hasta aqui, indican que existe un fraccionamiento

diferencial de las proteinas del lactosuero entre las dos fases (FI y FS) de

distintos ATPS WPC/E50LV. La particion molecular en un sistema acuoso bifasico
es un fendbmeno complejo que depende del tipo de molécula, de su PM, de su
concentracién en la mezcla, asi como también del pH y de la fuerza idnica

(Sarubbo y col., 2000). Con respecto al caso particular del fraccionamiento de

proteinas, el PM y las caracteristicas quimicas de las mismas resultan ser los

factores mas relevantes. Con respecto al PM, a-lac es la proteina lactosérica
globular de menor peso molecular (14,2 kDa), mientras que a pH cercano a 7, B-lg
existe en su forma dimérica (36 kDa) (Capezio y col., 2005). Por lo tanto, los
diferentes comportamientos de particibn observados entre estas dos proteinas
podrian atribuirse a la facilidad con que sus moléculas pueden incluirse en el
volumen libre de la fase rica en HPMC, dado el bajo PM que presentan. Sin

embargo, cabe destacar en los sistemas con una concentracion inicial de 2% p/p

de HPMC, el fendmeno recién descripto no se observa, principalmente por una

disminucion de la difusién de las proteinas hacia la FS, debido a un incremento de

la viscosidad de dicha fase (Schorsch y col., 1999).

Finalmente, existen una serie de factores en estos sistemas de particion

WPC/E50LV que pueden influir en el fraccionamiento proteico:

i) en cuanto al pH, este no tendria un efecto significativo sobre el
comportamiento de particion observado. Dada la naturaleza no-i6nica de la
HPMC, y adnque las proteinas poseen una leve carga negativa a pH 6,5 (sus
pl estan entre 4,9 y 5,4), no habria interacciones electroestaticas entre ambos
biopolimeros, de suficiente intensidad como para influenciar la particion.

ii) el comportamiento de particion de una proteina dentro de una mezcla es

diferente al que ésta presenta en forma individual debido a las interacciones
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proteina-proteina que se vuelven un factor fundamental en la determinacion
del fraccionamiento (Franco y col., 1996).

iii) la presencia de otras sustancias como ser grasas, lactosa o sales en la
mezcla WPC/E50LV, agregan una mayor complejidad al particionamiento
proteico.

iv) la naturaleza polidispersa del polisacarido agrega mayor complejidad; de
hecho el PM de E50LV cae en un rango de 5,6 a 25 kDa (Pérez y col., 2009).
Por lo tanto, existe una alta probabilidad de que el polisacarido también sufra

un fraccionamiento diferencial.

5.4.3. Particionamiento de a-lac y B-Ig.

Los coeficientes de particion para a-lac (Ka) y B-lg (Kb) se muestran en la Figura
5.3. De acuerdo con Johansson (1985) los coeficientes de particion para proteinas
en los ATPS méas comunmente utilizados para su fraccionamiento, estan en el
orden de 0,1 a 10. De esta manera, un coeficiente de particion menor que uno
significa que la molécula en particion, permanece preferentemente en la fase
inferior, mientras que un valor de K mayor a la unidad indica que dicha molecula

migra mayoritariamente hacia la fase superior.

2.0 -

K a-lac , K [-1g

5 10 15 20
WPCB80 (% p/p)
Figura 5.3. Coeficientes de particion (K) para las proteinas dmicsan ATPS WPC/HPMC con
concentraciones iniciales de E50LV de 0,5% p/p (I§tdiala) o 2% p/p (linea punteada), y

concentraciones crecientes de WPC8@:IK: (o), K a-lac: (m).
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Analizando los valores de K para todos los sistemas mixtos en conjunto, puede
observarse que tanto a-lac como B-lIg permanecen predominantemente en la fase
inferior. Sin embargo, existe una marcada diferencia entre los valores de K de
acuerdo a la concentracion inicial de polisacarido. Con un 2 % p/p de HPMC, los
valores de K nunca superan un 0,6, mientras que con 0,5 % p/p los valores de K
aumentan hasta 1,4y 1,1 para K a-lac y K B-lg, respectivamente.

Por otra parte, en todos los casos puede verse que al incrementarse la
concentracion inicial de WPC, aumenta el valor de K. Este fendmeno podria ser
atribuido al hecho de que al aumentar la concentracion de WPC también se
incrementa la concentracion de otros compuestos presentes en el concentrado
proteico, como ser grasas, azucares Yy sales, dando lugar a sistemas ATPS con
diferentes capacidades de fraccionamiento proteico, lo que conduce a una
variacion en los valores de K.

