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RESUMEN



Resumen

Las propiedades espumantes de las proteinas de suero lacteo derivan de su fuerte
tendencia a adsorberse sobre la interfase aire-agua. Sin embargo, las variaciones en
composicion y funcionalidad, generalmente, limitan su aplicacion de estas proteinas en la
formulacién de productos espumados estandarizados. Por lo tanto, las estrategias de
formulacién que permitan la existencia de interacciones sinérgicas entre proteinas y otros
aditivos alimenticios, tales como los polisacéaridos, asi como también la aplicacion de
tecnologias adecuadas que den lugar a la modificacion estructural de proteinas, tales como
la hidrolisis enzimatica, podrian plantearse como alternativas para ampliar la utilizacion de
las mismas como ingredientes funcionales de productos espumados.

En este contexto, el objetivo de la presente Tesis Doctoral fue investigar desde un
punto de vista basico y aplicado el impacto de la adicion de polisacaridos aniénicos (PS) y
de la hidrélisis enzimatica limitada sobre las propiedades espumantes de proteinas de suero
lacteo para reunir el conocimiento que permita el desarrollo de ingredientes funcionales que
puedan ser incorporados en productos alimenticios espumados. Para ello, se realizaron
diferentes estudios en solucion acuosa (espectroscopia de fluorescencia y absorcion, entre
otros), en la interfase aire-agua (tensiometria dindmica y en el equilibrio, reologia
dilatacional superficial) y en espumas, en condiciones de pH neutro y baja fuerza i6nica
(0,05 M).

En primer lugar, se estudid el efecto de la adicion de dos tipos de polisacaridos
anionicos no superficialmente activos (PS), alginato de sodio (AS) y A-carragenina (A-C),
sobre las propiedades interfaciales y espumantes de un concentrado de proteinas de suero

lacteo industrial (WPC). Las propiedades interfaciales y espumantes del WPC puro y de los



Resumen

sistemas mixtos (WPC/PS) fueron comparadas con las de un aislado proteico de suero
lacteo (WPI), considerado en este estudio como una referencia. En ausencia de PS, el WPC
presentd una pobre capacidad espumante, la que fue relacionada con su elevado contenido
de grasa residual. Sin embargo, la adicion de PS, mejor6 la formacion y la estabilidad de las
espumas de WPC, alcanzando, en algunos casos, un comportamiento comparable con el
WPI. Los resultados pudieron explicarse en términos de la existencia de distintas
interacciones macromoleculares (segregacion y/o complejacién) entre el WPC y los PS,
tanto en la subfase acuosa como en el entorno interfacial, cuya naturaleza dependieron del
tipo de PS y de su concentracién en solucion.

En segundo lugar, se estudio el efecto de una hidroélisis enzimética limitada sobre las
propiedades interfaciales y espumantes de un WPI. La hidrdlisis enziméatica mejoro las
propiedades espumantes del WPI alcanzando un méximo a nivel de un grado de hidrdlisis
(GH) de 3,0 %. Este hallazgo fue vinculado con la modificacion de las caracteristicas
moleculares (tamafio molecular, hidrofobicidad expuesta) e interfaciales (cinéticas y
reoldgicas) del WPI como consecuencia del clivaje enzimatico.

Por ultimo, se estudid el efecto de la adicion de los PS (AS y A-C) sobre las
propiedades interfaciales y espumantes de hidrolizados de WPI. La adicion de PS provoco
diferentes efectos sobre las propiedades espumantes de los hidrolizados de acuerdo con la
dindmica de interaccion entre los biopolimeros, tanto en la subfase acuosa como en el
entorno de la interfase aire-agua. Asi, la naturaleza de estas interacciones afecto el
comportamiento espumante de los hidrolizados de WPI dependiendo del tipo de PS, de su

concentracion en solucion acuosa, del GH y/o de la accién combinada de estos factores.



Resumen

A partir de los resultados encontrados, se concluye que la presente Tesis Doctoral
podria aportar conocimientos basicos y aplicados de actual interés para la industria
alimentaria. Los avances en el desarrollo de nuevos ingredientes a partir de proteinas de
suero lacteo, ya sea mediante estrategias de formulacion (adicién de PS), hidrolisis
enzimatica limitada y/o combinacion de ambas, podrian diversificar y aumentar su

utilizacion beneficiando a este sector industrial.
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Capitulo 1. Introduccién

1.1. PERSPECTIVA ACTUAL DE LA FORMULACION DE ALIMENTOS

La produccion de alimentos a escala industrial, la formulacién de otros nuevos y
la adecuacién de los tradicionales a la evolucion de las nuevas exigencias de consumo,
requieren ademas de la aplicacién de nuevas tecnologias, la utilizacién de ingredientes
con funcionalidad especifica. Desde un punto de vista tecnoldgico, estos ingredientes
deben permitir el mejoramiento de los atributos de calidad, facilitar la produccién
automatizada y a gran escala de productos uniformes, con una vida media adecuada a
las necesidades de uso, y que puedan soportar el transporte y almacenamiento, hasta que
tenga lugar su consumo.

La produccion masiva ha conducido a la disponibilidad de una amplia gama de
alimentos de bajo costo, que son rapidos y faciles de preparar, y por lo tanto, atractivos
para el consumidor moderno. Sin embargo, la produccion eficiente de alimentos de alta
calidad depende del conocimiento del verdadero aporte de los ingredientes a las
propiedades globales del producto. Este hecho ha conducido a que los fabricantes de
alimentos tengan que desarrollar una comprension mas profunda acerca del
comportamiento individual y conjunto de los ingredientes antes, durante y después de la
produccion (Hollingsworth, 1995). Este conocimiento es necesario por una serie de
razones:

(1) Las propiedades de los ingredientes funcionales alimenticios suelen
variar de lote a lote. Por lo tanto, los fabricantes de alimentos deben utilizar su
conocimiento sobre el comportamiento de los mismos en diferentes condiciones, con el
fin de ajustar las operaciones de procesamiento y estandarizar las propiedades del

producto final.
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(i) Existe una tendencia creciente hacia el mejoramiento de la calidad y
variedad de alimentos procesados (Sloan, 1994, 1996). Por lo tanto, el conocimiento de
las propiedades de los ingredientes puede permitir a los cientificos desarrollar alimentos
de manera més racional.

(iii) Hay una tendencia creciente hacia la eliminacién o reducciéon de
componentes asociados con problemas de salud, tales como grasa, sal y colesterol
(Sloan, 1994, 1996). Sin embargo, la eliminacion de determinados ingredientes puede
provocar cambios significativos en las propiedades de los alimentos que son percibidos
como indeseables por parte de los consumidores (O'Donnell, 1995). Por lo tanto, es
importante comprender el rol que juega cada ingrediente en la determinacion de las
propiedades fisicoquimicas, organolépticas y sensoriales de los alimentos.

Las propiedades funcionales de distintos ingredientes de los alimentos se pueden
evaluar, en principio, en sistemas modelo bajo condiciones experimentales controladas.
A partir del conocimiento del comportamiento y propiedades de los sistemas modelos se
puede avanzar hacia el estudio de sistemas mas complejos para finalmente lograr la

formulacién de productos que sean viables para su produccion industrial.

1.2. ESPUMAS ALIMENTICIAS

Muchos alimentos naturales o procesados que se producen y comercializan son
dispersiones 0 han consistido en una dispersion durante alguna de las etapas de su
produccion. La mayoria de estas dispersiones se presentan bajo la forma de espumas,

emulsiones y/o una combinacion de ambas (Dickinson, 1992; McClements, 1998).
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El estudio de las espumas (sistemas gas-liquido) ha derivado de un creciente
interés tecnoldgico de la industria alimentaria debido a que dichos sistemas proveen
texturas deseables en una gran variedad de productos tradicionales, tales como helados,
cremas, merengues, bebidas espumantes, productos de panaderia y confiteria, etc.
(Dickinson, 1992) o de productos nuevos, como alimentos con bajo contenido en grasas
e instantaneos, formulaciones con bajo o elevado contenido de alcohol, alimentos
funcionales (alimentos infantiles, con valores nutricionales especificos), etc.

Las espumas alimenticias no se forman espontaneamente. Para producirlas se
requiere el aporte de energia mecanica para incrementar el area interfacial alrededor de
las burbujas de gas. Debido a la gran cantidad de superficie libre que presentan, las
espumas son sistemas termodinamicamente inestables. Sin embargo, desde un punto de
vista practico es posible producir una espuma cinéticamente estable (o metaestable) por
un cierto periodo de tiempo, que es el que exige el consumidor para cada producto en
cuestion. Para ello, se han de incluir en la formulacion determinadas sustancias
conocidas como ingredientes tensioactivos o agentes espumantes (Dickinson, 1992;
McClements, 1998).

El proceso de formacion de espumas y su estabilidad son dos fendmenos que no
se pueden evaluar de manera independiente puesto que paralelamente a la formacion de
una espuma tienen lugar los mecanismos de desestabilizacion (Langevin, 2000). La
estabilidad frecuentemente es afectada por mecanismos tales como el drenaje de liquido
(incluyendo el drenaje gravitacional y la regeneracién marginal), desproporcion
(difusion de gas desde las burbujas méas pequefias hacia las mas grandes), y coalescencia
(destruccion de la burbuja por ruptura de la lamella) (Figura 1.1). La concurrencia de

estos fendmenos acaba con la destruccion final de la espuma. Por lo tanto, el
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conocimiento de los factores que gobiernan la formacion y estabilidad de las mismas es
muy importante dado que estos mecanismos no solo controlan la vida util de muchos
alimentos sino también afectan a la textura y, consecuentemente, a la percepcién

sensorial de los mismos (Wilde, 2000).

FORMACION Y ESTABILIDAD DE UNA ESPUMA

PROTEINA ® Velocidad de Adsorcién.

- r FORMACION 4 ® Aumento de la presidn superficial.
T ® Ausencia de periodo de induccién.

r DRENAJE

ESTABILIDAD < DIFUSION
-~ :
COLAPSO 4
Rotura de Separacion
i la pelicula irreversible
ESPUMA ) . \ de fases
\ v

® Presidn superficial en el equilibrio.
@ Caracteristicas estructurales y topograficas.
@® Propiedades mecanicas de la pelicula.

Figura 1.1. Influencia de las propiedades de la pelicula superficial sobre la formacion y

estabilizacién de una espuma.

Las presencia de un agente tensioactivo o espumante en la disolucidén acuosa,
promueve la formacion de una bicapa de moléculas anfifilicas adsorbidas sobre la
superficie de las burbujas, de tal manera que la energia superficial del sistema
disminuye. Asi, durante el proceso de espumado, la formacion de esta pelicula delgada

determina la estabilidad de la espuma frente a la coalescencia y la ruptura de las
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burbujas de gas inicialmente formadas (Dickinson, 1992, 2001, 2003; Foedeging y col.,
2006; Rodriguez Patino y col., 2008). Por lo tanto, las propiedades espumantes
dependen fuertemente de las propiedades superficiales y mecanicas de las peliculas de
moléculas tensioactivas adsorbidas sobre la interfase aire-agua. La velocidad de
adsorcion interfacial se considera de gran relevancia en la formacion de espumas
alimenticias (Damodaran, 1990; Dickinson, 1992). Ademas, durante la adsorcién, la
reduccion de la tension superficial de la interfase del sistema se considera un requisito
muy importante, tanto para optimizar el consumo de energia involucrado en el proceso
de espumado como para lograr un tamafio de burbuja pequefio, factor que determina la
estabilidad y el periodo de vida util del producto (Damodaran, 1990; Dickinson, 1992).
Individualmente, algunos ingredientes tensioactivos, pueden producir espumas estables,
pero en la practica, dado que los alimentos son sistemas multicomponentes, el estudio
de los parametros de formacion y estabilidad de espumas se complica, por lo que debe

realizarse de manera sistematica (Dickinson, 2003).

1.3. INGREDIENTES TENSIOACTIVOS

Los alimentos espumados contienen una gran variedad de ingredientes o
componentes que interactian unos con otros, ya sea fisica o quimicamente,
determinando las propiedades fisicoquimicas, organolépticas y sensoriales del producto
final (Friberg y Larsson, 1997, Dickinson y Stainsby, 1982, Dickinson, 1992).

En los Gltimos afios, el rol de diversos agentes tensioactivos o espumantes en la
formacion y estabilidad de espumas alimenticias ha sido intensamente estudiado

(Murray y Ettelaie, 2004; Guzey y McClements, 2007; Dickinson, 2006; Rodriguez
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Patino y col., 2008). Los ingredientes tensioactivos, cominmente utilizados en la
formulacién de espumas alimenticias, son moléculas anfifilicas que poseen una parte
polar y otra no polar. Para minimizar la energia libre del sistema, las moléculas
tensioactivas tienden a orientarse en la interfase aire-agua, de manera que sus grupos
hidrofilicos se localizan en la subfase acuosa y la parte hidrofébica en la fase gaseosa
(Damodaran, 1990; Dickinson, 1992; McClements, 1998).

En general, se pueden distinguir dos clases de moléculas tensioactivas capaces de
estabilizar espumas alimenticias (Wilde, 2000): (i) tensioactivos de bajo peso
molecular, tales como lipidos, fosfolipidos y algunos tensioactivos sintéticos permitidos
y (ii) biopolimeros o tensioactivos de alto peso molecular, tales como las proteinas y
algunos polisacéridos superficialmente activos (Figura 1.2).

En un sentido amplio, el uso éptimo de ingredientes tensioactivos en procesos de
espumado, es solo posible con un buen conocimiento de su comportamiento interfacial,
incluyendo sus propiedades de equilibrio y dinamicas, asociadas a su adsorcion sobre la
interfase aire-agua (Wilde, 2000; Murray, 2002). Ademas, el comportamiento interfacial
de los mismos (adsorcidn, caracteristicas mecanicas, etc.) depende de sus propiedades
fisicoquimicas (tamafio, forma, composicion, estructura quimica, distribucion de carga,
etc.), las que pueden ser afectadas por factores extrinsecos del medio acuoso (pH, fuerza
iGnica, temperatura, etc.) (Rodriguez Nifio y col., 2002).

El analisis de las caracteristicas interfaciales de estos agentes espumantes es de
importancia préctica, porque las peliculas interfaciales constituyen modelos bien
definidos para el analisis de las espumas alimenticias a niveles microscopicos y

nanoscopicos, con numerosas ventajas para realizar estudios fundamentales (Horne y
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Rodriguez Patino, 2003; Rodriguez Patino y col., 2003 y 2007; Wilde, 2000; Mackie y

col., 1999, 2000, 2001; Aksenenko y col., 2006).

Lipido

Fosfolipido SSDRCION

FASE 1

INTERACCIONES

<+t 4>

ADSORCION

Tensioactivo

Biopolimero FASE 2

Figura 1.2. Implicaciones de las caracteristicas interfaciales de las peliculas interfaciales
de emulsionantes alimentarios (biopolimeros, lipidos, fosfolipidos, tensioactivos

permitidos, etc.) sobre la formacion y estabilidad de una dispersion (emulsion o espuma).

En estos estudios se debe tener siempre presente que el principal objetivo de la
industria alimentaria es la de disefiar productos que tengan un impacto positivo en el
consumidor. A escala macroscopica las propiedades fisicas, tales como la estabilidad,
las propiedades reoldgicas y la textura del alimento se consideran de gran importancia.
Finalmente, a un nivel molecular, la forma en la que los ingredientes tensioactivos
interaccionan entre si en la propia interfase tiene una gran influencia sobre la formacion
y estabilidad de las burbujas individuales y sobre la interaccién entre ellas (Damodaran,
1990; Dickinson, 1992; McClements, 1998). El componente clave de esta aproximacion

nanoscopica es la auto-asociacion molecular sobre la interfase aire-agua. Por lo tanto,
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uno de nuestros objetivos como tecndlogos es el de analizar la forma de mejorar las
caracteristicas macroscopicas de una espuma alimenticia a través del control de la
formacion de nanoestructuras de agentes espumantes adsorbidos sobre la interfase aire-

agua.

1.4. INGREDIENTES BIOPOLIMERICOS

Las proteinas y los polisacaridos son dos tipos de biopolimeros muy utilizados
como ingredientes funcionales en la formulacion de espumas alimenticias, entre otros
sistemas dispersos coloidales (BeMiller y Whistler 1996, Damodaran 1996). Durante y
posteriormente a la fabricacidn, las proteinas junto con los polisacaridos, ejercen una
gran influencia contribuyendo a la formacion, estabilidad, apariencia, textura y vida Util
de las espumas alimenticias (Schmidt y Smith, 1992; Schorsch y col., 1999).

Por lo general, las proteinas muestran una fuerte tendencia a adsorberse sobre la
interfase aire-agua y es por ello que se distinguen por sus buenas propiedades
espumantes (Mellema y Isenbart, 2004; Dickinson, 2001; Carrera y Rodriguez Patino,
2005). Sin embargo, los polisacaridos debido a su naturaleza maéas hidrofilica,
generalmente, tienden a mantenerse en la solucion acuosa controlando la reologia de la
fase continua como agentes espesantes, gelificantes y estabilizantes (McClements,
2000; Dickinson, 2003).

La eleccion de los ingredientes biopoliméricos mas apropiados para una
aplicacion en particular constituye una de las decisiones mas importantes en la
formulacién de espumas alimenticias. Por lo tanto, un buen control de las propiedades

funcionales y de las interacciones entre componentes de los alimentos es de gran
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importancia para el desarrollo de productos y procesos, como asi también para lograr
nuevas y mejores aplicaciones de estos ingredientes biopoliméricos (Carrera y col.,
2005; Foegeding y col., 2006).

A continuacion se presenta la importancia, obtencion y las principales
caracteristicas de los ingredientes biopoliméricos utilizados para la formulacién de los

sistemas espumados que son objetos de estudio en la presente Tesis Doctoral.

1.4.1. Proteinas del suero lacteo

1.4.1.1. Suero lacteo

En la formulacion de productos alimenticios espumados, el uso de proteinas de
suero lacteo estd aumentando debido a sus buenas propiedades nutritivas y funcionales.

Las proteinas del suero derivan del suero lacteo obtenido como subproducto de la
industria de elaboracién de quesos. Basicamente, se distinguen dos tipos de suero lacteo
dependiendo del método de elaboracion de queso empleado: (i) suero dulce y (ii) suero
acido. La mayor parte del suero lacteo producido mundialmente es suero dulce. Este
tipo de suero lacteo proviene de los procesos de elaboracion de quesos que involucran la
accion proteolitica de enzimas coagulantes (quimosina o renina) sobre las micelas de
caseinas (CN) de la leche. Estas enzimas catalizan la ruptura del enlace peptidico de la
k-CN entre los aminoacidos Pheygs y Metos. Este clivaje provoca la desestabilizacion
coloidal de las micelas y, por lo tanto, la precipitacion o coagulacion de casi todas las
CN formando el queso. El suero dulce es el mas empleado por la industria y tiene una

composicion quimica bastante constante.
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Por otro lado, el suero &cido es obtenido como subproducto de la coagulacion
acida o lactica de las micelas de CN a nivel de su punto isoeléctrico (pl), es decir a pH
4,6. Este proceso conduce a una desmineralizacion de las micelas y a la destruccion de
la estructura micelar. El suero &cido es un suero muy mineralizado ya que contiene mas
del 80% de los minerales de la leche de partida.

El suero de queseria se caracteriza por ser un producto de alto contenido de agua,
elevado pH y posee una gran demanda bioldgica de oxigeno lo que favorece su rapido
deterioro. Durante muchos afios, la forma mas comdn de desechar el suero ha sido
sencillamente verterlo en los cursos de agua siendo esto muy perjudicial para el medio
ambiente.

El suero dulce posee aproximadamente 95% de lactosa, 25% de proteinas y 8% de
la materia grasa presente en la leche (Smithers y Copeland, 1997). La presencia de estos
valiosos nutrientes motivo, desde la antigliedad, la reutilizacion del suero lacteo para
diferentes propdsitos siendo su uso tradicional, menos perjudicial, la complementacién
de la alimentacién para ganado bovino y porcino. Por eso, el aprovechamiento de este
producto de alto valor nutricional y su utilizacion en la formulacién de nuevos
alimentos constituye un verdadero desafio para la industria alimentaria. Argentina posee
una larga tradicién en la produccién y el consumo de productos lacteos, por lo tanto, la
investigacion y desarrollo para abordar problematicas relacionadas con la industria
lactea mediante el aprovechamiento del suero de queseria, brindan proyecciones
econdmicas interesantes a este sector, relevante en el mercado interno y externo de
nuestro pais.

La produccion mundial de suero lacteo se estima en 118 millones de toneladas, lo

que equivale a 7 millones de toneladas de suero en polvo. Sin embargo, se estima que la
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produccion mundial del suero lacteo en polvo es de 4,3 millones de toneladas (Martin-
Diana, 2002, 2005). En los ultimos afios, las estadisticas oficiales muestran un
crecimiento explosivo en la produccion de suero en polvo. En efecto, la produccién
nacional se duplicé entre 2004 y 2007, y habria alcanzado un nuevo récord en 2008
(SAGPyA, 2007; Schaller, 2009).

Se estima que en Argentina existen aproximadamente doce plantas importantes
procesadoras de suero lacteo, la mayor parte localizadas en la region pampeana. Las dos
firmas mas importantes por su capacidad de procesamiento son AFISA (Arla Food
Ingredients SA, joint venture Arla (Dinamarca)-Sancor (Argentina), localizada en
Portefia, Cordoba; y Remotti, con plantas en Cdrdoba, Santa Fe y Buenos Aires. Otras
empresas son: Verénica S.A., Molfino Hnos. S.A., Mastellone Hnos., Milkaut S.A.,
Garcia Hnos., Sobrero y Cagnolo, Cotapa, Arcolen, Sucesores de Alfredo Williner,
Saputo, Cooperativa de James Craik y Lacteos Conosur. Estas compafiias utilizan
tecnologia de punta y cumplen los mas exigentes estandares internacionales, accediendo
incluso a certificaciones BPM e 1SO.

Por otro lado, el gran crecimiento de la produccion nacional vino de la mano de
un fuerte impulso de las colocaciones externas. Hoy en dia, Argentina se encuentra
entre los principales paises productores y exportadores de proteinas del suero lacteo.
Entre 1999 y 2008 las exportaciones se multiplicaron por once, hasta alcanzar segin se
estima, un récord del orden de las 36.000 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 y aproximadamente 6500 U$S/tonelada para distintos concentrados de

proteina (Schaller, 2009).
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En resumen, queda claro que el proceso de valorizacion del suero lacteo se
encuentra en pleno auge y que, a pesar de la crisis de los mercados mundiales en estos
ultimos afios, la senda de permanente innovacion en tecnologia de procesos y productos
seguira siendo transitada por las industrias que ademas de buscar el mejoramiento de la
eficiencia y una mayor rentabilidad, generan divisas genuinas a través de la exportacién

de productos de alto valor agregado cumpliendo con las normativas ambientales.

1.4.1.2. Principales fracciones de proteinas de suero lacteo

Los componentes del suero lacteo que presentan mayor valor nutricional y
funcional son las proteinas. Concretamente, las proteinas del suero suponen alrededor
del 20% de las proteinas totales de la leche de vaca. Por definicion, se denominan
proteinas del suero lacteo a aquellas proteinas que permanecen solubles tras la
precipitacion isoeléctrica de las caseinas (CN) a pH 4,6 y a 20 °C (de Wit, 1981). Son
proteinas globulares tipicas y, en contraste con las CN, la mayoria de éstas poseen
estructura terciaria y cuaternaria. Contienen menor cantidad de Glu y Pro que las CN,
pero son ricas en aminoacidos azufrados (Cys, Met) y ramificados (Leu, Val, lle)
(Walzemy col., 2002; Cheftel y col., 1989).

Las principales proteinas del suero lacteo son: B-lactoglobulina (B-LG), a-
lactoalbumina (a-LA) y albdmina sérica bovina (BSA). La estructura tridimensional de
las principales fracciones de proteinas del suero lacteo se presenta en la Figura 1.3.
También pertenecen a este grupo algunas fracciones proteicas tales como

inmunoglobulinas (lg), el complejo proteosa-peptona (fragmentos proteoliticos
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fosforilados de CN), lactoferrina (LF), caseino-glicomacropéptido (GMP), lipoproteinas

provenientes de los globulos de grasa y varias enzimas (Farrel y col., 2006).

B-LG B-LG
monomeérica dimérica

Figura 1.3. Estructura tridimensional de las principales fracciones de proteinas del suero lacteo.

(A) B-LG monomérica, (B) B-LG-dimérica, (C) a-LA y (D) BSA.

La B-LG es la proteina que se encuentra en mayor proporcion, constituyendo
aproximadamente el 60% del total de las proteinas del suero (correspondiendo a una
concentracion de 2,0 a 4,0 g/L), razon por la cual es un producto con gran potencial para
la formulacion de alimentos. Se presenta en siete variantes geneticas: A, B, C,D,E, Fy
G (Fox, 2003). Tanto la variante genética A como B se producen con alta frecuencia en

la mayoria de las razas bovinas afectando notablemente las propiedades fisicoquimicas
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de la leche (Jakob y Puhan, 1992; Hill y col., 1996). Sin embargo, la proteina de
referencia para esta familia es la B-LG B (Farrel y col., 2006). Su secuencia consiste en
una cadena de 162 aminoacidos con un peso molecular de 18 KDa (Léonil y col., 1995,
Burr y col., 1997). Posee cinco residuos de Cys, cuatro de ellos participan en dos
uniones disulfuro intramoleculares uniendo los residuos Cysgs-CySi160 Y CyS106- CYS119,
y el quinto residuo, Cysi»; se considera una fuente de -SH libre (Papiz y col., 1986;
Bewley y col., 1997; Brittan y col., 1997; Brownlow y col., 1997; Qin y col., 1999). La
existencia de este grupo -SH libre puede promover la polimerizacion de las proteinas
via formacion de puentes disulfuro intermoleculares durante tratamientos térmicos a
elevadas temperaturas (de la Fuente y col., 2002).

La estructura secundaria de B-LG consiste de un 15% de a-hélice, estabilizada por
interacciones hidrofobicas entre residuos no polares y Lys, un 50% de ldmina 3 y un 15-
20% de ordenamiento al azar (Qin y col., 1999). En cuanto a su estructura cuaternaria,
se sabe que la B-LG se encuentra en forma de dimero a un valor de pH entre 5y 7 via
formacion de puentes de hidrogeno (Pérez y Calvo, 1995). La estructura tipo lamina—p
antiparalela se asocia con otra igual de otra molecula de proteina formando doce
uniones hidrogeno en la superficie del dimero (Brownlow y col., 1997). A valores de
pH inferiores a 3,5 0 superiores a 7,5 se lleva a cabo la disociacion de los dimeros,
debido a repulsiones electrostaticas, mientras que a valores de pH entre 3,5-5,2 la B-LG
se encuentra en la forma de tetrameros y octdmeros (Pérez y Calvo, 1995). Posee un
bajo contenido en Pro y alto contenido en Cys y Met hacen que B-LG sea inestable
frente a agentes desnaturalizantes, como el calor, los alcalis, los compuestos organicos y

metales pesados (Walzem y col., 2002; Cheftel y col., 1989).
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La B-LG tiene capacidad de fijar minerales, ya que posee regiones con una gran
cantidad de aminoacidos cargados. Ademas, posee una cavidad hidrofébica central
(calix) que interviene en la incorporacion de agentes bioactivos liposolubles, como
vitaminas (A y D) y acidos grasos esenciales, entre otros compuestos (Hambling y col.,
1992; Pérez y Calvo, 1995; Narayan y Berliner, 1997; Sawyer, 2003 Qin y col., 1999).
Se considera que esta propiedad tiene que ver con la funcion bioldgica de la B-LG al
igual que todos los miembros de su familia, las proteinas lipocalinas (Cho y col., 1994).

Por otro lado, la a-LA es la segunda proteina que se encuentra en mayor
proporciodn en el suero lacteo representando cerca del 20% del total, lo que corresponde
a una concentracion de 1,0 a 1,7 g/L (Jenness, 1974). Se expresa en la glandula mamaria
donde desempefia una importante funcién fisioldgica en la sintesis de lactosa (Brew y
Hill, 1975; Kuhn y col., 1980). Esta constituida por 123 aminoacidos (Brew y col.,
1970) y cuatro enlaces disulfuro localizados entre los residuos Cysg-CySi20, CySog-
Cysi11, Cys1-Cys77 y Cysz3-Cyse;. Presenta tres variantes genéticas A, B y C, siendo la
variante B la mas comun en leche bovina (Farrel y col. 2006), posee un peso molecular
14,4 KDa y un elevado contenido de residuos de Trp (~7,2%).

La estructura primaria de la a-LA es homologa a la lisozima de muchas especies
de mamifero. La a-LA es una metaloproteina que liga iones Ca?* y otros iones, en un
espacio comprendido entre cuatro residuos Asp altamente conservados (Hiraoka y col.,
1980, Permyakov y Berliner, 2000). Aunque es susceptible a la desnaturalizacion
térmica, su alto grado de renaturalizacion es responsable de su elevada resistencia al
calor (de la Fuente y col., 2002).

Por ultimo, la BSA representa cerca de 1,5% del total de proteinas de la leche y

constituye aproximadamente el 6% del total de las proteinas del suero (correspondiente
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a una concentracién de 0,1 a 0,5 g/L). Consiste en una cadena de 582 aminoéacidos, de
peso molecular aproximado de 66,2 KDa (Brown, 1975; Reed y col.,, 1980). Su
estructura globular esta estabilizada por 17 puentes disulfuro intramoleculares y ademas
posee un grupo -SH libre. Se puede encontrar como mondémero o dimero. Posee baja
estabilidad térmica, por lo que se desnaturaliza facilmente. A nivel fisioldgico, ejerce
una importante funcion en el transporte, metabolismo y distribucion de ligandos

lipofilicos (Carter y Ho, 1994).

1.4.1.3. Obtencion industrial de proteinas de suero lacteo

Los procedimientos de obtencion industrial de proteinas de suero lacteo se basan
en el diferente comportamiento fisicoquimico que presentan estas proteinas bajo
condiciones definidas. De esta manera, el método de obtencién empleado determina las
diferencias en composicion, las caracteristicas fisicoquimicas y la funcionalidad de las
preparaciones industriales de proteinas de suero lacteo (McDonough y col., 1974; Morr,
y Ha, 1993; de Wit y col., 1986; Morr y Foegeding, 1990; Huffman y Harper. 1999).

Los productos en polvo a base de proteinas del suero que se comercializan
comunmente son concentrados (WPC) y aislados (WPI). Las preparaciones de WPC
tienen porcentajes de proteina que varian entre 30-85%, mientras que los WPI poseen
contenidos de proteina mayores al 90%. El proceso de obtencién de WPI involucra
etapas adicionales e implica costos mas elevados, por esta razén los WPI tienden a ser
utilizados en aplicaciones mas especificas que los WPC (de Wit y col., 1986; Morr y

Foegeding, 1990).
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La industria lactea argentina se dedica a la obtencion de proteinas del suero, ya
sea utilizando la capacidad de las plantas productoras de leche en polvo o empleando
plantas exclusivamente disefiadas para la produccion de las mismas.

Desde 1970 aproximadamente, la ultrafiltracion (UF) es el proceso més utilizado
para la obtencién de WPC. El proceso de UF consiste en la separacién fisicoquimica de
un permeado compuesto por moléculas pequefias (lactosa, sales y agua) de un retenido
mayormente compuesto por proteinas del suero. La UF se caracteriza por poseer un
espectro de corte que va de 3 a 100 KDa. El corte mas comun para sistemas de lecheria
es 10 KDa. Sin embargo, el limite superior de fraccionamiento es determinado por el
disefio de la planta.

La Figura 1.4 muestra un diagrama de flujo para la obtencion de WPC por UF.
Por lo general, el suero de leche es filtrado o centrifugado para remover particulas
suspendidas de queso. Eventualmente, se emplean distintos procedimientos de pre-
tratamiento disefiados para mejorar el rendimiento de la planta de UF y/o para modificar
las caracteristicas del WPC, resultando en productos de bajo contenido en grasas o con
algunas propiedades funcionales mejoradas. Los pre-tratamientos incluyen: ajustes de
temperatura, pH y adicién de Ca** (Matthews y Doughty., 1978; Matthews, 1979),
agentes secuestrantes (Hayes y col., 1974), filtracion o centrifugacién (Malaspina y col.
1975), clarificacion y remocion de materia grasa (Madrid, 1979; Marshall, 1979). Luego
de la UF, el retenido es enfriado a 4 °C y almacenado hasta acumular un volumen
adecuado. El retenido también puede pasteurizarse por medio de un proceso HTST (alta
temperatura-corto tiempo) debido a que bacterias y esporos pueden acumularse durante

la UF.
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Figura 1.4. Representacion esquematica del proceso de obtencidn industrial de WPC.

Por otro lado, la produccion industrial de WPI hace uso de la propiedad anfétera
de las proteinas de suero lacteo. La obtencion requiere el ajuste del suero a pH <4,6 y la
aplicacion de un proceso de intercambio cationico. Bajo estas condiciones, las proteinas
son adsorbidas por resinas de intercambio idnico mientras que la lactosa, la grasa y
otros compuestos son eluidos. Posteriormente, la resina es resuspendida en agua y el pH
es ajustado a pH 9 con hidroxido de amonio con el fin de liberar las proteinas
adsorbidas. La solucion de proteinas es separada de la resina por filtracion. Los
siguientes pasos de obtencion incluyen: UF, evaporacion y secado spray. Finalmente, el
producto obtenido es un WPI con ~90-95% de proteina.

Tanto WPC como WPI son considerados 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
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(USFDA), y presentan un amplio rango de aplicaciones debido a su variada

funcionalidad.

1.4.1.4. Aplicacionesy funcionalidad

Desde un punto de vista nutricional y tecnoldgico, las proteinas del suero lacteo
en sus formas de concentrados proteicos (WPC) y aislados (WPI), brindan la posibilidad
de satisfacer el requerimiento creciente por parte de la industria de nuevos ingredientes
funcionales que puedan ser utilizados en reemplazo parcial de la leche, en productos
dietéticos, de contenido graso reducido, sin colesterol o sencillamente como
emulsionante, agente de batido o gelificante (Morr y Ha, 1993). En la actualidad se
aplican a alimentos lacteos (helados, yogures, productos untables y de bajas calorias),
productos carnicos (carnes procesadas, embutidos), panificados (bases para pasteles,
galletitas, barras nutritivas), confiteria (chocolates, coberturas, caramelos) y bebidas
(mezclas con cacao, crema para café, bebidas para deportistas).

Por otro lado, las propiedades funcionales de proteinas se refieren a aquellas
propiedades fisicas y quimicas que afectan el comportamiento de las mismas en
sistemas alimentarios durante el procesamiento, el almacenamiento, preparacion y
consumo (Cheftel y col., 1989; Phillips, 1994). La comprension de las propiedades
fisicas, quimicas y funcionales de las proteinas y de los cambios en estas propiedades
generados durante el procesamiento constituye un aspecto clave para la interpretacion
del comportamiento de las proteinas en los alimentos (Damodaran, 1996b).

Las propiedades funcionales de las proteinas del suero lacteo incluyen la

gelificacion, retencion de agua, solubilidad, emulsificacion, espumado, espesamiento y
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absorcion y/o retencion de lipidos y flavours (de Wit y col., 1988; Ennis y Mulvihill,
2000). Estas propiedades estan relacionadas con sus caracteristicas fisicas, quimicas y
estructurales intrinsecas, incluyendo tamafio, forma, composicion y secuencia de
aminoacidos, carga neta, distribucion de cargas y relacion entre hidrofobicidad e
hidrofilicidad (Morr y Ha, 1993; Bryant y col., 1998; Damodaran, 1996). Ademas, las
propiedades funcionales de estas proteinas se hallan influenciadas por la estructura
secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas, las uniones intra e intermoleculares,
la rigidez/flexibilidad molecular en respuesta a los cambios de las condiciones del
medio acuoso y/o por la naturaleza de las interacciones con otros componentes de la
matriz alimenticia.

Las proteinas del suero en su estado nativo son solubles dentro del rango de pH
comunmente utilizado en la elaboracién de alimentos (3,5 a 7,0). No obstante, su
solubilidad puede decrecer a medida que la concentracion de sal aumenta debido al
fendmeno de salting out. Ademas, dichas proteinas pierden solubilidad cuando son
sometidas a tratamientos térmicos por encima de los 70 °C debido al fendmeno de
desnaturalizacion y/o agregacion. En este caso, el grado de insolubilizacion dependera
de la temperatura, tiempo, pH y concentracién de minerales (especialmente Ca®")
presentes en las suspensiones durante el calentamiento. Aunque las proteinas de suero
lacteo, en general, presentan una importante cantidad de residuos hidrofébicos, son muy
solubles en agua ya que la mayoria de los residuos no polares estan ocultos en cavidades
internas y la mayoria de los grupos polares estan expuestos en la superficie (Mangino,
1987; lametti y col., 1990).

A elevadas concentraciones, las proteinas del suero lacteo incrementan la

viscosidad de sus disoluciones. La viscosidad de las suspensiones de proteinas del suero
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en estado nativo decrece a temperaturas entre los 30 y 65 °C, presentando un valor
minimo alrededor de su punto isoeléctrico (pl). Sin embargo, la viscosidad de estas
suspensiones se incrementa notablemente a temperaturas superiores a los 70 °C debido a
la desnaturalizacion y/o agregacion de las proteinas.

Ademas, relacionado con su alta solubilidad en agua, las proteinas del suero lacteo
son muy activas superficialmente, lo que le proporciona buenas propiedades
superficiales e interfaciales. Sin embargo, las propiedades superficiales dependen
mucho del estado de desnaturalizacién que presentan; por lo tanto, estas propiedades se
veran modificadas por las condiciones del medio como el pH, fuerza i6nica, etc. (Cayot

y Lorient, 1996).

1.4.1.5. Propiedades interfaciales

Las proteinas del suero lacteo muestran una fuerte tendencia a adsorberse sobre
interfases fluidas (aire-agua y aceite-agua) y es por ello que se distinguen por sus
buenas propiedades espumantes y emulsificantes (Mellema y Isenbart, 2004; Dickinson,
2001; Carrera y Rodriguez Patino, 2005). Frecuentemente, esta propiedad es
influenciada por factores tales como la concentracion de proteina, el grado de
desnaturalizacion y/o agregacion, pH y fuerza ionica.

En términos generales, las peliculas de proteinas adsorbidas sobre la interfase
aire-agua (espumas) y las que se adsorben sobre la interfase aceite-agua (emulsiones)
presentan numerosas analogias. No obstante, en la presente Tesis Doctoral se hara
hincapié en las propiedades superficiales que manifiestan las proteinas del suero lacteo

cuando son adsorbidas sobre la interfase aire-agua.
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Las propiedades dindmicas superficiales de las proteinas del suero l&cteo, tales
como la velocidad de adsorcion interfacial y caracteristicas viscoelasticas de las
peliculas interfaciales, se consideran de enorme importancia durante la formacion y
estabilizacion de espumas (Carrera y Rodriguez Patino, 2005). La formacion de una
espuma alimenticia esta influenciada por el mecanismo de adsorcion de proteinas sobre
la interfase aire-agua y por su capacidad de reducir la tension superficial (Carrera y
Rodriguez Patino, 2005; Rodriguez Patino y col., 2008).

Por otro lado, la estabilizacion de una espuma requiere de la combinacion de
diferentes caracteristicas mecanicas superficiales de la pelicula adsorbida (Wilde, 2000;
Dickinson, 2003). Asi, el uso 6ptimo de proteinas del suero lacteo en la elaboracién de
un alimento espumado depende del conocimiento de sus caracteristicas fisicoquimicas,
tales como la actividad superficial, viscoelasticidad superficial (bajo condiciones
dilatacionales o de cizalla) y de la dinamica de formacién de la pelicula a nivel de la
interfase aire-agua. Obviamente, estas propiedades van a ser modificadas cuando en el
sistema se cuente con la presencia de otros ingredientes de la matriz alimenticia,
fundamentalmente, los lipidos Y los polisacaridos (Cornec y Narsimhan, 1998; Baeza y

col. 2005, 2006).