Particularmente, el sistema binario WPC 20/HPMC 0,5 % p/p presenta los valores
de Kaiac Y Kpg méas altos (1,4 y 1,1, respectivamente). Estos valores indican que
dichas proteinas se distribuyen en forma equitativa entre ambas fases. Sin
embargo, estos valores de K estan dentro de los rangos reportados en literatura
para las proteinas lactoséricas en otros sistemas ATPS. En un ATPS constituido
por polietilenglicol y maltodextrina, da Silva y Meirelles (2000) obtuvieron valores
de K entre 0,38 y 4,93 para a-lac, y de 0,13 a 1,28 para B-lg. Mas aun, de Oliveira
y col. (2007) encontraron valores de Kg.ac, Kgg de 2,5 y 1,1, respectivamente,
trabajando con un ATPS conteniendo carbamato de amonio/co-polimeros-
entrelazados.

Con respecto a la recuperacion proteica, calculada con la ecuacién 5 (seccion
5.3.7, Materiales y métodos), este parametro es una medida de la cantidad de la
proteina deseada que se recuperd en la FS en relacion a la cantidad total de
proteina inicial. Los valores de recuperacion proteica para a-lac y B-lg se resumen
en la Tabla 5.4.

En primer lugar, puede observarse que la recuperacion proteica, teniendo en
cuenta ambas proteinas, alcanza valores que van desde 35 a 73 %. En términos
generales, la recuperacion proteica estd en un rango de 60 a 95 % para los

sistemas ATPS més utilizados (Boaglio y col., 2006; Bolognese y col., 2005).
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Incluso, cabe mencionar que los autores Alomirah y Alli (2004), obtuvieron un
valor promedio de 45 % para la recuperacion proteica de a-lac y B-lg, partiendo de
WPC vy utilizando un proceso de purificacion de mdultiples pasos. Teniendo en
cuenta los resultados de estos autores, puede concluirse que los valores de
recuperacion proteica obtenidos en el presente trabajo resultan aceptables.

En segundo lugar, se debe destacar que en las mezclas que inicialmente
contenian un 0,5 % p/p de HPMC, la recuperacién proteica en la FS llegd a

valores de 73y 60%, para a-lac y B-lg, respectivamente (Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Recuperacion proteica ddacy B-Ig en la fase superior, junto con la relacion de

concentraciones totales de proteina y HPMC.

El‘(’:rjgf‘(’;o'c;?\:‘) PR? (%) Proteina/HPMC"
WPC80 HPMC a-lac B-Ig Fl FS

8 05 700£35  550+27 37,026 9,006
12 05 700+31  56,0+22 43,0+2,8 13,0+ 0,8
15 05 610+30  50,0+2,1 47,0+ 3,0 15,0 +1,0
20 05 730+37  60,0+3,0 46,0 +2,7 250+ 1,6
8 2 520+26  50,0+25 12,0£0,8 2,0+0,1
12 2 500+22  620+3,1 12,0 £0,7 3,0+0,2
15 2 430+21  60,0+25 1300+085  4,0+03
20 2 350+17  46,0+23 14,0+10  500+035

PR es la recuperacion proteica (ecuacion 5; MateryaheStodos, seccion 5.3.7).

FS y Fl indican fase superior e inferior, respectieata.

& Media + desvio estandar, n=18.

b Media + desvio estandar, n=3.
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Por otra parte, los valores de recuperacion, independientemente del tipo de
proteina, resultaron entre 35 y 62 % cuando se parti6 de una mezcla con una
concentracion de 2% p/p de polisacarido. Nuevamente, este comportamiento
diferencial puede atribuirse a la reduccién de la difusion proteica hacia la FS como
resultado del aumento en la viscosidad de la fase rica en HPMC. Ademas, el
cambio de la concentracion inicial de WPC produjo un cambio en el valor de la
recuperacion proteica, hecho que tiene la misma explicacion expuesta
anteriormente para el caso de los coeficientes de particion, es decir que el cambio
de concentracion de WPC va acompafiado de un cambio de otros componentes
presentes en este concentrado, dando lugar a un ATPS con capacidades de
fraccionamiento distintas.