1.4.1.6. Mejoramiento de la funcionalidad

Una limitacion para el uso de proteinas del suero lacteo en formulaciones
alimenticias es su sensibilidad a las condiciones del medio acuoso, tales como pH y
fuerza idnica, y a las condiciones de su obtencion y procesamiento, como el tratamiento

térmico, entre otras. Las variaciones en funcionalidad y composicion de las proteinas de
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suero lacteo industriales generalmente limitan su aplicacion en la formulacion de
productos alimenticios estandarizados (Hurley y col., 1990; Wang y Lucey, 2003). Los
procesos de elaboracion de queso, los métodos separativos, los tratamientos térmicos, la
extension del secado spray y el contenido graso residual son los principales
determinantes de la variacion e incluso el deterioro de la funcionalidad de estas
preparaciones proteicas (Hurley y col., 1990; Vaghela y Kilara, 1996; Huffman y
Harper, 1999).

Por estas razones, una estrategia, objeto de estudio durante los ultimos afios, fue
encontrar procesos y/o tratamientos que permitan el mejoramiento de las propiedades
funcionales de las proteinas del suero lacteo. Las distintas estrategias se basan en la
modificacion quimica, fisica y enzimatica de las mismas mediante una variedad de
procesos que incluyen acidificacion, calentamiento, hidrélisis y entrecruzamiento
enzimatico (Panyam y Kilara, 1996; Davis y col., 2005; Wierenga y col., 2003). Estos
tratamientos mejoran la capacidad de las proteinas de formar geles, la retencion de agua
y las propiedades interfaciales (Dickinson, 1992; Blecker y col., 1997). Las operaciones
de procesamiento tales como calentamiento, altas presiones, y mezclado con otras
proteinas pueden disefiarse para controlar las interacciones proteina-proteina y asi
obtener determinadas texturas y microestructuras especificas. Por medio de cambios de
las condiciones ambientales y de procesamiento es posible modular la extension de los
cambios estructurales de las proteinas y, por lo tanto, afectar la dinamica molecular, las
cinéticas de agregacion, de adsorcién interfacial o de formacion de sitios activos
(Wierenga y col., 2003; 2006; 2009). No obstante, muchas de las modificaciones

estructurales de las proteinas podrian alteran su digestibilidad y/o alergenicidad
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(Matoba y col., 1980) y por este motivo no encontrarian aceptacion por parte de los
entes reguladores y de los consumidores.

De los tratamientos citados anteriormente, la hidrolisis enzimatica constituye una
estrategia conveniente para el mejoramiento de la funcionalidad de las proteinas de
suero lacteo (Adler-Nissen, 1986; Exl, 2001). El tratamiento enzimatico limitado con
diversos tipos de proteasas mejora sustancialmente las propiedades de espumado de las
proteinas del lactosuero (Chobert y col., 1988a; van der Ven y col., 2001). Sin embargo,
las relaciones entre las propiedades fisicoquimicas interfaciales y las propiedades
espumantes de los hidrolizados de proteinas no han sido del todo aclaradas (Ipsen y col.,
2001; Mifiones Conde y Rodriguez Patino, 2007; Croguennec y col. 2006).

El mejoramiento de las propiedades interfaciales es atribuido a una mayor
exposicion de &reas hidrofébicas y a un aumento en la flexibilidad molecular de los
hidrolizados, caracteristicas que incrementan su afinidad por la interfase aire-agua y su
velocidad de adsorciéon (Bernardi y col., 1991; Bombara y col., 1997; Chobert y col.,
1988b; Vioque y col., 2000). No obstante, si bien la hidrélisis enziméatica mejora la
formacion de espumas, por otro lado, repercute negativamente sobre la estabilidad de
estos sistemas dispersos, sobre todo a elevados grados de hidrdlisis (Vioque y col.,
2000; Yey col., 2004; Martinez y col, 2005).

Por otro lado, la estrategia mas sencilla para mejorar la funcionalidad tanto de las
proteinas del lactosuero como la de sus hidrolizados es a través de la interaccion con
polisacaridos. En la formulacion de bebidas y productos lacteos aireados, por ejemplo,
se incluyen distintos polisacaridos anionicos (alginatos, carrageninas, goma xantica,
pectinas, etc.) con el fin de prolongar su estabilidad y contribuir a las caracteristicas

texturales mediante interaccion con proteinas (Sharma, 1981; Schmidt y Smith, 1992;
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Syrbe y col., 1998; Mishra y col., 2001, Dickinson, 2003). De esta manera, el uso de
polisacéridos podria balancear e incluso promover la funcionalidad de las mismas a
través de diferentes interacciones macromoleculares entre estos biopolimeros

(Dickinson, 2003, Tolstoguzov, 1986, 2003).

1.4.2. Polisacaridos

1.4.2.1. Caracteristicas generales

Durante los Gltimos 50 afios, el mercado de los polisacaridos de uso alimentario
ha sido dominado por cinco grandes grupos que incluyen: pectinas, galactomananos,
goma arabiga, alginatos y carrageninas.

Los polisacaridos de origen vegetal, incluyendo los que se extraen de algas
marinas, generalmente son considerados como fibra dietética resistente a la degradacion
digestiva debido a que el intestino humano carece de las enzimas necesarias para
romper sus enlaces. Algunos polisacaridos son susceptibles a la degradacion mediada
por microorganismos intestinales que utilizan los monosacéridos libres como fuente de
energia para su metabolismo. Sin embargo, la contribucion relativa de estas fuentes a la
nutricion humana es un tema de actual debate (Leiria Campo y col., 2009).

Los polisacéridos o gomas alimenticias pueden definirse en términos practicos
como moléculas de alto peso molecular con caracteristicas predominantemente
hidrofilicas y con capacidad de aumentar la viscosidad y/o producir geles al dispersarse

en agua (Whistler y Daniel, 1985; Whistler, 1973).
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Los polisacaridos se han descripto en la bibliografia de muchas maneras
diferentes y a menudo se clasifican segun su origen y/o composicion quimica. La
composicion y el tamafio molecular de los polisacaridos dependen fundamentalmente
del genotipo de su fuente de extraccion y de las condiciones ambientales de cultivo.

Por lo general, los polisacaridos se describen en términos de sus componentes
monosacaridicos principales y por las sustituciones que puede presentar la estructura
monomeérica. Las cadenas de polisacaridos pueden ser lineales o ramificadas. Segln las
caracteristicas de las cadenas, longitud, ramificaciones, grupos funcionales cargados o
hidrofobicos, los polisacaridos pueden ser solubles en frio, o bien pueden necesitar un
tratamiento térmico previo para facilitar la dispersion (Sand, 1982, Sanderson, 1986).

Las propiedades funcionales de los polisacaridos dependen en gran medida de la
conformacién que pueden adoptar en solucién (hélice o estructurados al azar), lo que a
su vez depende de su composicién, del tipo y namero de grupos sustituidos. La
dindmica molecular de los polisacaridos en solucion esta gobernada por la formacion de
enlaces puente hidrégeno.

La propiedad mas explotada de los polisacaridos es su capacidad para modificar la
reologia de sistemas acuosos a bajos niveles de concentracién. Dependiendo de la
concentracion y del régimen aplicado de velocidades de corte, las dispersiones de
polisacéridos pueden ser pseudopléasticas o newtonianas. La viscosidad de las
dispersiones de polisacarido también puede depender del pH del medio acuoso, de la
longitud de cadena y, en general, de la clase de polisacéarido.

La mayoria de los polisacaridos provienen del reino vegetal (algas, semillas,
exudados, frutos, cereales, tubérculos) y se obtienen por diversos procedimientos

fisicoquimicos bajo la forma de fracciones, cuya pureza depende del método de
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extraccion empleado (Dziezak, 1991). Posteriormente, algunos de estos polisacaridos
son modificados quimicamente con el fin de variar y/o mejorar sus aptitudes
tecnoldgicas. Otro grupo de polisacaridos (no menos importantes) se obtienen por
métodos biotecnoldgicos, i.e., a partir del cultivo en bioreactores de ciertas especies de
microorganismos que secretan polisacaridos en forma de mucilagos bajo condiciones
controladas (Sanderson, 1986; Glicksman, 1983).

Las algas marinas constituyen una excelente fuente de polisacaridos. Estos
organismos sintetizan polisacaridos y mucilagos como fuente de energia para el
desarrollo y mantencién de su metabolismo en el medio marino. Estos polisacaridos se
localizan en la pared celular de algas donde a su vez ejercen importantes funciones de
proteccion contra los esfuerzos fisicos del movimiento de las olas y de mantenimiento
de la homeostasis celular frente a la desecacion en bajamar y al elevado contenido de sal

del mar.

1.4.2.2. Alginatos

Los alginatos se encuentran presentes en las paredes celulares de algas marrones o
pardas del género Phaeophyta. Estas algas crecen en los océanos de todo el mundo. Sin
embargo, los recursos comerciales principales de este género se encuentran en las costas
de las regiones templadas de ambos hemisferios.

Las especies de importancia comercial son seleccionadas en términos del
rendimiento de extraccién de alginato y por la facilidad de crecimiento y recoleccion.
Los recursos comerciales mas importantes incluyen las especies: Laminaria digitata y

L. hyberborea del norte de Europa y Asia, y Macrocystis pyrifera de la costa del
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Pacifico de América del Norte. Otras especies explotadas del norte de Europa y
América son Ascophyllum nodosum y Fucus serratus (Dziezak, 1991; Piriz, 1993).

La extraccion de alginatos se inicia con el lavado de las algas con &cido para
eliminar las impurezas y para convertirlos en su forma &acida. El alginato puede ser
extraido con alcali para dar sales, que pueden ser separadas de otros materiales por
filtracién antes de la precipitacion con &cido. El alginato puede neutralizarse con
diferentes bases para dar lugar a una gran diversidad de sales solubles muy utilizadas en
la industria alimentaria, principalmente sales de sodio, potasio y amonio.

Los alginatos son polimeros lineales del acido g-D-manuroénico (M) y del &cido o-
L-gulurénico (G) unidos entre si por enlace o (1-4) glucosidico (Figura 1.5). Los
residuos de M y G pueden encontrarse alternados a lo largo de la cadena (regiones G-M
0 M-G), pero cominmente se asocian en estructuras de copolimeros en blogues de

regiones que contienen solo G (G-G) y regiones con s6lo M (M-M) (Dziezak, 1991).

Figura 1.5. Estructura quimica del alginato de sodio (AS).

En solucion acuosa, los alginatos pueden actuar como espesantes eficaces para
aumentar la viscosidad a bajas concentraciones. Las sales de alginato son facilmente

solubles en agua fria. La viscosidad disminuye al aumentar la temperatura vy,
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generalmente, muestra un comportamiento pseudoplastico. Las dispersiones son
inestables a pH acido, ya que por debajo de pH 4 el alginato es insoluble formando un
precipitado o gel acido. En presencia de iones Ca®*, los alginatos pueden formar un gel
termoestable mediante la unién del catién entre dos blogues opuestos de G. Los bloques
opuestos proporcionan un hueco o bolsillo con carga negativa que puede acomodar un
ion Ca®*. Esta propiedad, consecuencia de la geometria macromolecular, constituye el
modelo conocido como caja de huevo o “egg-box” que fue propuesto por Grant y col.
(1973) en el intento de explicar las propiedades gelificantes de alginatos en presencia de
iones Ca”".

Los alginatos son cominmente usados como espesantes, estabilizantes y agentes
gelificantes. Se aplican en la fabricacion de peliculas comestibles, helados, productos
lacteos (bebidas y yogures), salsas y son un ingrediente importante en la elaboracion de

cervezas (Dziezak, 1991; Imeson, 1990; Sanderson, 1986).

1.4.2.3. Carrageninas

Las carrageninas se obtienen a partir de algas rojas del género Rhodophyta que
crecen en diferentes regiones costeras.

Las fuentes originales de carragenina son Chondrus crispus y Gigartina stellata
que crecen en aguas del norte europeo. Otras especies de Gigartina también son
explotadas en las costas de América del Sur y del Norte de Africa. (Dziezak, 1991;
Piriz, 1993). Se obtienen por extraccion en agua caliente, seguida por la precipitacion

con etanol, secado y molienda.
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Estos polisacéaridos constituyen una familia de polimeros sulfatados que poseen
una cadena lineal de D-galactosa unida de manera alternada por enlaces a (1-3) y B (1-
4) glucosidicos. Los grupos sulfato pueden sustituirse en el C-2, 4 o 6 (BeMiller y
Whistler, 1996; Dziezak, 1991).

Una caracteristica estructural importante de las carrageninas es que algunos de los
residuos de galactosa pueden convertirse en 3,6-anhidrogalactosa via formacion de un
enlace puente entre el C-3 y C-6. Esta transformacién puede ocurrir in vivo luego de la
sintesis de la cadena o puede ser promovida durante la extraccién, debido al empleo de
condiciones alcalinas que den lugar a la pérdida de algunos grupos sulfatos.

La presencia de residuos de 3,6-anhidrogalactosa favorece la formacién de una
estructura tipo hélice. Las hélices pueden entrelazarse para formar una doble hélice que
determina la formacién de geles de carragenina. El aumento del contenido de grupos
sulfato evita la formacion de la hélice probablemente debido al incremento de la
repulsion electrostatica entre distintos segmentos de la cadena de carragenina.

Dependiendo del grado de sulfatacion, de las posiciones de los grupos sulfato y de
la presencia de residuos 3,6-anhidrogalactosa se distinguen varios tipos de carragenina,
con propiedades claramente distintas. Las fracciones mas importantes son:

(1) k-Carragenina (x-C), su cadena contiene unidades alternas de galactosa
sustituida con un grupo sulfato en C-4 y residuos 3,6-anhidrogalactosa no sulfatados por
lo que puede estructurarse en doble hélices que participan en la formacion de geles
fuertes. Sin embargo, el aumento de la temperatura favorece la separacion de las
cadenas Yy, consecuentemente, provoca la disrupcién del gel de k-C (termorreversible).
La estabilidad de los geles de k-C esta influenciada por la presencia de cationes,

especialmente K*. Los iones K" actiian como contraiones reduciendo la repulsion de
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cargas dentro de las hélices cerca de los grupos sulfato permitiendo un
empaquetamiento de las hélices més estrecho lo que fortalece la estabilidad del gel. Los
iones Ca”** ejercen un efecto similar posiblemente actuando como un agente de
entrecruzamiento entre dos grupos sulfato.

(i) -Carragenina (1-C), su cadena contiene unidades alternas de galactosa
sustituida con un grupo sulfato en C-4 y residuos de 3,6-anhidrogalactosa sulfatada en
C-2 lo que favorece la formacion de geles elasticos. Los iones K* no tienen efecto sobre
la gelificacion, pero los iones Ca** aumentan la fuerza de los gel de 1-C.

(iii) A-Carragenina (A-C), su cadena contiene unidades alternas de galactosa
sustituida con un grupo sulfato en C-2 y residuos 3,6-anhidrogalactosa sustituida con
dos grupos sulfato, uno en C-2 y otro en C-6. Debido a estas caracteristicas no forma

geles y no se ve afectada por la presencia de iones en el medio acuoso (Figura 1.6).

Figura 1.6. Estructura quimica de lambda-carragenina (A-C).

La solubilidad de las carrageninas se relaciona con su capacidad de formacion de
geles y contenido de grupos sulfato. La k-C es soluble en agua caliente (~70°C) debido
a que posee una fuerte tendencia a formar geles. La 1-C debido a que posee apenas un
mayor grado de sulfatacion puede disolverse mas facilmente en agua tibia (~50°C), y la

A-C debido a que posee el mayor grado de sulfatacion se puede disolver en agua fria.
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Las carrageninas forman dispersiones altamente viscosas. La viscosidad es estable
en un amplio rango de valores de pH debido a que la mayoria de los grupos sulfatos
estdn cargados negativamente, aln bajo fuertes condiciones acidicas (BeMiller y
Whistler, 1996). Las dispersiones de 1-C poseen propiedades tixotrdpicas y es utilizada
como componente de salsas y revestimientos. La A-C se utiliza principalmente como
espesante no gelificante. Las tres variantes de carragenina pueden mezclarse facilmente
en proporciones variables para alcanzar una reologia deseada.

Las carrageninas encuentran aplicaciones en la elaboracion de un gran nimero de
productos alimenticios. Se usan como gelificantes, espesantes y estabilizantes.
Histéricamente, la aplicacion mas importante de las carrageninas (0,01-0,03 %p/p) ha
sido en la formulacion de productos lacteos debido a su capacidad de interaccion con
micelas de CN. La interaccion es de tipo electrostéatica, entre las cargas negativas de la
carragenina y las cargas positivas de la superficie de las micelas de CN. Esta asociacion
incrementa la resistencia de los geles, de tal forma que se pueden obtener postres lacteos
de consistencia semisélida. También se comportan muy bien en productos carnicos

procesados Yy reestructurados, y en postres de tipo gelatina, mermeladas de frutas, etc.

1.5. INTERACCIONES ENTRE INGREDIENTES BIOPOLIMERICOS

Las interacciones entre proteinas y polisacaridos juegan un rol muy importante en
la estructura y 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 polisacaridos (Dickinson, 2003; McClements, 2006).
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La formacion, estabilidad y las propiedades mecanicas de las espumas
alimenticias dependen de la forma en la que sus ingredientes interaccionan entre si, en
el entorno de la interfase aire-agua y en el seno de la subfase acuosa (Hartel y
Hasenhuette, 1997). Estas interacciones moleculares pueden producir cambios en las
propiedades de los alimentos espumados, 1o que puede repercutir sobre la textura y
sobre la formacion y estabilidad o incluso, sobre la inestabilidad del producto
(Rodriguez Patino y col., 2003).

Las interacciones proteina-polisacarido son particularmente sensibles a las
caracteristicas estructurales de las macromoléculas involucradas y a las condiciones que
modulan las fuerzas intermoleculares tales como el pH, composicion idnica y
temperatura (Galazka y col., 1999; Dickinson, 2003; Ganzevles y col., 2006).

Recientemente, se han determinado las caracteristicas fisicoquimicas de sistemas
proteina de suero lacteo-polisacarido en estudios modelo con el objeto de ser
relacionadas con las propiedades de espumado (Weinbreck y col., 2003; Baeza y col.,
2005; Ganzevles y col., 2006). En general, estas caracteristicas dependen de la
naturaleza de las interacciones entre los biopolimeros tanto en el seno de solucion
acuosa (atraccion o segregacion) como en el entorno de la interfase aire-agua, de la
estructura quimica y de la concentracién relativa de los componentes en el sistema.
Estos estudios también revelan como la interaccion macromolecular entre proteinas y
polisacaridos, influenciada por las condiciones del medio acuoso (pH, fuerza idnica,
etc.), puede utilizarse para manipular el comportamiento de adsorcion y reoldgico
superficial de estos biopolimeros a nivel de interfases fluidas (Baeza y col., 2005;
2006).

En respuesta a condiciones del medio acuoso tales como pH, fuerza ionica y
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concentracion relativa de ambos biopolimeros (Dickinson, 2003; McClements, 2006),
se han descripto cuatro comportamientos para la interaccion macromolecular entre
proteinas de suero lacteo y polisacaridos anionicos en el seno de solucion (Weinbreck y

col., 2003). Estos comportamientos se resumen en la Figura 1.7 y se detallan como

sigue:
T Do}
W 0
A /,
iz F . O
\3.# ¥ gy s . >
> it 2
i
Proteinas > Polisacaridos
INTERACCIONES INTERACCIONES
REPULSIVAS ATRACTIVAS
Alta Baja N
Concentracion Concentracion Complejacion
e 2 - . S/
A \ ( ’ R
Chp s 4 VR .1
o RE P /
g{-??}l T"eh! -t 3 ® i,
et 8 = L it W
WA B e e g L L
» 3'_‘: " o
Incompatibilidad  Cosolubilidad Complejos Coacervacion
Termodinamica Solubles Compleja

Figura 1.7. Representacion esquematica de los distintos comportamientos de interaccion que puede
presentar un sistema mixto compuesto por proteinas de suero lacteo y polisacaridos anidnicos

(adaptado de McClements, 2006).

(i) A pH neutro y baja fuerza idnica, tanto proteinas como polisacéridos
tienen carga negativa ya que se encuentran en condiciones de pH > pl y pH > pK,
respectivamente. Si la concentracién de biopolimeros en el sistema es elevada,

generalmente, ocurre el fendmeno de separacidn de fases segregativa o incompatibilidad
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termodindmica entre ambos tipos de biopolimeros, debido a interacciones electrostaticas
repulsivas y diferentes afinidades hacia el solvente (Tolstoguzov, 2003). Sin embargo, a
bajas concentraciones de biopolimeros, los componentes pueden permanecer co-
solubles. En estas condiciones, también pueden existir interacciones electrostaticas
atractivas entre los sitios positivos sobre la superficie de la proteina y las cargas
negativas del polisacarido,

(i) A pH cerca del punto isoeléctrico (pl) de la proteina o relativamente por
debajo del mismo, las proteinas tienen carga positiva (pH > pl) y los polisacaridos
tienen carga neta negativa (pH > pK), por lo tanto, se forman complejos solubles
proteina-polisacarido debido a la existencia de interacciones electrostaticas atractivas.

(iii) Finalmente, la reduccion del pH del medio acuoso conduce a la
asociacion de los complejos solubles y, consecuentemente, a la coacervacién compleja.
Por lo general, a pH por debajo de 2,5, la formacion de complejos electrostaticos es
suprimida debido a la protonacion de los grupos funcionales del polisacarido.

Por otro lado, para el entorno de la interfase aire-agua se postularon tres
comportamientos de interaccion entre proteinas de suero lacteo y distintos polisacaridos.
Los distintos comportamientos dependen de las condiciones del medio (pH, fuerza
ionica) que modulan el caracter de las interacciones proteina-polisacarido en el seno de
solucion (atraccion o segregacion) y de la estructura quimica y actividad superficial de
los polisacaridos (Baeza y col., 2005; 2006). Estos comportamientos se representan en
la Figura 1.8 y se detallan a continuacién:

(1) Adsorcion competitiva. Este fendmeno ocurre cuando los biopolimeros se
adsorben por su cuenta y compiten por los sitios de la interfase aire-agua. Algunos

polisacaridos naturales (pectinas, goma arabiga) o sintéticos (derivados de la celulosa y
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alginato) tienen la capacidad de adsorberse sobre la interfase aire-agua, por lo tanto,
pueden ser capaces de coexistir con proteinas adsorbidas y/o desplazarlas de la interfase

dependiendo de la magnitud de su actividad superficial.
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Figura 1.8. Representacion esquematica de las distintas interacciones macromoleculares entre

proteinas y polisacaridos en el entorno de la interfase aire-agua (Baeza y col., 2005).

(i) Adsorcion o formacion interfacial de complejos electrostaticos. Tiene
lugar cuando los biopolimeros se adsorben juntos bajo la forma de complejos o
entidades macromoleculares hibridas, o bien, debido a la atraccion entre la proteina
adsorbida y el polisacarido en la subfase acuosa via interacciones electrostaticas y/o de
puente de hidrogeno.

(iii) Incompatibilidad termodinamica o0 segregacion interfacial. Este
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fendmeno ocurre en el entorno interfacial cuando la actividad termodinamica de la
proteina es alterada debido la presencia del polisacarido en la subfase acuosa. La fuerza
conductora de esta interaccion es de naturaleza osmética y deriva en la segregacion y
concentracion de la proteina adsorbida por mecanismos de deplecion.

Ademas, en el entorno de la interfase aire-agua, la naturaleza de las interacciones
proteina-polisacarido podria ser afectada por el tratamiento enzimético de la proteina,
dependiendo del grado de hidrolisis de la misma y de la estructura quimica del
polisacarido (Ye y col.,, 2004). En un estudio reciente, Martinez y col. (2007)
demostraron que una hidrdlisis limitada fue suficiente para mejorar las propiedades
interfaciales de un aislado proteico de soja en combinacion con polisacaridos.

En resumen, existen numerosos trabajos acerca del comportamiento interfacial de
las proteinas del suero lacteo sobre la interfase aire-agua (De Feijter y Benjamins, 1987;
Rodriguez Patino y col., 1999; Carrera y col., 2005) y actualmente existe un creciente
interés en el estudio de la dindmica de adsorcion de estas proteinas en relacion a la
presencia de polisacaridos en la subfase acuosa (Baeza y col., 2005, 2006; Ganzevles y
col., 2006). Sin embargo, la mayoria de estos estudios fueron abordados en sistemas
modelo (mezcla de biopolimeros puros) cuyo comportamiento podria ser relativamente
diferente al comportamiento real de un sistema espumado alimenticio, el que contempla
la existencia de un gran nimero de interacciones entre los componentes de las materias
primas. Por esta razon, debido a la complejidad de los mecanismos que intervienen
durante la formacion y estabilizacion de espumas, en la formulacion de nuevos
productos alimenticios, se requieren estudios involucrando materias primas obtenidas de

manera industrial y comercialmente disponibles.
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El aprovechamiento del suero procedente de la elaboracion de quesos tiene una
especial importancia econdémica para la industria lactea de nuestro pais. Por este motivo,
existe un gran interés en la realizacion de estudios que permitan ampliar los
conocimientos referidos a las propiedades espumantes (entre otras propiedades
funcionales) de las proteinas del suero para que puedan ser utilizadas como ingredientes
funcionales en la elaboracion de productos espumados y en alimentos en general.
Ademas, el interés también se extiende a la realizacion de estudios dedicados a
profundizar los conocimientos sobre el comportamiento fisicoquimico de alimentos
espumados elaborados con estas proteinas y otros aditivos (e.g., polisacaridos). Esto se
debe a que un alimento constituye una matriz compleja que tiene un comportamiento
fisicoquimico propio que no esta dado necesariamente por la suma del comportamiento
individual de cada uno de sus ingredientes, si no por la naturaleza de las interacciones
entre los mismos.

Las propiedades espumantes de las proteinas de suero lacteo derivan de su fuerte
tendencia a adsorberse sobre la interfase aire-agua. Sin embargo, las variaciones en
composicion y funcionalidad, generalmente, limitan la aplicacion de estas proteinas en
la formulacion de productos espumados estandarizados. Por lo tanto, las estrategias de
formulacién que permitan la existencia de interacciones sinérgicas entre proteinas y
otros aditivos alimenticios, tales como los polisacaridos, asi como también la aplicacién
de tecnologias adecuadas que den lugar a la modificacién estructural de proteinas, tales
como la hidrolisis enzimatica, podrian plantearse como alternativas para ampliar la

utilizacion de las mismas como ingredientes funcionales de productos espumados.

40



Capitulo 2. Objetivos

Por lo tanto, la presente Tesis Doctoral propone como Objetivo general:

“Investigar desde un punto de vista basico y aplicado el impacto de la adicion
de polisacaridos aniénicos y de la hidrdlisis enzimatica limitada sobre las
propiedades espumantes de proteinas de suero lacteo industriales para reunir los
conocimientos que permitan el desarrollo de ingredientes funcionales que puedan

ser incorporados en productos alimenticios espumados”.

Ademas, se proponen como Objetivos especificos:

< Estudiar el efecto de la adicion de polisacaridos sobre las propiedades

interfaciales (cinéticas y reologicas) y espumantes de proteinas de suero lacteo.

< Estudiar el efecto de la hidrolisis enzimatica limitada sobre las propiedades

interfaciales (cinéticas y reologicas) y espumantes de proteinas de suero lacteo.

« Estudiar el efecto de la adicion de polisacaridos sobre las propiedades

interfaciales (cinéticas y reologicas) y espumantes de hidrolizados de proteinas de

suero lacteo.
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Capitulo 3. Fundamentos Tedricos

3.1. BASES MOLECULARES Y TERMODINAMICAS DEL
COMPORTAMIENTO DE INTERACCION ENTRE PROTEINAS Y

POLISACARIDOS EN SOLUCION ACUOSA

3.1.1. Comportamiento individual de biopolimeros en solucion acuosa

3.1.1.1. Estructuray conformacion

Las propiedades funcionales y las interacciones entre biopolimeros en los
alimentos estan fuertemente influenciadas por sus caracteristicas moleculares, tales
como su peso molecular, conformacién, flexibilidad, polaridad e hidrofobicidad (Dea,
1982; Kinsella, 1982; Damodaran, 1996, BeMiller y Whitler, 1996). Estas
caracteristicas moleculares son determinadas por el tipo, nimero y secuencia de los
monomeros que conforman las cadenas de biopolimeros (van Holde, 1977, MacGregor
y Greenwood, 1980).

Las proteinas son polimeros de aminoacidos, mientras que los polisacaridos son
polimeros de monosacéaridos (MacGregor y Greenwood, 1980, Lehninger y col. 1993,
Damodaran, 1996, BeMiller y Whistler, 1996). Los mondmeros varian de acuerdo a su
polaridad (idnicos, polares, no polares o anfifilicos), dimensiones y grupos funcionales
(Lehninger y col. 1993). Si un biopolimero posee un solo tipo de mondmero, se lo
denomina homopolimero (e.g., almidon o celulosa), pero si posee diferentes tipos de
monomeros, se lo denomina heteropolimero (e.g., goma Xxantica, goma arabiga o

cualquier proteina de origen natural).
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En los biopolimeros, los monémeros se unen mediante enlaces covalentes que
permiten el movimiento o giro de la cadena polimérica (Lehninger y col. 1993). Los
biopolimeros contienen un gran nimero de monodmeros (normalmente entre 20 y
20.000), por lo que potencialmente pueden tener un gran nimero de configuraciones
diferentes en solucién acuosa. Sin embargo, cualquier biopolimero tiende a adoptar una
conformacién que minimiza su energia libre configuracional (van Holde, 1977; Dill
1990).

Las configuraciones que los biopolimeros tienden a adoptar en solucion acuosa
pueden dividirse en tres categorias: globular, de tipo bastdn, o al azar. Los biopolimeros
globulares poseen estructuras compactas muy rigidas, los biopolimeros de tipo bastén
tienen estructuras extendidas bastante rigidas (a menudo helicoidales) y los
biopolimeros estructurados al azar tienen estructuras dindmicas y flexibles. Estas
conformaciones pueden cambiar si se modifican las condiciones del medio acuoso, e.g.,
pH, fuerza idnica, calidad del solvente o temperatura (Whitaker, 1977; Sand, 1982,
Cesero, 1994).

En solucion, un biopolimero puede existir como una molécula aislada, o puede
estar asociada con otros tipos de macromoléculas. La conformacion molecular y la
asociacion de los biopolimeros se rigen por un delicado equilibrio de energias de
interaccion y efectos de entropia (Dickinson y McClements, 1995).

El mecanismo que conduce a la asociacion de cadenas polipeptidicas en
estructuras proteicas tridimensionales es el punto de partida para comprender sus
propiedades funcionales y sus interacciones con otras macromoléculas. En la cadena
polipeptidica de la mayoria de las proteinas existen porciones que estan organizadas en

una estructura definida, y forman cadenas tipo hélices, laminas o curvas. Estas
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porciones constituyen la estructura secundaria de las proteinas y son el resultado de
interacciones entre aminoacidos especificos. Las proteinas también se caracterizan por
una configuracién tridimensional Gnica que constituye la estructura terciaria. Si se
asocian estructuras terciarias independientes por medio de interacciones entre varias
cadenas polipeptidicas, la proteina tendra estructura cuaternaria. Los distintos niveles de
estructuracion que pueden presentar las proteinas globulares se presentan en la Figura

3.1.
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Figura 3.1. Niveles de estructuracion de proteinas globulares. (A) Secuencia de aminoacidos o
estructura primaria. (B) Estructura secundaria dada por la formacién de hojas plegadas o laminas

By a-hélices. (C) Estructura terciaria. (D) Estructura cuaternaria.

Las proteinas en solucion mantienen su conformacion mediante un equilibrio de
fuerzas hidrofébicas, uniones hidrégeno, fuerzas van der Waals e interacciones
electrostaticas (que pueden ser atractivas o repulsivas). Ademas, la estructura terciaria y
cuaternaria de una proteina podria estar estabilizada por la presencia de uniones
covalentes entre aminoacidos, por ejemplo, uniones por puente disulfuro (Lehninger y
col. 1993). Las interacciones intramoleculares que determinan la conformacion de

proteinas se representan en la Figura 3.2.
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La estructura de una proteina es dinamica, y el equilibrio entre las fuerzas
estabilizantes de la estructura tridimensional puede cambiar a partir de modificaciones
en las condiciones ambientales tales como temperatura, calidad del solvente, pH y
condiciones de procesamiento. El potencial de una proteina para modificar su
conformacién determina sus propiedades funcionales. Durante el procesamiento o
debido a cambios en las condiciones del medio acuoso, una proteina puede cambiar su
conformacién. Como consecuencia de estos cambios, las fuerzas que la estabilizan
pueden debilitarse, permitiendo el desplegamiento o la desnaturalizacion proteica y
exponiendo aminodcidos activos antes ocultos en el interior de la estructura proteica.
Asi, estos aminodcidos pueden interactuar con otros segmentos de la misma molécula o

bien con segmentos presentes en otras macromoléculas vecinas.

Interacciones hidrofébicas

/ y de van de Waals
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Figura 3.2. Interacciones intramoleculares que determinan la estructura conformacional de

proteinas.
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3.1.1.2. Interacciones hidrofébicas

Las interacciones hidrofébicas ejercen un rol determinante de la estructura
molecular, agregacion y actividad superficial de aquellos biopolimeros que poseen
cantidades apreciables de residuos no polares (Alber, 1989; Dill, 1990; Damodaran,
1996). Los biopolimeros que poseen una proporcién significativa de estos grupos
tienden a adoptar, por efecto hidrofébico, una conformacion que reduzca al minimo el
area de contacto entre los grupos no polares y el agua. Asi, un biopolimero puede
reducir el area de contacto entre sus grupos hidrofébicos y el agua al agregarse con otras
moléculas no polares, o bien por adsorcion sobre una superficie no polar o interfase

(Figura 3.3).

Figura 3.3. Rol de las interacciones hidrofébicas en el equilibrio de plegamiento de proteinas.
Los circulos en blanco y negro representan los residuos hidrofilicos e hidrofébicos,

respectivamente. La region sombreada representa la solucién acuosa (Huang y Chandler, 2000).

Las proteinas que tienen una gran proporcion de aminoacidos no polares, tales
como Val, Leu, lle y Phe (Lehninger y col. 1993), se pliegan en estructuras compactas

globulares en la que dichos aminoacidos se encuentran en un dominio interior, mientras
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qgue los residuos polares se encuentran en el exterior en contacto con el agua
(Damodaran, 1996).

Las interacciones hidrofébicas juegan un rol fundamental en las interacciones
proteina-proteina y la presencia de aminoécidos no polares es considerada una
caracteristica muy importante en la determinacion del potencial de una proteina como
ingrediente “funcional”. La hidrofobicidad superficial se emplea como un parametro
para predecir el potencial de una proteina para asociarse bajo condiciones de
calentamiento o bajo cambios de las condiciones ambientales y se relaciona con
propiedades funcionales, tal como espumado y gelificacion (Kato y Nakai, 1980).
Debido a que una porcién de los aminoacidos no polares permanece oculta en el interior
de la estructura proteica, la suma de la contribucion de todos los aminodcidos
hidrofébicos en la cadena polipeptidica no es una estimacion fiable de la susceptibilidad

de la proteina a interactuar con otras proteinas via interacciones hidrofobicas.

3.1.1.3. Interacciones electrostéaticas

Las interacciones electrostaticas juegan un papel importante en la determinacion
de la estructura conformacional e interaccion de biopolimeros (MacGregor y
Greenwood, 1980; Dickinson y McClements, 1995; Damodaran, 1996).

Las proteinas poseen aminoacidos que se ionizan para dar lugar a grupos con
carga positiva, e.g., Arg, His, Lys, Pro, y el grupo N-terminal, 0 grupos con carga
negativa, e.g.. Glu, Asp y el grupo —C-terminal (Lehninger y col. 1993; Damodaran,
1996). Algunos polisacaridos también contienen grupos ionizables en su cadena, e.g.,

sulfato, carboxilato, o grupos fosfato (MacGregor y Greenwood, 1980; BeMiller y
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Whistler, 1996). Si un biopolimero contiene muchos grupos con las mismas cargas, €s
probable que adopte una configuracion extendida, ya que esta caracteristica incrementa
la distancia media entre las cargas y minimiza las repulsiones electrostaticas (Launay y
col. 1986; Rha y Pradipasena, 1986). Si, por el contrario, el biopolimero contiene
muchos grupos con carga opuesta, es probable que se pliegue en una estructura
compacta maximizando las atracciones electrostaticas. Por esta razon, las proteinas son
a menudo extremadamente compactas en su punto isoeléctrico (pl) y se despliegan
gradualmente cuando el pH se aleja del mismo.

Los biopolimeros que presentan similares cargas netas se repelen entre si y, por lo
tanto, tienden a existir como macromoléculas individuales. Mientras que los
biopolimeros con cargas netas opuestas se atraen entre si y, por lo tanto, tienden a
asociarse dependiendo de la naturaleza y la fuerza de otros tipos de interacciones
macromoleculares.

Las interacciones electrostaticas son las fuerzas principales que actlan a cierta
distancia. Por ejemplo, las proteinas no sélo deben exponer sus sitios reactivos, sino
también deben tener una orientacion Optima para que sean capaces de interactuar con
otras moléculas.

La carga neta de un biopolimero depende de los valores de pK de sus grupos
ionizables y del pH del medio acuoso. Las interacciones electrostaticas entre
biopolimeros son particularmente sensibles al pH de la fase acuosa (Launay y col.,
1986; Rha y Pradipasena, 1986). Al cambiar el pH en una solucion proteica, ocurre una
redistribucion de cargas en la cadena polipeptidica, los grupos acidicos tienen una carga
negativa a pH neutro mientras que los grupos basicos estan cargados positivamente a

nivel de este pH debido a que su pK es alto. A modo de ejemplo, en la Figura 3.4 se
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presenta la distribucién de cargas sobre la superficie de BSA a pH neutro y baja fuerza

i6nica (Hattori y col., 2001).

cmcamOoNeED®O

Figura 3.4. Distribucién de cargas sobre la superficie de BSA a pH 7 y fuerza idnica 0,01 M
calculada por Hattori y col. (2001). Las figuras (a)-(c) son representaciones de BSA en
distintas direcciones. Las regiones superficiales de color rojo y azul corresponden a regiones

con cargas negativas y positivas, respectivamente, y las regiones blancas son neutras.

La fuerza de las interacciones electrostaticas entre biopolimeros depende de la
concentracion y del tipo de contraiones presentes en solucion debido a la existencia de
efectos de screening electrostatico. Los iones apantallan las cargas presentes en los
biopolimeros y disminuyen las fuerzas electrostaticas totales. Sin embargo, la presencia
de grupos cargados en la superficie de algunos biopolimeros puede causar una
coordinacion especifica con ciertos iones estabilizando su estructura conformacional

(Kuwajimay col., 1989).

3.1.1.4. Enlace o puente de hidrégeno

Tanto proteinas como polisacaridos poseen monémeros capaces de formar enlaces

o puentes de hidrégeno (Lehninger y col. 1993). Un enlace de hidrégeno se define como
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la fuerza atractiva entre un atomo electronegativo y un atomo de hidrégeno unido
covalentemente a otro atomo electronegativo. Resulta de una fuerza dipolo-dipolo con
un atomo de hidrdégeno unido a un atomo de nitrégeno, oxigeno o de un halégeno. Los
enlaces de hidrégeno son un tipo relativamente fuerte de interaccién molecular y, por lo
tanto, un biopolimero (e.g., una proteina) en solucion tratara de maximizar el nimero y
la fuerza de los enlaces de hidrogeno formados dando origen a la formacidn de regiones
ordenadas como hélices y hojas plegadas (Lehninger y col. 1993). La Figura 3.5
muestra la participacion de los enlaces puente de hidrogeno en la determinacion de la
estructura secundaria de proteinas. La formacion de puentes de hidrégeno también juega
un rol importante en la determinacion de la estructura cuaternaria de proteinas. Por
ejemplo, la asociacion de monomeros de B-LG en dimeros es conducida por puentes de
hidrogeno entre las estructuras lamina B de dos monémeros adyacentes (Brownlow y

col., 1997).
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Figura 3.5. Rol de la formacion de enlaces de hidrégeno intramoleculares en la

determinacion de la estructura secundaria de proteinas.
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La formacién de puentes de hidrogeno también es responsable de la interaccion
macromolecular entre distintos biopolimeros. Asi, distintos segmentos de un
biopolimero pueden ser capaces de formar fuertes puentes de hidrégeno con segmentos
de otra macromolécula (Lehninger y col. 1993).