Finalmente, otro parametro interesante de analizar es la cantidad de HPMC que
permanece en las fases segregadas dado que el polisacarido deberia ser
removido en un paso posterior del proceso de purificacion. En la Tabla 5.4 se
observa la relacion entre las concentraciones de proteina y HPMC tanto para la
FS como para la FlI de todos los sistemas mixtos. Como era esperable, estos
cocientes son altos para todas las Fl dado sus altos contenidos proteicos. Sin
embargo, a lo largo de este capitulo se han enunciado varios factores por los
cuales estas FI no resultaron ser las fracciones con mejor capacidad para aislar la
a-lac y B-lg debido a los bajos valores de enriquecimiento en dichas proteinas,
alcanzados en las fases inferiores. Por lo tanto, focalizandose en la relaciéon
cantidad de proteina:HPMC para las FS, se encontré que el sistema mixto WPC
20 %/E50LV 0,5 % p/p presenta la relacién mas alta, 25:1.

5.5. Conclusiones.
Los datos presentados en este capitulo demuestran la capacidad de los ATPS
constituidos por WPC/HPMC, para fraccionar las proteinas lactoséricas de bajo

PM, a-lac y B-lg.

Esta capacidad radica en la incompatibilidad diferencial existente entre las

distintas fracciones de la E50LV y las distintas proteinas del lactosuero.
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La mezcla WPC 20 %/E50LV 0,5 % constituye el ATPS que presentd la mejor
combinacion de condiciones para el fraccionamiento a-lac y 3-lg (enriqguecimiento
en FS: a-lac 24 %, B-lg 58 %).

La FS del sistema WPC 20 %/HPMC 0,5 % puede ser considerada una fraccion
enriquecida en a-lac y B-lg. En dicha fase superior, se alcanzd una proporcion
conjunta de ambas proteinas de alrededor de un 80%, recuperdndose un
73y 60 % de a-lac y B-lg, respectivamente, con respecto a la cantidad de proteina

inicial en el WPC.

Por dltimo, la relacion proteina a HPMC en esta FS resultd, 25:1. Esta pequefa
cantidad de polisacérido residual podria permanecer o ser removida en un paso

posterior de purificacion simple, como ser un cambio de pH o fuerza i6nica.
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Conclusiones Generales

Los estudios llevados a cabo forman parte de un proyecto integral cuyo desarrollo
permitié caracterizar el comportamiento de diversos sistemas mixtos de WPC y HPMC.

Dicho proyecto apuntd, en términos generales,

» al entendimiento de las interacciones entre proteinas y polisacaridos en
solucion, es decir, la definicion del limite entre incompatibilidad/compatibilidad
termodindmica de estos sistemas mixtos, en condiciones definidas de

temperatura, pH y fuerza ionica.

» a la aplicacién de dicho conocimiento a fin de controlar diferentes propiedades

fisico-quimicas de estas mezclas.

En particular, de los resultados obtenidos en el desarrollo de este trabajo se pueden

establecer las siguientes conclusiones:

4 |os sistemas ternarios WPC/HPMC/agua se comportan como una emulsién
agua-en-agua, donde la micro-estructura de la misma esta determinada por la
composicion inicial, que determina la relaciébn de voliumenes entre las fases

segregadas.

4 se pudo establecer que la temperatura de transicion vitrea de mezclas
deshidratadas de WPC y HPMC est4 determinada por dicha micro-estructura y
el grado de separacién de fases que ocurre en la correspondiente soluciéon

acuosa ternaria.

4 Esta micro-estructura también define tanto el comportamiento reoldgico como las

caracteristicas macro-estructurales de los geles mixtos.

4 La mezclas de proteinas del lactosuero (B-lactoglobulina) e
hidroxipropilmetilcelulosas (E50LV) en condiciones de limitada compatibilidad

termodinamica y concentraciones que permiten la saturacion de la interfase por
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ambos componentes, presentan un comportamiento competitivo en la interfase
aire-agua, modulado por el pH. Debido a su mayor caracter tensioactivo y
buenas propiedades formadoras de peliculas, la HPMC domina tanto la presion

superficial como las propiedades viscoelasticas de las peliculas interfaciales.

4 los “sistemas acuosos de dos fases” (ATPS, Agueous Two-Phase Systems)
constituidos por WPC/HPMC, son capaces de fraccionar las proteinas
lactoséricas de bajo peso molecular, a-lactalbumina y B-lactoglobulina, a partir
del WPC.

Finalmente, los conocimientos aportados sobre las interacciones entre proteinas y
polisacaridos (incompatibilidad/compatibilidad termodinamica), no sélo contribuyen
a enriquecer el conocimiento basico en el area de la ciencia de los alimentos, sino
que también podrian tener aplicacion dentro de la industria alimentaria, por ejemplo,
para crear nuevas texturas o apariencias, para el remplazo de grasas en productos
bajos en calorias, o para la micro-encapsulacién y desarrollo de matrices de

liberacién controlada de ingredientes bioactivos.
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