Por otro lado, un biopolimero puede adoptar una estructura menos ordenada con
el objeto de que los mondémeros formen puentes de hidrégeno con moléculas de agua
circundantes. Por lo tanto, una parte o la totalidad de un biopolimero puede existir en
una conformacion muy ordenada (entrépicamente desfavorable) con un elevado nimero
de puentes de hidrégeno intramoleculares, o bien puede existir en una conformacion al
azar (entropicamente mas favorable), con un mayor nimero de puentes de hidrdgeno

intermoleculares.

3.1.1.5. Solapamiento estérico e interacciones de van de Waals

Existe una interaccion de repulsion muy fuerte entre los &tomos o moléculas a
distancias muy cortas debido a la superposicion de nubes electronicas. Este fenémeno se
conoce como solapamiento estérico y determina la distancia minima entre dos 4&tomos o
moléculas. La existencia de esta repulsion restringe en gran medida la distribucion
espacial de los mondmeros de un biopolimero debido a que dos grupos no pueden
ocupar el mismo espacio.

A nivel molecular, las interacciones de van der Waals operan en todos los tipos de
moléculas y tienden a magnitudes muy similares (Israelachvili, 1992). Son fuerzas
atractivas debiles entre dipolos transientes e inversamente proporcionales a la distancia

entre moléculas. En lo que respecta a la determinacion de la conformacion de
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biopolimeros en solucion acuosa, las interacciones de van der Waals s6lo desempefian
un papel menor. Sin embargo, si un biopolimero es lo suficientemente grande (del
tamafo de una particula coloidal) entonces puede existir una atraccion de van der Waals

significativamente fuerte, lo que favorece su interaccion con otros biopolimeros.

3.1.1.6. Puentes disulfuro

La estructura conformacional y el comportamiento de agregacion de muchas
proteinas son afectados por su capacidad para formar puentes disulfuro (MacGregor y
Greenwood, 1980; Dickinson y McClements, 1995; Damodaran, 1996).

La Cys es un aminoacido que posee un grupo tiol o sulfidrilo (-SH), capaz de
formar enlaces disulfuro (-S-S-) con otros grupos -SH por medio de una reaccion de
oxidacion (Friedman, 1973). Los grupos -SH libres también pueden participar en
intercambios -SH-disulfuro con otros puentes disulfuro. Por lo tanto, las proteinas son
capaces de formar puentes disulfuro intra e intermoleculares en condiciones adecuadas.

Las uniones intramoleculares se forman cuando un par de residuos de Cys quedan
muy proximos durante el plegamiento de proteinas globulares y son muy importantes
para la estabilizacién de la estructura terciaria frente a mecanismos de desplegamiento
(Friedman 1973). Los enlaces disulfuro intermoleculares se forman cuando se acercan
dos 0 mas macromoléculas de proteinas y, comunmente, se relacionan con fendmenos
de agregacion en sistemas gelificados y/o sobre interfaces fluidas (Dickinson y
Matsumura, 1991; McClements y col. 1993).

El valor de pK del grupo -SH libre de L-Cys es de aproximadamente 8,3. Sin

embargo, en proteinas el valor de pK a menudo es mas elevado, dependiendo del
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entorno del grupo -SH y del grado de plegamiento de la proteina (Friedman, 1973).

Los grupos -SH y disulfuro en las proteinas se encuentran normalmente en el
interior de la macromolécula plegada y, por lo tanto, no estan disponibles para la
interaccidn incluso en condiciones que favorecen el intercambio -SH-disulfuro. El
desplegamiento de las proteinas expone los grupos -SH reactivos y permite
intercambios -SH -disulfuro en condiciones adecuadas (Dickinson y Matsumura, 1991;
McClements y col., 1993). Este comportamiento explica el incremento de intercambios
-SH-disulfuro que se producen durante el tratamiento térmico de proteinas
(McClements y col., 1994), cuando las proteinas se adsorben sobre interfase fluidas
(Dickinson y Matsumura, 1991), o cuando las proteinas son tratadas con enzimas

proteoliticas tales como tripsina y quimiotripsina (Friedman, 1973).

3.1.1.7. Entropia configuracional

Uno de los factores mas importantes que determina la estructura conformacional y
la capacidad de interaccion de los biopolimeros en solucidon acuosa es la entropia
configuracional (Alber, 1989; Dill, 1990).

Los biopolimeros contribuyen a su entropia configuracional de manera local o no
local. La entropia local se refiere al nimero de conformaciones que pueden adoptar las
secuencias de mondmeros conectadas entre si a lo largo de la cadena de biopolimero. La
formacion de estructuras ordenadas, tales como hélices u hojas plegadas es
entropicamente desfavorable. La entropia no local esta determinada por todas las
posibles configuraciones que pueden adoptar las cadenas de biopolimero. Por lo tanto,

los biopolimeros altamente flexibles (estructurados al azar) pueden tener un gran
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namero de conformaciones diferentes y poseen una entropia configuracional mucho
mayor que los biopolimeros compactos (globulares). El solapamiento estérico
desempefia un papel importante en la determinacién de la magnitud de la entropia no
local. De esta manera, dos segmentos de una cadena de biopolimero no pueden ocupar
el mismo volumen vy, por lo tanto, el nimero de configuraciones que puede adoptar la
macromolécula esta restringido (entrépicamente desfavorable).

La energia libre asociada a la entropia configuracional (-TAS) aumenta a medida
que se eleva la temperatura. Este comportamiento explica por qué las proteinas
globulares se despliegan a elevadas temperaturas a pesar de la fuerte atraccién
hidrofobica que mantiene su estructura globular (Dickinson y McClements, 1995).

Una consecuencia importante de la contribucién de la entropia no local a la
conformacién de un biopolimero es el efecto de los enlaces covalentes cruzados entre
diferentes segmentos de la macromolécula. La introduccion de un enlace covalente, tal
como un puente disulfuro en una proteina, restringe en gran medida el namero de
conformaciones que la macromolécula desplegada puede aportar y, por lo tanto, reduce
la fuerza entrépica que favorece la conformacion estructurada al azar (Kinsella, 1982).

La conformacion y asociacién de biopolimeros depende de su entropia
configuracional y de la fuerza de las interacciones atractivas y repulsivas intra e
intermoleculares (Dickinson y McClements, 1995). Si se contempla la posibilidad de
gue un biopolimero pueda existir en dos estados diferentes, e.g., plegado y desplegado,
nativo y agregado, disociado o asociado, este va a existir en el estado que posea la
menor energia libre dependiendo de las condiciones del medio acuoso (pH, fuerza
ionica, la temperatura).

La energia libre de cada estado se rige por diversos tipos de interacciones
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macromoleculares y por las contribuciones entrépicas antes mencionadas. Por lo tanto,
el cambio total de energia libre que se produce cuando un biopolimero sufre una

transicion de un estado a otro puede ser representado por la siguiente ecuacion:

AGtransicién =AGVDW+AGH + AGPH + AGSE + AGE - TASEC (EC

3.1)

donde AGvpw, AGh, AGph, AGse y AGe son las diferencias de energia libre entre
los dos estados debido a interacciones de van der Waals, hidrofdbicas, enlaces puente de
hidrogeno, solapamiento estérico y electrostaticas, respectivamente, T es la temperatura
absoluta y ASgc es el cambio en la entropia configuracional. Si AGyansicion €S Negativo,
entonces el biopolimero tiende a someterse a la transicion. Cabe destacar que la mayoria
de los alimentos son sistemas fuera del equilibrio, por lo que los biopolimeros no estan
en su estado de minima energia libre. A menudo, un biopolimero esta "atrapado” en un
estado metaestable porque existe una gran energia de activacion que le impide llegar a

su estado de equilibrio.

3.1.1.8. Interacciones con el agua

Muchas de las propiedades funcionales (gelificacién, emulsificacion, espumado)
de los biopolimeros en dispersiones coloidales alimenticias se rigen por sus
interacciones con el agua (Damodaran, 1996; Fennema, 1996). La disolucion efectiva
de biopolimeros implica una serie de etapas que incluyen dispersion, humectacion,

hinchamiento y disolucion. La velocidad de disolucion depende de factores tales, como
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el pH, fuerza i6nica, temperatura y composicion de la fase acuosa, asi como también de
la aplicacion de fuerzas mecanicas.

La solubilidad de los biopolimeros depende de su compatibilidad con el solvente
lo que depende de la fuerza de las interacciones biopolimero-biopolimero, biopolimero-
solvente y solvente-solvente. Una macromolécula de biopolimero tiene una baja
solubilidad en agua cuando la fuerza de las interacciones biopolimero-solvente es
significativamente mas débil que las interacciones biopolimero-biopolimero o solvente-
solvente.

En general, la solubilidad en agua de los biopolimero se determina por la entropia
configuracional y una combinacion de interacciones de van der Waals, electrostaticas,
hidrofobicas, puentes de hidrégeno y solapamiento estérico. Sin embargo, la solubilidad
en agua de un biopolimero es principalmente determinada por interacciones
hidrofobicas y electrostaticas (BeMiller y Whistler, 1996, Damodaran, 1996).

Las interacciones hidrofébicas promueven fenémenos de agregacion y, por lo
tanto, pueden conducir a una escasa solubilidad en agua de proteinas globulares.

Por otra parte, una macromolécula de proteina tiene carga neta positiva a valores
de pH por debajo de su punto isoeléctrico (pl) y carga neta negativa a valores de pH por
encima del mismo. Consecuentemente, existe una repulsion electrostatica entre las
macromoléculas cargadas de mismo signo que les impide acercarse y, por lo tanto,
aumenta su solubilidad en agua (de Wit y van Kessel, 1996). La solubilidad acuosa de la
mayoria de las proteinas disminuye drasticamente en su pl (Franks, 1991; Damodaran
1996), debido a la disminucion de la repulsion electrostatica entre las macromoléculas.

La solubilidad en agua de las proteinas depende en gran medida del tipo y de la

concentracion de electrolitos en solucion (Franks, 1991). A fuerza ionica relativamente
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baja, los electrolitos apantallan las interacciones electrostaticas entre las
macromoléculas. A nivel del pl, el apantallamiento disminuye la fuerza de las
atracciones electrostaticas entre las proteinas y, por lo tanto, la solubilidad aumenta. A
valores de pH alejados del pl, el apantallamiento reduce la repulsion electrostatica entre
los biopolimeros y, por lo tanto, la solubilidad disminuye. A fuerza i6nica intermedia,
los electrolitos se unen a la superficie de los biopolimeros e incrementan las
interacciones de repulsion de corto alcance y, por lo tanto, la solubilidad aumenta
(Israelachvili, 1992). Alternativamente, los electrolitos pueden alterar la organizacion
estructural de las moléculas de agua, lo que puede incrementar o disminuir la magnitud
de las fuerzas hidrofdbicas dependiendo de la naturaleza de los iones involucrados
(Israelachvili, 1992; Damodaran, 1996). A fuerza i6nica elevada, las proteinas
precipitan por arriba de una concentracion de sal critica, lo que se conoce como “salting
out”, debido a que la mayoria de las moléculas de agua estan fuertemente asociadas a
los electrolitos y, por lo tanto, no estan disponibles para hidratar a las proteinas
(Damodaran, 1996).

Por otro lado, una de las funciones més importantes de los biopolimeros en
sistemas dispersos coloidales alimenticios (espumas y emulsiones) es aportar a la
viscosidad de la subfase acuosa (Mitchell y Ledward, 1986). La viscosidad modifica la
textura de los productos alimenticios (espesamiento), asi como también reduce la
velocidad a la cual las particulas sedimentan o creman (estabilizacion).

La capacidad de los biopolimeros de aumentar la viscosidad de una solucion
depende principalmente de su peso molecular, grado de ramificacion, conformacion y

flexibilidad (Launay y col., 1986; Rha y Pradipasena, 1986).
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La viscosidad de una solucién diluida de biopolimeros aumenta linealmente a

medida que aumenta su concentracion segun la siguiente ecuacion:

n=no (1 +2,5¢) (Ec.

3.2)

donde n es la viscosidad de la disolucién, no es la viscosidad del solvente puro y ¢ es la
fraccion en volumen de biopolimeros en la disolucion.

En un régimen diluido, la capacidad de algunos biopolimeros de aumentar la
viscosidad de las disoluciones acuosas se debe a que su fraccion de volumen efectivo es
mucho mayor que su fraccion de volumen real (McClements, 2006). Un biopolimero
gira libremente en solucion debido a su energia térmica barriendo un volumen esférico
de agua de diametro aproximadamente igual a su longitud de extremo a extremo. El
volumen ocupado por el biopolimero es sélo una pequefia fraccion del volumen total de
dicha esfera. Por lo tanto, la fraccién de volumen efectivo de un biopolimero es mucho
mayor que su fraccion de volumen real. De esta manera, moléculas muy grandes de
biopolimeros lineales aumentan la viscosidad de la disolucién con mayor eficacia que
macromoléculas de biopolimeros pequefios, compactos y/o ramificados (Launay y col.
1986; Rha y Pradipasena 1986).

En una solucidn diluida, las macromoléculas individuales de biopolimeros no
interactian entre si (Dickinson, 1992; Lapasin y Pricl, 1995). A medida que la
concentracion de biopolimero aumenta por encima de un cierto valor critico, la
viscosidad de la solucion aumenta rapidamente debido a que las esferas de agua

Ilevadas por los biopolimeros comienzan a interactuar entre si. Este tipo de disolucion
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gue se conoce como solucion semi-diluida, porque a pesar de que los biopolimeros
pueden interactuar entre si, cada biopolimero sigue estando rodeado por moléculas de
solvente. A mayores concentraciones de biopolimero, las macromoléculas se
empaquetan estrechamente formando una red y el sistema adquiere caracteristicas de
gel.

Los biopolimeros que se utilizan para espesar la subfase acuosa de espumas y
emulsiones se utilizan con frecuencia en el rango de concentracion semi-diluida
(Dickinson, 1992). Las disoluciones que contienen biopolimeros extendidos a menudo
exhiben un fuerte comportamiento pseudoplastico (Lapasin y Pricl, 1995). Este
fendmeno se produce por que las macromoléculas de biopolimero se alinean con el
campo de corte o bien porque las interacciones biopolimero-biopolimero se debilitan. El
comportamiento reoldgico de las disoluciones de biopolimeros juega un papel
importante en la determinacion de sus propiedades funcionales, en la percepcion
sensorial y en la estabilidad de espumas y emulsiones alimenticias.

Las proteinas y los polisacaridos pueden ser utilizados como espesantes. Sin
embargo, los polisacaridos son generalmente preferidos debido a su elevado peso
molecular y estructura mas extendida lo que permite su utilizacion en concentraciones

mucho mas bajas.

3.1.2. Comportamiento de interaccion entre biopolimeros en solucion acuosa

3.1.2.1. Aspectos termodindmicos

60



Capitulo 3. Fundamentos Tedricos

El estudio de las propiedades fisicoquimicas de los sistemas mixtos compuestos
por proteinas y polisacaridos implica abordar los fundamentos termodindmicos de las
interacciones macromoleculares entre dichos biopolimeros y, entre ellos y el solvente
acuoso. De acuerdo al segundo principio de la termodinamica, la mezcla de uno o mas
biopolimeros con el agua es sélo posible, si la energia libre de mezclado, AGy, es

negativa:

donde AHy y ASy son la entalpia y la entropia de mezclado, respectivamente y T es la
temperatura absoluta. De acuerdo a este principio, la estabilidad de tales sistemas esta
gobernada por la existencia de tres efectos termodinamicos: entropia de mezclado
(ASn), calor de mezclado (AHy) dado por las diferentes fuerzas involucradas en la
interaccion y en menor medida por el efecto de volumen libre.

En un sistema de dos componentes (biopolimero-solvente), la entropia de
mezclado, ASy, representa el desorden del sistema y esta dada por el numero de

posibles permutaciones configuracionales de las moléculas presentes en la mezcla:

ASpy _ [(‘P1ln§01) + (§02m<P2)]
v v,

2 7 (Ec. 3.4)

donde o; es la fraccion de volumen del componente i en la mezcla, V; es el volumen

molar del componente i, R es la constante de los gases (8,3144 J.mol™™.K™) y ASu/V es
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la variacion de entropia de mezclado por volumen, V, de solucién. Como ¢; es siempre
<1, ASp es positivo y, por lo tanto, contribuye negativamente a AGy. De acuerdo a la
Ec. 3.4, AGy (Ec. 3.3) disminuye a través de ASy cuando las macromoléculas son
grandes debido al elevado valor que toma V;.

El calor de mezclado, AHy, se basa en la existencia de fuerzas repulsivas
(hidratacion, estéricas) o atractivas (hidrofébicas, electrostaticas, de van der Waals) en

el ambiente local de cada atomo o molécula que compone el sistema. Esta se define

como.
AHy =V, (81 — 62)%0190; (Ec.
3.5)
1
AEN 72
5, = (ﬂ) (Ec. 3.6)
Vi

donde V, es el volumen total de la mezcla, ; es un parametro de solubilidad, AE es la
energia de vaporizacion de un gas a presion cero, Vi es el volumen molar del
componente i y AE;/V; es definida como la densidad de energia. La Ec. 3.5 muestra
claramente que el valor de AHy es directamente proporcional al término (81 — &,)>.
Scott y Hildebrand (1951) estudiaron las variaciones de este ultimo término y
concluyeron que las fuerzas de dispersion (interacciones dipolo-dipolo inducido)
contribuyen positivamente a AHy (AHy > 0) sugiriendo la incompatibilidad entre los
componentes del sistema. Por otra parte, las interacciones especificas débiles

(transferencias de cargas o uniones puente de hidrogeno) contribuyen negativamente a
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AHy (AH\ < 0) y por lo tanto, favorecen la compatibilidad entre los componentes del

sistema (AGy < 0). De manera general, AHy, puede expresarse como sigue:

AHM _ [ZAwlZ
RTV L KTV

_ [ X12
]§01‘P2 = (V_l) P19 (Ec.3.7)
donde z es el numero de coordinacion, Vs es el volumen molar de un segmento
molecular, K es la constante de Boltzman (1,38.10% J.KY) y Aw1, es la variacion de
energia de interaccion en el sistema asociada con la existencia de un nuevo tipo de
contacto entre segmentos de la especie 1 (solvente) y 2 (biopolimero). Esta variacion de

energia de interaccion puede definirse como:
Awip; = 2013 — W11 — Wa2 (Ec.3.8)

donde oj; es la energia de interaccion entre segmentos del componente iy j, 12 es el
parametro de interaccion o segundo coeficiente virial entre el solvente y el biopolimero

definido por Flory y Huggins (Flory, 1942):

_ (zAwq5711)

Xi2 =7 (Ec. 3.9)

donde r; es el numero de segmentos capaces de interactuar contenidos en el
componente 1. Una combinacion de las Ec. 3.3, 3.4 y 3.7 da origen a la siguiente

expresion:
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AGy _ (@1lngy) | (@2lngz) | X1z
RTV 1 T v, +V1 P1P2 (Ec. 3.10)

En el caso de dos biopolimeros de alto peso molecular, los dos primeros términos
de la ecuacion 3.10 se vuelven despreciables (debido a que V1 y V, tienden a infinito);
por lo tanto, 1, se vuelve el término que gobierna AGy. Ademas, como yx12/V1 s una
funcién de 1/T, este incrementa positivamente cuando disminuye la temperatura.

Por otro lado, el efecto de volumen libre resulta de un cambio en volumen de la
solucion luego del mezclado de las macromoléculas. El efecto de volumen libre
representa la influencia de la diferencia entre los volumenes libres del solvente y del
biopolimero. Normalmente, se asume que el volumen libre del biopolimero es mas
pequefio que el volumen libre del solvente, debido a la diferencia de tamafio molecular.
Este efecto de volumen libre es, por convencidn, una parte del pardmetro de interaccion
x12. De acuerdo a Scott (1949), el valor critico de y 12 se encuentra derivando la Ec. 3.10

e igualando a cero, para finalmente obtener:

S ORON e 319

(%)
ViJerit

En el caso de una solucion ideal, las interacciones solvente-solvente y las
interacciones biopolimero-solvente son iguales; por lo tanto, el valor limitante de y 1, es

Y, lo que resulta en AHy = 0. Para valores de 12 menores o mayores que %2, el solvente

es calificado como bueno o pobre, respectivamente.
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En una mezcla ternaria conteniendo un solvente y dos biopolimeros, tal como
proteinas y polisacaridos dispersos en agua, se definen tres parametros interaccionales
de Flory-Huggins: (i) 12 Y x13 para la interaccion entre el solvente y los dos
biopolimeros y (ii) y23 para las interacciones (atractivas o repulsivas) entre los dos
biopolimeros. Debido al gran tamafio de los biopolimeros comparados con el solvente,
123 Se vuelve el factor que mayormente controla la estabilidad de la mezcla ternaria. En
soluciones diluidas de biopolimeros este pardmetro puede ser facilmente determinado
por experimentos de dispersion de luz estéatica.

El parametro y 23 puede describir interacciones de tipo proteina-proteina () prot-prot),
polisacarido-polisacarido (ypol-pol) O proteina-polisacarido () prot-pol). LOS valores
negativos y positivos del parametro y prot-pol SON indicativos de interacciones atractivas y
repulsivas entre ambos tipos de biopolimeros, respectivamente. Sin embargo, el
comportamiento termodindmico de los sistemas mixtos proteina-polisacarido depende
también de los valores relativos de los parametros y prot-prot Y %pol-pol-

Por lo general, en una mezcla de biopolimeros las fuerzas de desestabilizacion son
mas grandes que las fuerzas de estabilizacion, por lo tanto, el sistema tiende a la
separacion de fases. En este caso, dos fendmenos de separacion de fases pueden
distinguirse, dependiendo de la naturaleza y la fuerza de interaccion entre ambos
biopolimeros: (i) incompatibilidad termodinamica o separacion de fases segregativa y

(ii) separacion de fases asociativa 0 coacervacion.

3.1.2.2. Incompatibilidad termodinamica
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En un sistema acuoso donde prevalece una interaccion repulsiva neta entre
proteinas y polisacaridos existe una alta probabilidad de exclusion mutua de uno de los
biopolimeros a partir de la vecindad local del otro. Este fenGmeno se conoce como
incompatibilidad termodinamica y tiene lugar cuando el parametro yprot-poi €S POSitivo.
Ademas, Si yprotpol > (Y prot-prot ¥ xp(,._po.)l’z, el sistema biopolimérico prefiere existir
como dos fases separadas aun cuando la concentracién total de biopolimeros es
pequefia. Claramente, las interacciones biopolimero-solvente son favorecidas en
detrimento de las interacciones biopolimero-biopolimero y solvente-solvente.
Finalmente, el sistema se separa en dos fases cada una rica en uno de los dos
biopolimeros. Generalmente, esta separacion ocurre cuando la concentracion total de los
componentes macromoleculares excede el 4 %p/p (Tolstoguzov, 1997, 1998). Incluso a
concentraciones totales del 1 %p/p, se han observado fendmenos segregativos en
algunas soluciones mixtas de proteinas y polisacaridos (Doublier y col., 2000). 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 iénica (Alves y col., 1999).

La incompatibilidad termodindmica se favorece a alta fuerza idnica 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 y
iii) el aumento de la concentracion de sales y de la temperatura (Tolstoguzov, 1997).

La estructura quimica de los polisacaridos es el factor que mas afecta la

incompatibilidad y la separacion de fases en sistemas de proteinas y polisacaridos. La
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incompatibilidad disminuye en el siguiente orden: polisacaridos con grupos carboxilo >
polisacaridos neutros > polisacaridos con grupos sulfato. Ademas, los polisacaridos
lineales son mas incompatibles con las proteinas que los polisacaridos ramificados
(Grinberg y Tolstoguzov, 1997).

Por dltimo, la incompatibilidad termodindmica también varia con la presencia de
otros componentes como moléculas lipofilicas y moléculas de sacarosa, los cuales

presentan, en general, un efecto negativo y positivo, respectivamente (Semenova, 1996).

3.1.2.3. Coacervacion compleja

El fendbmeno de coacervacion compleja ocurre cuando estan favorecidas las
interacciones atractivas entre los dos biopolimeros, y tiene lugar cuando el parametro
Yprot-pol €S Negativo. El sistema esta constituido por una fase rica en solvente con muy
poca cantidad de biopolimeros y otra fase rica en ambos biopolimeros formando lo que
se conoce como coacervado. Sin embargo, dependiendo de las estructuras
biopoliméricas involucradas y de las condiciones del medio acuoso (pH, fuerza ionica,
etc.), la asociacion entre macromoléculas puede también resultar en la formacién de
complejos solubles. La formacién de estos complejos es usualmente reversible,
dependiendo de las condiciones del medio. Los sistemas mixtos formados por
polisacaridos sulfatados y proteinas son completamente compatibles en un amplio rango
de valores de pH (hasta pH ~7,5) y por debajo de una concentracion de sal de
aproximadamente 0,3 M. Por arriba de esta concentracion de sal critica y a elevados

valores de pH ocurriria la disociacion de estos complejos y el sistema tenderia a la
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separacion de fases segregativa e incompatibilidad termodindmica entre los
biopolimeros (Grinberg y Tolstoguzov, 1997).

Durante la formacion de complejos electrostaticos, la carga neta de los
polisacaridos aniénicos va disminuyendo a medida que estos se complejan con los
grupos polares de las proteinas. Esta disminucién de carga neta opuesta reduce la
hidrofilicidad y la solubilidad del complejo resultante.

Existe una relacion entre la formacién de complejos con la composicion, la
estructura y las propiedades de los biopolimeros. Los biopolimeros se ponen en contacto
durante el complejamiento y forman zonas de unién que son regiones donde se juntan
segmentos de dos o mas macromoléculas de diferentes biopolimeros. La heterogeneidad
de las zonas de unidn en términos de tamafio y estabilidad se debe a diferencias en la
estructura quimica, el tamafio y la forma de las cadenas que interactian (Tolstoguzov,
1997, 1998). El area de contacto entre macromoléculas de proteinas globulares esta
limitada por su topografia. La conformacién rigida y compacta de las proteinas
globulares restringe el nimero de grupos con cargas opuestas capaces de interactuar
unos con otros. EI nimero de posibles zonas de unién en proteinas esféricas (como las
globulares) es menor que para otras proteinas con estructuras méas desordenadas y

flexibles (Tolstoguzov, 1997).

3.1.2.4. Miscibilidad

Por otro lado, existe una tercera situacion en la que el contacto entre diferentes
biopolimeros podria ser similar al contacto que tiene lugar entre biopolimeros de la

misma especie. Este fendbmeno se denomina miscibilidad y el sistema permanece
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homogéneo a concentraciones de biopolimeros relativamente bajas. Sin embargo, con el
aumento del peso molecular de los biopolimeros, el balance entre las fuerzas repulsivas
y atractivas se hace dificil y el sistema evoluciona hacia la separacion de fases

(Dickinson, 1994).

3.2. FUNDAMENTOS DEL COMPORTAMIENTO INTERFACIAL DE

PROTEINAS

3.2.1. Tensién interfacial

Las fuerzas de atraccion que existen entre las moléculas de un liquido, son de
diferente magnitud dependiendo de la zona del liquido considerada. Todas las
moléculas en el seno del liquido estan lo suficientemente cerca y ejercen fuerzas de
atraccion. Por lo tanto, como consecuencia de la homogeneidad isétropa del liquido, la
distribucion de fuerzas también es isotropa y su resultante nula.

Por el contrario, las moléculas de la zona superficial no estan rodeadas
completamente por otras moléculas del liquido y, por lo tanto, estas moléculas estan
desequilibradas con un efecto neto hacia el seno del liquido. La distribucion anisétropa
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
gue sera mas intensa, cuanto mas cercana a la superficie libre se encuentre la molécula
en cuestion y serd mas baja mientras mas pequefia sea dicha superficie. Es decir, para
una superficie minima se cumple una energia minima y, por lo tanto, podemos decir que

la superficie de un liquido tiende a contraerse y el efecto resultante de estas fuerzas de
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contraccion es lo que da origen a la tension superficial (Israelachvili, 1992). La unidad
de la tensién interfacial en el Sl es J.m?=N.m™.

La interfase que separa las fases aire y agua es una superficie plana de espesor
infinitesimal. A nivel molecular, las moléculas de aire y agua se entremezclan entre si a
distancias muy pequefias (Everett, 1988). Por lo tanto, en lugar de cambiar bruscamente,
la composicion del sistema varia gradualmente en toda la region interfacial. Las
moléculas del aire son incapaces de formar puentes de hidrogeno con las moléculas de
agua, por lo que la mezcla aire-agua es muy desfavorable a causa del efecto hidrofobico
(Hiemenz, 1986).

La termodinamica clasica define la tensién superficial (o) como el trabajo (W)
que es necesario realizar para incrementar en una unidad el area interfacial (A)
(Dickinson y Stainsby, 1982). Este trabajo representa la variacion de energia libre que
sufre el sistema como consecuencia de un aumento de la superficie segun: W = cAA. El
valor de la tension superficial da idea de lo dificil que puede resultar la formacién de
una espuma. Normalmente, cuanto mayor sea la tension superficial, mayor trabajo se
tendré que aportar al sistema para aumentar el drea interfacial. La adicion de proteinas
reduce la tensién superficial del sistema, por lo que facilita en gran medida la formacion
de una espuma (Bos y Van Vliet, 2001). La region de la interfase que separa el aire de la
subfase acuosa constituye sélo una pequefia fraccion del volumen total de una espuma.
Sin embargo, tiene una influencia directa sobre las propiedades fisicoquimicas y
sensoriales de las espumas alimenticias, incluyendo su formacién, estabilidad y

reologia.

3.2.2. Adsorcion interfacial
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3.2.2.1. Actividad superficial y fuerza impulsora

El proceso de adsorcion interfacial de proteinas sobre la interfase aire-agua ejerce
un rol determinante en la formacion y estabilidad de una espuma (Dickinson, 1992;
Damodaran 1996). La actividad superficial de una proteina es una medida de su
capacidad de adsorcion interfacial. Una macromolécula de proteina tiende a adsorberse
sobre una interfase cuando la energia libre de su estado adsorbido es significativamente
menor que la de su estado no adsorbido (Hiemenz, 1986). Esta diferencia de energia
libre estd determinada por los cambios en las energias de interaccion entre las
macromoléculas involucradas, asi como también por diversos efectos entropicos (Shaw,
1980). El cambio en las energias de interaccion que se produce como consecuencia de la
adsorcion proviene de dos fuentes, una asociada con la interfase y la otra con la
macromolécula de proteina. Los contactos directos entre las moléculas de agua y las del
aire se sustituyen por los contactos entre los segmentos no polares de las proteinas y las
moléculas de aire, y entre los segmentos polares de las proteinas y las moléculas de
agua (Israelachvili, 1992). Estas interacciones son energéticamente mas favorables que
las interacciones directas entre las moléculas de agua y las de aire.

Los efectos entropicos asociados con la adsorcion se deben principalmente al
hecho de que cuando una macromolécula de proteina se adsorbe sobre una interfase,
esta se confina en una region de volumen considerablemente menor que el volumen que
ocuparia en el seno de solucién y, por lo tanto, su rotacion molecular esta restringida.
Estos efectos son entrépicamente desfavorables y, por lo tanto, una macromolécula se

adsorbera sobre una interfase si la energia adquirida es lo suficientemente grande como
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para compensar la pérdida de entropia (Shaw, 1980). Cuando una proteina se adsorbe
sobre una interfase se produce una disminucion de energia libre del sistema
manifestandose como una reduccion de la tension interfacial, i.e., menos energia se
requiere para aumentar la superficie entre las dos fases inmiscibles. La magnitud de este
decrecimiento depende de la fuerza de las interacciones entre los segmentos hidrofilicos
y el agua y entre los segmentos hidrofdbicos adsorbidos y el aire (Israelachvili, 1992).

Existen diferentes factores (intrinsecos y extrinsecos) que afectan la actividad
superficial de las proteinas y que, por lo tanto, se deben tener en cuenta al momento de
elegir una proteina como agente espumante. Entre los factores intrinsecos se
encuentran: la composicion de aminoacidos, la relacién de aminoacidos no polares y
polares, la distribucion de grupos hidrofébicos e hidrofilicos, la estructura secundaria,
terciaria y cuaternaria, la presencia de puentes disulfuro y grupos tioles libres y el
tamarfio, la forma y la flexibilidad molecular. Entre los factores extrinsecos se pueden
nombrar: el pH y la fuerza i6nica del medio, la concentracion de proteina, el tiempo y la
temperatura a la que se expone la proteina en la interfase y la aplicaciéon de energia
mecénica (Damodaran, 1996).

La adsorciéon interfacial de proteinas es el resultado neto de diferentes
interacciones con los componentes del sistema, incluyendo a la propia interfase
(Graham y Phillips, 1979; Damodaran y Song, 1988; MacRitchie, 1990). La fuerza
impulsora que favorece la adsorcion de una proteina sobre la interfase aire-agua es el
efecto hidrofébico que tiene lugar cuando algunos de los grupos no polares de la
proteina quedan en contacto con el agua, lo que es termodinamicamente desfavorable.
Sin embargo, otros tipos de interaccion también pueden contribuir a la actividad

superficial, e.g., fuerzas de van der Waals (fuerzas de dispersion, orientacion e
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induccidn), interacciones electrostaticas, estéricas y puentes de hidrdgeno, etc.
(Damodaran y Song, 1988).

3.2.2.2. Cinética de adsorcion

La tendencia de un proteina a existir, ya sea en la subfase acuosa o en la region
interfacial se rige por principios termodindmicos. Sin embargo, la velocidad a la que
una macromolécula de proteina se adsorbe sobre una interfase aire-agua esta
determinada por procesos de transporte, e.g., difusion o conveccion, y por barreras de
energia asociadas al proceso de adsorcién interfacial, e.g., disponibilidad de sitios
libres, interacciones de repulsion electrostatica, estérica, etc. (Damodaran y Song,
1988).

La velocidad de adsorcion interfacial depende fuertemente de las caracteristicas
moleculares de la proteina (tamafio, conformacion e interacciones), la naturaleza de la
fase continua y de las condiciones del proceso, tales como temperatura, método de
formacion de la espuma (batido o burbujeo), etc. La velocidad de adsorcion debe ser
suficientemente rapida como para que las proteinas puedan adsorberse sobre la interfase
de las burbujas creadas durante la formacion de la espuma. En este sentido, las
caracteristicas mas importantes que debe reunir una proteina son: (i) capacidad para
reducir la tension interfacial, (ii) grado de adsorcién interfacial, (iii) capacidad de
desorcion, (iv) posibilidad de cambiar su conformacion durante y después de la
adsorcion, (v) espesor y resistencia mecanica de la monocapa adsorbida y (vi)
capacidad de interaccion entre los distintos segmentos adsorbidos (Bos y Van Vliet,

2001; Dickinson y McClements, 1995; Kim y Kinsella, 1985; Walstra, 1996).
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El estudio de la cinética de adsorcion de proteinas es esencial para el
conocimiento y control de procesos dinamicos que tienen lugar durante la produccién
de espumas alimenticias. Este hecho ha motivado el desarrollo de un gran nimero de
métodos para determinar las velocidades de adsorcién (Brash, 1981). Sin embargo, la
cinética de adsorcion de una proteina sobre la interfase aire-agua, comunmente, puede
seguirse a través de la evolucion temporal de la presion superficial o de las propiedades
mecanicas de la pelicula (bajo condiciones de dilatacion o de cizalla).

La adsorcion de una proteina sobre la interfase aire-agua tiene lugar a partir de
tres mecanismos cinéticos:

M Durante la primera etapa, a bajas presiones superficiales, la cinética esta
controlada por la velocidad de difusion de la proteina hacia la interfase aire-agua. En
ausencia de conveccion, la macromolécula de proteina difunde rapidamente hacia la
interfase dependiendo de su hidrofobicidad, tamafio y forma, de su capacidad de
colisionar con la interfase y de su concentracion en solucion (Tornberg, 1978).

(i) En una segunda etapa, la proteina se adsorbe, penetra y se despliega
sobre la interfase aire-agua. Para cubrir el &rea maxima de la pelicula adsorbida, las
macromoléculas que arriban a la interfase se despliegan y se desnaturalizan
parcialmente. El grado de desplegamiento de las proteinas globulares durante la
adsorcion depende de numerosos factores, tales como estabilidad y flexibilidad
conformacional, concentracion en solucion, etc. (Dickinson, 1992; Wilde y Clark,
1996). Cuando la concentracion de la proteina adsorbida aumenta, se genera una barrera
electrostatica sobre el lado acuoso de la superficie debido a la orientacion preferencial
de los grupos proteicos cargados hacia la subfase acuosa polar. Por lo tanto, las nuevas

macromoléculas proteicas para adsorberse requieren una energia cinética adecuada para
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superar la barrera electrostatica (que involucra fuerzas repulsivas, impedimentos
estéricos y osmdticos) y también requieren comprimir las macromoléculas ya
adsorbidas en la interfase, para permitir la adsorcion de proteina adicional. En esta etapa
del proceso, la velocidad esta determinada por la capacidad de las macromoléculas
proteicas para penetrar en la interfase y reacomodarse.

(iii) Finalmente, en una tercera etapa, tiene lugar el reordenamiento de la
proteina sobre la interfase produciendo en muchas ocasiones una pelicula gelificada.
Las proteinas adsorbidas sufren reordenamientos estructurales con el fin de maximizar
el numero de contactos entre los grupos no polares y la interfase (Bos y Van Vliet,
2001) y para lograr un estado de menor energia libre (Phillips y col., 1994). Con el
aumento de la cantidad de proteina adsorbida, el reordenamiento de las macromoléculas
en forma extendida disminuye y la pelicula cambia de estado expandido a comprimido
(Kinsella y Phillips, 1989). Este proceso puede ser retardado por varios eventos como
ser: presencia de una barrera de adsorcion, reordenamientos moleculares lentos y/o
transiciones de fase en la superficie, etc. (Lucassen Reynders, 1993). En una interfase
fluida, las proteinas desordenadas son flexibles, por lo que pueden reorganizar sus
estructuras con bastante rapidez, mientras que las proteinas globulares son
macromoléculas mas rigidas y, por lo tanto, se reorganizan mas lentamente. El
desplegamiento de una proteina globular sobre una interfase expone los aminoécidos
que se encuentran originalmente en el interior hidrofobico de la macromolécula, lo que
conduce a una mayor interaccién con proteinas adsorbidas vecinas a través de
interaccién hidrofébica y/o formacion de puentes disulfuro (Dickinson y Matsumura,
1991). Tales cambios conformacionales pueden ser vistos como una desnaturalizacion

interfacial (Dalgleish, 1996). En consecuencia, las proteinas globulares tienden a formar
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peliculas adsorbidas relativamente delgadas, compactas y de elevada viscoelasticidad
(Dickinson, 1992).

En ocasiones, la adsorcién de una proteina sobre la interfase aire-agua va
precedida de un tiempo de induccion. En términos fisicoquimicos, éste es el tiempo que
transcurre para que las interacciones entre las macromoléculas de la proteina en la
vecindad de la interfase tengan repercusion sobre alguna propiedad interfacial
mensurable, como la presion superficial o las propiedades reolégicas superficiales. En
general, el tiempo de induccion disminuye o desaparece, la velocidad de difusion
aumenta y las propiedades mecanicas de las peliculas adsorbidas mejoran con el

aumento de la concentracion de proteina en disolucion.

3.2.3. Propiedades mecanicas

El conocimiento de la reologia interfacial de las peliculas de proteinas es
importante en relacién a la estabilizacion de espumas alimenticias (Halling, 1981). La
mayoria de los sistemas que contienen proteinas sobre interfases fluidas estan sometidos
a procesos dinamicos alejados del equilibrio. Estos fendmenos dindmicos y el desarrollo
de interacciones intermoleculares pueden conducir a alteraciones de las propiedades
dinamicas de la interfase que tienen consecuencias reoldgicas mensurables. En efecto,
durante la adsorcion de la proteina se produce un mejoramiento de las propiedades
mecanicas como consecuencia de las mayores interacciones entre los grupos de
aminoacidos adsorbidos sobre la interfase (Murray, 2002; Rodriguez Patino y

Rodriguez Nifio, 1999; Rodriguez Patino y col., 2007).
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Las interacciones macromoleculares, el espesor de la pelicula, la presion
superficial desarrollada y las propiedades viscoelasticas estan muy influenciadas por la
carga neta de la proteina. Las peliculas formadas a valores de pH cercanos al pl son mas
condensadas, méas fuertes y se forman mas rapido. La formacion de uniones disulfuro
durante la formacién de la pelicula también aumenta la estabilidad. La fuerza de las
peliculas proteicas tiende a incrementarse con el tiempo, reflejando reordenamientos y
el incremento de las interacciones entre las macromoléculas componentes de la pelicula
(Kinsella y Phillips, 1989). Ademas, las caracteristicas reoldgicas son muy sensibles a
las estructuras que la monocapa de proteina adsorbida adopta sobre la interfase aire-
agua (Rodriguez Patino y col., 2003).

Las propiedades reoldgicas que se pueden determinar en una pelicula adsorbida de
proteina son diferentes dependiendo del tipo de deformacion interfacial aplicada
(Lucassen Reynders, 1993). Normalmente, existen dos tipos de deformacién interfacial
(i) de cizalla, donde se somete a la pelicula a esfuerzos que originan cambios en su
forma, o (ii) dilatacional, donde se somete a la pelicula a compresiones y expansiones
gue modifican su area.

La reologia interfacial de cizalla refleja la fuerza de atraccion neta entre los
segmentos de proteinas adsorbidos en la pelicula interfacial y entre estos y las capas de
liquido de la subfase continua. La viscosidad superficial de cizalla (ns) es la fuerza
requerida para desplazar y mover las macromoléculas adsorbidas de un punto a otro de
la interfase y refleja la resistencia mecanica de la pelicula interfacial frente a los
esfuerzos de corte o de cizalla aplicados sobre la superficie.

Por otro lado, la reologia interfacial dilatacional implica la deformacion sinusoidal

del area que ocupa la pelicula y, como consecuencia de tal deformacion, mide la
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variacion sinusoidal resultante en la tension superficial. La deformacion aplicada esta
caracterizada por una amplitud y una frecuencia de oscilacion. La respuesta sinusoidal
de la presion superficial posee la misma frecuencia que la deformacion aplicada, pero
puede estar 0 nd en fase con ésta dependiendo de las caracteristicas viscoelasticas de la
pelicula. La elasticidad y la viscosidad dilatacional se pueden combinar en un Unico
parametro, el médulo viscoelastico dilatacional superficial de la pelicula (E) que vincula
la variacion de la presion superficial (r) con los cambios del area interfacial, E = —
dr/dInA (Kim y Kinsella, 1985). Las propiedades reoldgicas dilatacionales superficiales
poseen una gran relevancia y correlacion con los mecanismos de formacion y
estabilidad de espumas debido a la existencia de movimientos de compresion y
expansion que sufre la interfase durante los fenomenos de espumado (Murray, 2002;
Rodriguez Patino y col., 2003).

Ademas, las condiciones medioambientales (temperatura, pH, fuerza ionica, sales,
presencia de lipidos o fosfolipidos, etc.) (Damodaran, 1996) y las modificaciones
fisicas, quimicas y enzimaticas tienen incidencia directa sobre las caracteristicas
estructurales y mecéanicas de las peliculas adsorbidas de proteinas (Horne y Rodriguez

Patino, 2003; Rodriguez Patino y col., 2003, 2007).

3.3. FUNDAMENTOS DEL COMPORTAMIENTO ESPUMANTE DE

PROTEINAS

3.3.1. Sistemas coloidales
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El término coloide fue introducido por el fisico escocés Thomas Graham en 1861
y proviene de la palabra griega kolas que significa pegarse. Este comportamiento se
vincula con una de las principales propiedades de los coloides que es su tendencia
espontanea a agregarse.

Los sistemas coloidales son sistemas heterogéneos constituidos por dos fases y se
caracterizan por poseer un gran area interfacial. Los coloides pueden definirse como
“particulas” (o0 un conjunto de moléculas agregadas) suspendidas (formando una fase
dispersa o discontinua) en un medio de dispersion denominado solvente (o fase
continua) donde el tamafio de dichas particulas es mucho mayor que el tamafio de las
moléculas que componen el solvente. Atendiendo al estado fisico de la fase dispersa y

continua, los sistemas dispersos se pueden clasificar segtn la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Tipos de sistemas dispersos en funcion del estado fisico de sus fases constituyentes.

Fase Dispersa

Continua Gas Liquido Soélido
Gas - Aerosol liquido | Aerosol solido
Liquido Espuma Emulsion Sol
Sélido Espuma sélida Gel Composite

La diferencia relativa entre los tamafios de las particulas del solvente y las
particulas coloidales hace dificil establecer un limite superior o inferior para el tamafio
de los coloides, o para clasificar que sustancias pueden ser consideradas como sistemas

coloidales. Sin embargo, una propiedad que caracteriza a las suspensiones coloidales es
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lo que se conoce como movimiento Browniano, definido como el efecto acumulativo de
multiples colisiones entre particulas del solvente y particulas coloidales.

Las propiedades de un sistema coloidal estan fuertemente determinadas por las
caracteristicas de la fase dispersa, de la fase continua y de la interfase formada. Asi, la
carga eléctrica, tamafio, estructura, entre otros, de la fase dispersa son determinantes a la
hora de evaluar las propiedades de un sistema coloidal. Ademas, los coloides no se
encuentran en un estado de minima energia libre, es decir, no son estables desde el
punto de vista termodindmico, fundamentalmente debido a su gran area interfacial.

Los sistemas coloidales con mayores aplicaciones en la industria alimentaria son
emulsiones, espumas y geles. En sistemas alimenticios reales, por lo general, estos
sistemas constituyen coloides multiples formados por diversas sustancias, en distintos
estados fisicos y diversas agrupaciones (Dickinson y McClements, 1995; Rodriguez
Patino y col., 2008). Asi, por ejemplo, un helado es una emulsién, una espuma, una
suspension y quizas también un gel, ya que contiene gotas de grasa, burbujas de aire y
cristales de hielo, dispersos en una fase acuosa continua, y agregados en una matriz

semisolida congelada con estructura cremosa.

3.3.2. Concepto termodinémico y cinético de estabilidad coloidal

Los sistemas coloidales son sistemas termodinamicamente inestables, debido a
gue presentan una mayor energia libre que la energia libre de las fases individuales. Por
ello, no se forman espontdneamente, sino que requieren un aporte de energia para
incrementar su area interfacial (Aksenenko y col., 2006). Un sistema coloidal se

considera estable cuando resiste cambios en sus propiedades con el tiempo. La

80



Capitulo 3. Fundamentos Tedricos

inestabilidad puede ser de tipo fisica si se altera la distribucidn espacial o estructural de
la organizacion de las moléculas o de tipo quimica si se altera la estructura quimica de
las mismas.

El concepto de estabilidad también depende del producto coloidal que se quiere
elaborar. Asi, existen coloides alimenticios que sélo deben ser estables durante
segundos, minutos u horas (e.g. bebidas espumantes, cerveza, premezclas de helados y
margarinas) mientras que otros han de permanecer estables durante dias o meses (e.g.,
mayonesas, aderezos) (Rodriguez Nifio y Rodriguez Patino, 1995; Rodriguez Patino y
col., 2008).

Muchos sistemas coloidales s6lo son estables termodinamicamente cuando sus
particulas estan unidas en una estructura Unica homogénea de fase dispersa. Por lo tanto,
cualquier estabilidad aparente ha de ser considerada como un fendmeno puramente
cinético ya que un coloide no se forma espontaneamente y cuando lo hace es
termodinamicamente inestable o, al menos metaestable. Un aspecto importante es la
velocidad de cambio, asi, si la velocidad a la que el coloide cambia es lo
suficientemente lenta, en la escala de tiempo en la que interesa que el producto se
mantenga intacto, se puede decir que el coloide es estable. Por lo tanto, es fundamental
definir el tiempo de utilizacion del alimento para establecer un criterio adecuado de
estabilidad para el sistema coloidal (Rodriguez Nifio y Rodriguez Patino, 1995;
Rodriguez Patino y col., 2008).

Por lo anteriormente expuesto, es posible estudiar la estabilidad de los sistemas
coloidales desde dos puntos de vista: termodindmico y cinético (Dickinson y Semenova,

1992).
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La estabilidad termodinamica informara si un proceso ocurrird o0 no, mientras que
la estabilidad cinética informara sobre la velocidad a la que éste ocurre (Malysa y
Lunkenheimer, 2008). La estabilidad termodinamica se relaciona con la variacién de la
energia libre que experimenta un sistema coloidal consistente en una fase dispersa y otra
continua antes y después de su formacién (Hunter, 1989; McClements, 2005). La

variacion de energia libre (AG) puede expresarse de la siguiente forma:

AG = 0(AA) — T(ASconfiguracional) (Ec.3.12)

donde AA es el area interfacial, o es la tension superficial y T es la temperatura
absoluta. Sin embargo, en la mayoria de los coloides alimentarios, la entropia
configuracional (ASconfiguraciona) €S mucho menor que la energia libre interfacial, por lo
que puede despreciarse (Hunter, 1989). De esta forma, la energia libre total asociada

con la formacion de un sistema coloidal resulta:

AG = o (AA) (Ec. 3.13)

Por lo tanto, la formacion de un sistema coloidal es siempre termodinamicamente
desfavorable, ya que siempre existe un aumento del area interfacial después de su
formacion. Sin embargo, puede darse el caso de que el término de la entropia
configuracional domine sobre el de energia libre interfacial, tal es el caso de las

microemulsiones (Hunter, 1989).
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La variacion de energia libre asociada con la formacion de un sistema coloidal
determina si éste es termodindmicamente estable o no, pero no brinda informacion sobre
la velocidad a la que sus propiedades cambian con el tiempo, el tipo de cambios que
ocurren, o cual es el mecanismo fisico responsable de dichos cambios.

La estabilidad cinética de dispersiones coloidales (emulsiones o espumas)
solamente puede ser entendida considerando su naturaleza dinamica. Las particulas
(gotas o burbujas) en una dispersion estan continuamente en movimiento v,
frecuentemente, chocan entre si, debido a su movimiento Browniano, a la fuerza de la
gravedad, o a la aplicacién de una fuerza externa.

El hecho de que las particulas se muevan independientemente, permanezcan
asociadas unas con otras, 0 bien, se fundan conjuntamente después de una colision,
depende de la naturaleza de las interacciones que existan entre ellas. Esto quiere decir,
que la estabilidad cinética de las dispersiones dependera en gran medida de la naturaleza
de dichas interacciones, y de los factores que determinan el movimiento de las
particulas en la dispersion.

Por lo tanto, para crear una dispersion que sea cinéticamente estable por un
periodo de tiempo razonable, se necesita la presencia de un agente tensioactivo

(emulsionante o espumante) y/o de un agente espesante (Dickinson y Semenova, 1992).

3.3.3. Espumas alimenticias

Una espuma es un sistema bifasico en el que una fase dispersa gaseosa esta
rodeada de una fase continua liquida (Dickinson y Semenova, 1992; Thiansilakul y col.,

2007).
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En la Figura 3.6 se puede observar que las burbujas estan dentro de una red de
bordes de Plateau, los que se forman en una regién donde coinciden tres lamellas (o
peliculas delgadas) que constituyen las paredes de las burbujas. Estas burbujas de gas
dan cuerpo y uniformidad al sistema, asegurando propiedades reoldgicas uniformes y

facilitando la dispersion de sabores.

Pelicula delgada

Burbuja

Figura 3.6. Estructura general de una espuma liquida (a). Micrografia de una espuma en la regién de un

borde de Plateau (b).

Para asegurar la estabilidad de una espuma, la pelicula debe poseer una cohesion
molecular adecuada y un cierto grado de elasticidad que le permita resistir
deformaciones localizadas. Segun el tamafio de la burbuja y el espesor de la pared, una
espuma puede ser casi tan densa como la fase liquida continua o casi tan ligera como la
fase gaseosa dispersa (Fennema, 1996). Se puede hacer una clasificacion de las espumas

liquidas en términos estructurales distinguiéndose los siguientes tipos de espumas:
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(1) Espumas esféricas: donde la cantidad de gas introducido en el liquido es
lo suficientemente baja como para que las burbujas formadas mantengan su forma
esférica (e.g., helados).

(ii) Espumas poliédricas: donde la relacion gas/liquido es tan elevada que las
burbujas se ven presionadas unas con otras disponiéndose en una estructura tipo panal
de abejas (e.g., espuma de la cerveza).

(iii) Espuma transitoria: su denominacion se debe a su comportamiento
cinético, siendo su vida media del orden de segundos o minutos (e.g., espuma de
champagne).

(iv) Espumas permanentes: aunque no son estables indefinidamente poseen
una vida media del orden de dias, por lo que se puede decir que son metaestables (e.g.,

merengue de tortas).

3.3.4. Formacién de espumas

Una proteina como agente espumante debe exhibir dos efectos fundamentales
sobre la espuma: tensioactividad y capacidad de formacion de una pelicula interfacial
con propiedades mecanicas adecuadas para impedir su inmediata destruccién, de
manera simultanea para lograr espumas estables (Walstra, 1989). Por lo general, el
aumento de la velocidad de difusion de la proteina hacia la interfase viene acompafiado
de una rapida formacion de la pelicula con propiedades mecanicas adecuadas para evitar
la recoalescencia de las burbujas formadas y su destruccién prematura (Rodriguez

Patino y col., 2008).
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Los factores extrinsecos (dependientes del medio acuoso) que afectan a las
propiedades espumantes de las proteinas en particular son: la concentracion,
solubilidad, pH, fuerza ionica; mientras que los factores intrinsecos de la proteina son:
hidrofobicidad total y superficial, carga neta y superficial, flexibilidad y conformacion
molecular y susceptibilidad al trabajo mecanico durante el espumado (Holmberg, 2002).

El proceso de formacién de una espuma consiste en incorporar gas a una solucion
que contiene la proteina (Figura 3.7) con la creacion de una nueva area interfacial, es
decir, formacion de burbujas rodeadas por una pelicula de proteina adsorbida sobre la

interfase aire-agua.

Figura 3.7. Representacion de la formacién de una espuma a partir de una dispersion de proteina

Una espuma se puede obtener por diferentes métodos: (i) Sobresaturacion de un
liquido con gas mediante: disolucién de gas bajo presion, seguido de su liberacion por
descenso de la presion (e.g., gaseosas, cerveza) o por formacion de gas in-situ (e.g.,

masas fermentadas) y (ii) Por medios mecanicos mediante inyeccion de gas a través de
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un orificio de diametro pequefio (burbujeo) o bien por batido o agitacién de una fase
fluida con una cantidad ilimitada de gas.

La creacidn eficaz de espumas alimenticias se basa en la adsorcién rapida sobre la
interfase recién formada. En consecuencia, la capacidad Optima de formacion de
espuma se realiza en condiciones que reduzcan el periodo de latencia o que induzcan
una difusion mas rapida de la proteina hacia la interfase. Esto a su vez, facilita la
formacion de una pelicula elastica. Contar con un elevado valor de presion superficial
es un importante requisito, a fin de producir pequefas burbujas, y al mismo tiempo es
necesario un cierto valor de la elasticidad interfacial para estabilizar las burbujas

durante su formacion (Rodriguez Patino y col., 2008).

3.3.5. Estabilidad de espumas

La estabilidad de una espuma estd determinada por la tension superficial y la
viscosidad de la fase continua, las propiedades de la pelicula interfacial, la temperatura,
el movimiento a que se somete, y la naturaleza de la fase gaseosa dispersa. Los tres
primeros factores guardan una relacién directa con la naturaleza de los solutos presentes
en la subfase acuosa, tales como proteinas, azlcares, polisacaridos, sales, etc.

La estabilidad de una espuma depende en gran medida del tamario de las burbujas
de la fase dispersa, de la naturaleza de las interacciones existentes entre ellas, de la
relacién en volumen entre ambas fases y de la diferencia de densidad de las mismas.
Las espumas también pueden permanecer estables por la repulsion electrostatica entre
las particulas de la fase dispersa o por adicion de solidos finamente divididos

(Damodaran y Paraf, 1997).
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La estabilidad de una espuma frente a los diferentes mecanismos que propician su
destruccion requiere el concurso de diferentes propiedades superficiales, tales como la
presion superficial a tiempos prolongados de adsorcion y las caracteristicas
estructurales, topograficas y mecanicas de la pelicula de proteina adsorbida (Rodriguez
Patino y col., 2008).

Normalmente, la estabilidad de la espuma se favorece con aquellos factores que
tienden a aumentar la cantidad de proteina adsorbida sobre la interfase aire-agua
(cuantificada mediante el valor de la presion superficial en el equilibrio) y con la
existencia de mayores interacciones entre las macromoléculas adsorbidas sobre la
interfase (cuantificada mediante el mddulo dilatacional superficial a tiempos
prolongados de adsorcion).

El efecto de las propiedades dilatacionales, en especial el valor del mddulo
dilatacional en la adsorcién interfacial a largo plazo, en la estabilidad de la espuma
depende especificamente de la proteina y de su concentracién en soluciéon acuosa

(Rodriguez Patino y col., 2008).

3.3.6. Procesos de desestabilizacién de espumas

El proceso de desestabilizacion de una espuma consiste en la tendencia de la fase
gaseosa discontinua a formar una fase continua por aproximacion y/o fusion de las
burbujas, a fin de alcanzar un minimo de area superficial (condicion de minima energia
libre). A este proceso se opone la pelicula proteica superficial, que como barrera

mecanica es mas efectiva cuanto mayor sea su viscoelasticidad y rigidez.
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Existen tres mecanismos de desestabilizacion de una espuma que pueden actuar
simultaneamente. Estos mecanismos son: drenaje, difusién o desproporcién y colapso o

coalescencia.

3.3.6.1. Drenaje

El drenaje consiste en la migracion del liquido contenido en la espuma hacia el
seno de la fase liquida debido al concurso de factores tales como la accién de la
gravedad, viscosidad y densidades de la subfase y de la pelicula interfacial expuesta a la
subfase acuosa, pero de estos hay que destacar dos procesos. Por un lado, el liquido
drena desde las lamellas hacia los bordes de Plateau debido a un gradiente en la presion

de Laplace:

AP =22 (Ec. 3.14)

donde AP es la diferencia de presion, y es la tension superficial entre fases y R el radio
de curvatura de la burbuja. Por otro lado, la gravedad puede provocar por su cuenta el
drenaje mediante dos formas: (i) directamente en el liquido, en una pelicula no
horizontal, o (ii) indirectamente, sobre el poder de succion de los bordes Plateau. De
esta manera, el drenaje de liquido también puede tener lugar en una lamella o a nivel de
los bordes de Plateau.

Existen dos mecanismos que contribuyen al drenaje en una lamella:
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(i) Flujo viscoso de liquido a través del interior de la pelicula. Existe una
propiedad Unica de una pelicula estabilizada por un tensioactivo llamada “elasticidad de
Gibbs” (Prins, 1988). Segun esta propiedad, el flujo viscoso a través de una lamina
vertical tiene lugar de manera que las dos superficies de la pelicula permanecen
estaticas. El liquido se mueve como si estuviese entre dos paredes sélidas paralelas. En
este proceso de drenaje, el esfuerzo de corte (0 de cizalla) provocado por el movimiento
del liquido en la lamella de paredes inmdviles es contrarrestado por el gradiente de
tension superficial que actla desde el fondo hacia la parte superior de la pelicula. Este
gradiente compensa exactamente el peso de la pelicula.

(i) Actuacion de un proceso complejo denominado regeneracion marginal.
Este proceso consiste en la migracion del liquido desde las partes de la pelicula de
menor grosor hacia las zonas de mayor grosor y, posteriormente, a los bordes de Plateau
(Figura 3.8). Este mecanismo de drenaje es mucho mas efectivo que el provocado
simplemente por la gravedad. Asumiendo que ambos bordes de Plateau tienen el mismo
poder de succidn, se demuestra que existe una fuerza por unidad de longitud actuando
en la direccion de la zona gruesa. Esto se debe a que se produce un incremento de
presion (AP) mayor en la zona gruesa que en la zona delgada. Asi, la fuerza neta por

unidad de longitud (Fyp) es:

Fyp = (AP)(Ad) (Ec. 3.15)

donde Ad es la diferencia de grosor existente. El efecto global de la regeneracion

marginal es un adelgazamiento de la pelicula liquida. Este proceso tiene lugar de una
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manera mucho més répida que el drenaje debido al flujo viscoso entre superficies
inmoviles. Este proceso de regeneracion marginal solo puede tener lugar en las peliculas
liquidas que tienen superficies “mdviles”. En muchos sistemas estabilizados por
proteinas, en los que las peliculas son demasiado rigidas, no se produce la regeneracion

marginal, por lo tanto, el drenaje tiene lugar sélo por flujo viscoso.

Lamela

Figura 3.8. Representacion esquematica de la regeneracion marginal. La zona de

constriccion se va desplazando desde la zona delgada de la lamella hasta la zona gruesa

provocando el movimiento del liquido.

Por otro lado, el drenaje a nivel de un borde de Plateau tiene lugar en una espuma
recién formada, donde los bordes de Plateau contienen gran cantidad de liquido, y este
drena, en parte, antes de que se alcance la situacion de equilibrio. El drenaje de los
bordes de Plateau se detiene cuando el poder de succidon se iguala a la presion

hidrostatica del liquido.
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3.3.6.2. Difusion o desproporcion

La difusién, maduracién de Ostwald o desproporcion consiste en el transporte o
movimiento del gas contenido en las burbujas pequefias hacia las mas grandes (Ettelaie

y col., 2008; Murray, 2002).

Ley de Laplace

Figura 3.9. Evolucion de una espuma por difusion gaseosa: de espuma esférica a espuma poliédrica. P

(Presion), AP (diferencia de presion), y (Tension superficial), R (Radio de cobertura).

La fuerza impulsora de este proceso es un gradiente en la presion de Laplace a
nivel de la superficie curvada de las burbujas, resultando en una mayor presion
superficial para las burbujas pequefias. Esto conduce a que las burbujas asuman una
forma poliédrica por compresion de unas contra otras (Figura 3.9).

De acuerdo con la ley de Henry, la solubilidad de un gas es proporcional a su
presion, por lo tanto, la solubilidad es mayor dentro de una burbuja pequefia que en el

interior de una grande. Este proceso es auto-acelerado, ya que las burbujas pequefias se
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hacen cada vez mas pequefias debido a la difusion y por lo tanto la fuerza impulsora

aumenta.

3.3.6.3. Colapso o coalescencia

El colapso o coalescencia de espumas es la fusion de dos burbujas causada por la
ruptura de la pared que las separa. Dicha ruptura puede deberse a diversos fenGmenos:

(i) Formacion de un hueco o cavidad en la pelicula: este fendbmeno se debe
normalmente a perturbaciones locales, causadas por vibraciones, particulas de polvo o
choque térmico. El hueco comienza a expandirse rapidamente a lo largo del resto de la
pelicula, ya que se produce una situacion energéticamente favorable. Para que se forme
un hueco en la pelicula se ha de sobrepasar un cierto valor limite o umbral de energia

libre.

Gas

Particula solida Gas

Figura 3.10. Representacion esquematica del contacto entre una particula hidrofobica y dos

superficies liquidas.

(if) Mecanismo de particulas hidrofébicas: Cuando una particula hidrofobica

(e.g., cristales de grasa, por ejemplo) toca las superficies de una pelicula, provoca la
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formacion de una zona convexa en los puntos de contacto de la particula con la pelicula
(Dickinson y col., 2004; Du y col., 2003). La elevada presion de Laplace en esta parte
de la pelicula permite al liquido fluir lejos de la particula. El liquido sigue drenando
hasta que se rompe el contacto con la pelicula y se produce el hueco. Este mecanismo
toma lugar s6lo cuando la particula toca ambas partes de la pelicula, lo que significa que
el grosor de la particula ha de ser, al menos, igual al espesor de la pelicula (Figura 3.10).

(1) Mecanismo de esparcimiento de particulas: Cuando en una pelicula
liquida existen particulas dispersas en su superficie, la pelicula puede colapsar por dos
motivos: a) por disminucién de la capacidad tensioactiva original del agente espumante
debido al material disperso o b) por esparcimiento de la particula en la superficie de la
pelicula liquida, lo que conduce a un adelgazamiento local en la pelicula y en su Gltima
instancia a la ruptura de la misma. El esparcimiento tiene lugar méas facilmente cuando

la particula esta en contacto con la pelicula superficial (Figura 3.11).

Particula Gas

A T
1
[

~ U

~ : -

Figura 3.11. Representacion esquematica del contacto entre una particula con la

superficie y ruptura de la pelicula.
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(iv) Colapso por evaporacion: La evaporacion de agua de las peliculas
delgadas juega un papel muy importante en la desestabilizacion de espumas,
especialmente en las zonas expuestas al exterior. La evaporacion conduce a un
adelgazamiento de la pelicula liquida por debajo del grosor minimo para que colapse.
Ademas, se produce un aumento de la concentracion de agente espumante en la
superficie debido a la evaporacién de agua, que actia como una desestabilizacidn extra.

El efecto negativo es mayor en una zona delgada de la pelicula que en una zona
gruesa, ya que la tension superficial es menor en la zona delgada. Este hecho se debe a
que la zona mas delgada se estrecha a favor de la zona mas gruesa, haciendo la pelicula

aun mas inestable (Prins, 1988; Prins y Van Kalsbeek, 1998).
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41. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS POLISACARIDOS SOBRE LA
DINAMICA MOLECULAR DE PROTEINAS DE SUERO LACTEO EN

SOLUCION ACUOSA

4.1.1. Materiales

En el desarrollo experimental de la presente Tesis Doctoral se utilizaron como
materias primas: un concentrado proteico de suero lacteo (WPC), un aislado proteico de
suero lacteo (WPI), hidrolizados de WPI a diferentes grados de hidrolisis (GH): 1,0 %
(H1), 3,0 % (H2) y 5,0 % (H3), y dos muestras de polisacaridos anionicos no
superficialmente activos (PS), alginato de sodio (AS) y A—carragenina (A-C). Los

principales componentes quimicos de las materias primas se presentan en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Composicion centesimal de las materias primas.

Composicién (%) WPC  WPI H1 H2 H3 AS A-C

Proteinas (b.s.) 76,81 92,00 88,09 88,00 85,90 - -

Carbohidratos - - - - - 63,00 68,00
Humedad 4,52 6,00 6,30 7,30 7,43 14,00 8,00
Grasa 8,01 0,20 - - - - -

Lactosa 9,00 0,20 - - - - -

Cenizas 2,05 1,50 4,20 4,31 550 23,00 24,00
Na* 0,20 0,50 - - - 9,30 2,70
K* 0,60 1,30 - - - 0,80 5,00
ca® 031 0,10 - - - - 0,35
Mg 0,10 0,10 - - - - 0,50

4.1.1.1. Proteinas de suero lacteo

La muestra comercial de WPC fue provista por Arla Food (Portefia, Cordoba,
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Argentina). Este producto se comercializa bajo la forma de WPC-80 siendo producido a
partir de suero dulce mediante ultrafiltracion a baja temperatura y posterior secado
spray. Las caracteristicas fisicoquimicas del WPC fueron evaluadas en términos de su
composicion centesimal (Tabla 4.1), indice de solubilidad de nitrégeno (NSI) o
solubilidad (segun 4.1.5.1), tamafio molecular de fracciones proteicas principales (segun
4.1.5.2-3), propiedades térmicas (segun 4.1.5.4.) y porcentaje de proteina nativa y
desnaturalizada (segun 4.1.5.5). La muestra de WPC presenté un valor de indice de

solubilidad de nitrégeno (NSI) del 94,26% a pH 7.

(+)
— - 970
— - 66,0
e - 450
e - 30,0

Peso molecular (kDa)

- — - R ER

@ ® ©O© O ® O )

Figura 4.1. Perfil electroforético (SDS-PAGE) en condiciones no reductoras (B) y reductoras (C) de la
muestra de WPC. Ademas se incluyen los perfiles electroforéticos de a-LA (D) y WPI (E) en condiciones
no reductoras. Las calles (A) y (F) corresponden al perfil electroforético de los patrones de peso
molecular: a-LA, 14,4 KDa; inhibidor de tripsina, 20,1 KDa; anhidrasa carbdnica, 30 KDa; ovalbimina,

45 KDa; BSA, 66 KDa; fosforilasa B, 97 KDa.
La Figura 4.1 muestra el perfil electroforético (SDS-PAGE) de la muestra de
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WPC tanto en condiciones no reductoras (B) como reductoras (C). El andlisis
electroforético revelo la existencia de fracciones proteicas tipicas de una preparacion de
WPC (Farrell y col., 2006). En condiciones no reductoras (B), las principales fracciones
reveladas fueron: a-LA (14,4 KDa), B-LG (~18 KDa), BSA (66 KDa), LF (~80 KDa) y
una fraccién proteica menor contenida en el gel de stacking (parte superior del gel). En
condiciones reductoras (C), las bandas pertenecientes a las principales fracciones
proteicas se conservaron, y se pudo revelar la existencia de dos nuevas bandas: una
banda difusa de ~30 KDa y otra de ~50 KDa. Estas bandas podrian corresponder a la
cadena L y a la cadena H de IgG (fraccion 1l de Cohn), respectivamente (Farrel y col,
2006). Ademas, en condiciones reductoras, se observo que la fraccion menor contenida
en el gel de stacking préacticamente desaparecio. En condiciones no reductoras, la
fraccion contenida en el gel de stacking podria relacionarse con la presencia de 1gG, que
no paso al gel de corrida debido a su elevado tamafio (~150 KDa) o con la presencia de
agregados proteicos de WPC ensamblados por puentes disulfuro.

El cromatograma (SEC-HPLC) de la muestra de WPC a pH 7 y fuerza iénica 0,05
M se presenta en la Figura 4.2. Los resultados de SE-HPLC fueron consistentes con los
resultados de SDS-PAGE presentados en la Figura 4.1. A bajos tiempos de elucién, el
cromatograma reveld la existencia de agregados proteicos de alto peso molecular (~578
KDa), mientras que a elevados tiempos de elucién, el cromatograma present6 dos picos
de elevada absorbancia, los que correspondieron a la forma dimérica de B-LG y a la
presencia de a-LA (Figura 4.2). La existencia de agregados proteicos en la muestra de
WPC podria vincularse con la desnaturalizacion térmica que normalmente sufren estas
preparaciones comerciales como consecuencia del secado spray durante su proceso de

obtencion (Mangino y col., 1987; Hurley y col. 1990; Wang y col. 2003).
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Figura 4.2. Cromatograma (SEC-HPLC) de la muestra de WPC a pH 7 y fuerza iénica 0,05 M.

Por otro lado, el analisis térmico (DSC) de la muestra de WPC reveld la presencia
de un pico endotérmico (AH= 6,60 + 0,15 J.g%) a 75,20 °C (temperatura de
desnaturalizacion, Tg4), y una temperatura de onset (Tonset) de 61,70 + 0,05 °C. Estas
transiciones térmicas se encontraron similares a las reportados por de Wit y col. (1988)
y Spahn y col. (2007) para otras muestras comerciales de WPC vy, en general, sugieren
la presencia de una significante cantidad de proteina nativa en la muestra de WPC bajo
estudio. Los analisis del porcentaje de proteina nativa y desnaturalizada de la muestra
de WPC arrojaron los siguientes valores: 84,0% de proteina nativa y 16,0% de proteina
desnaturalizada.

La muestra de WPI se obtuvo de Danisco Ingredients (Dinamarca). De acuerdo a
las especificaciones del fabricante esta muestra contuvo: B-LG > 95%, a-LA < 5%. Las
caracteristicas fisicoquimicas del WPI fueron evaluadas en términos de su composicion
centesimal (Tabla 4.1), indice de solubilidad de nitrégeno (NSI) o solubilidad (segun

4.1.5.1), perfil electroforético (segun 4.1.5.4) y porcentaje de proteina nativa y
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desnaturalizada (segin 4.1.5.5). La muestra de WPI presenté un valor de indice de
solubilidad de nitrogeno (NSI) de 99,70% a pH 7. El perfil electroforético reveld la
existencia de un elevado contenido de B-LG en la muestra, mientras que la fraccién
correspondiente a a-LA no fue detectada (Figura 4.1). Los anélisis del porcentaje de
proteina nativa y desnaturalizada de la muestra de WPI arrojaron los siguientes valores:
99,4% de proteina nativa y 0,6% de proteina desnaturalizada.

Las muestras comerciales de WPC y WPI se usaron en este proyecto de

investigacion sin previa purificacion.

4.1.1.2. Hidrolizados de WPI

Los hidrolizados de WPI se obtuvieron en un bioreactor enzimatico de tipo
discontinuo (Figura 4.3). La hidrolisis limitada se realizo utilizando a—quimiotripsina Il
(EC 3.4.21.1) inmovilizada sobre microparticulas de agarosa (carga de enzima: 40 mg/g
soporte, actividad enzimatica: 60 U/mg soporte) a pH 8,0 y a temperatura de 50 °C
(condiciones dptimas de reaccion enzimatica).

La enzima a-quimiotripsina bovina es una proteasa de Ser que hidroliza enlaces
peptidicos entre aminoacidos aromaticos o entre aminoacidos que poseen cadenas
laterales hidrofdébicas (Tyr, Trp, Phe, Met, Leu) desde el extremo C-terminal de dichos
enlaces peptidicos.

Se produjeron muestras de hidrolizados proteicos a tres grados de hidrolisis (GH)
distintos: 1% (H1), 3% (H2) y 5% (H3). El pH y el GH se controlaron mediante el

método de pH-stat.
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Figura 4.3. Fotografia del bioreactor enzimético empleado.

Este método se fundamentd en la valoracion de los protones liberados tras la
ruptura de los enlaces peptidicos en un medio de reaccion alcalino a pH constante. El
GH se calcul6 a partir de los volumenes de base adicionados para mantener el pH

constante segun la siguiente ecuacion (Adler-Nisen, 1986):

1

1 1
GH =B X Nj X~ X 70X 7 x 100% (Ec. 4.1)

tot

donde B es el volumen (ml) de base consumido en la reaccion, Ny su normalidad, o es
el grado de disociacion de los grupos a-NH;, M, la masa de proteina que es
hidrolizada, y hyt el nimero total de uniones peptidicas en el sustrato proteico y esta
dado en meq de uniones peptidicas por gramo de proteina. El grado de disociacion de

grupos a-NH>, a, fue calculado segun:
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10(PH-DK)
aOQ=——7-
1+10PH-PK)

(Ec. 4.2)
donde pK es el valor de disociacion promedio para los grupos a-NH; liberados durante
la hidrolisis y es dependiente de la temperatura, longitud de cadena de los péptidos y de
la naturaleza del aminoacido terminal. A 50 °C (temperatura de hidrolisis utilizada en
este trabajo) el valor promedio de pK fue 7,1 (Adler-Nissen, 1986). A pH 8,0 (valor de
pH para todas las reacciones de hidrolisis ensayadas) el valor calculado de o fue 0,96.
El valor de hy para el WPI fue 8,8 meq.g™ (Adler-Nissen, 1986). El pH del medio de
reaccion (pH 8,0) se controld por adicion de volumenes adecuados de una solucién de
NaOH 2,0 N. Posterior al agregado de la enzima inmovilizada, se adicionaron los
volumenes necesarios de base para mantener el pH constante a partir de una
microbureta mecanica Metrohm E485. Se registraron los volumenes de NaOH
adicionados en funcién del tiempo. Alcanzado el GH deseado, las dispersiones de
proteinas hidrolizadas se retiraron del reactor y posteriormente se filtraron al vacio con
el fin de recuperar las microparticulas conteniendo la enzima inmovilizada. Por altimo,
dichas dispersiones se liofilizaron en un equipo Heto FD 25 (Heto-Holten, Dinamarca).
La exactitud de los valores de GH obtenidos por el método de pH-stat depende del
tipo de actividad de la enzima utilizada en la reaccion de hidrolisis (Adler-Nissen,
1986). Dada la actividad endopeptidasa de la a-quimiotripsina bovina y el bajo rango
(limitado) de GH empleado en esta investigacion (1-5 %), los valores de GH obtenidos
no requeririan comprobacion por técnicas analiticas adicionales (Spellman y col., 2003).
Las caracteristicas fisicoquimicas de los hidrolizados de WPI fueron evaluadas en

términos de su composicién centesimal (Tabla 4.1) y perfil electroforético (segln
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4.1.5.2). El aumento en el contenido de cenizas y humedad de los hidrolizados con el
incremento del GH podrian vincularse con la metodologia de pH-stat. EI avance de la
reaccion enzimatica hasta el mayor GH evaluado requirio la adicion de volumenes
crecientes de NaOH 2N, de alli el incremento en los porcentajes de cenizas y humedad
observados.

La Figura 4.4 muestra el perfil electroforético (SDS-PAGE) de los hidrolizados de
WPI en condiciones no reductoras. La hidrolisis enzimatica modifico el perfil

electroforético del WPI.

+) & ® (© ™) (E)
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-

Figura 4.4. Efecto de la hidrolisis enzimatica sobre el perfil electroforético (SDS-PAGE) en condiciones

Peso molecular (kDa)

no reductoras de la muestra de WPI. La calle B corresponde al WPI sin hidrolizar (GH = 0,0 %), la calle
CaHl (GH =10 %), lacalle DaH2 (GH = 3,0 %) y la calle D a H3 (GH = 5,0 %). La calle (A)
corresponde al perfil electroforético de los patrones de peso molecular: a-LA, 14,4 KDa; inhibidor de
tripsina, 20,1 KDa; anhidrasa carbdnica, 30 KDa; ovalbimina, 45 KDa; BSA, 66 KDa; fosforilasa B, 97

KDa.
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El aumento del GH de 1,0-5,0 % provoco un desplazamiento de la banda de B-LG
(calle B) hacia regiones de bajos pesos moleculares (calles C-D) confirmando la
reduccion del tamafio molecular de la proteina como consecuencia del tratamiento

enzimatico aplicado.

4.1.1.3. Polisacaridos

Las muestras de AS y A-C fueron obtenidas de Cargill (Buenos Aires, Argentina).
La composicion centesimal de estas muestras de PS se presenta en la Tabla 4.1. Los
pesos moleculares de AS y A-C (datos suministrados por el fabricante) fueron: 135 y
1.000 KDa, respectivamente. Una caracterizacion fisicoquimica adicional, suministrada
por el fabricante, incluyd la viscosidad de dispersiones acuosas de ambos PS
determinada en un viscosimetro Brookfield RVT a 20 rpm y a temperatura de 20 °C.
Los valores de viscosidad para las dispersiones de AS y A-C al 1,0 %p/p fueron 45 + 15

cps 'y 365 + 35 cps, respectivamente.

4.1.2. Técnicas de caracterizacion

4.1.2.1. Solubilidad

La solubilidad en medio acuoso se determind como el indice de solubilidad de
nitrogeno (NSI) mediante un método estandarizado (AACC, 1983) y utilizando un
factor de correccion para proteinas lacteas (N x 6,38). Las medidas de NSI se

obtuvieron por triplicado.
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4.1.2.2. Calorimetria diferencial de barrido

Para la determinacion de las propiedades térmicas se utilizo calorimetria diferencial
de barrido (DSC). Se obtuvieron la temperatura de pico (T4) y la diferencia de entalpia
(AH) involucrada en el proceso de desnaturalizacion térmica. Para ello, se utilizé un
calorimetro diferencial de barrido Mettler Toledo modelo DSC821e (Schwerzenbach,
Suiza). El instrumento se calibré con indio (156,6 °C), plomo (327,5 °C) y zinc (419,6
°C). Los parametros térmicos se obtuvieron a partir del calentamiento de 60 ul de
muestra (a una determinada concentracion) dispuestos en capsulas de 160 pl de
capacidad desde 5 a 100 °C a velocidad de 10 °C/min. Se usé una capsula vacia como

referencia. Las determinaciones calorimetricas se realizaron por triplicado.

4.1.2.3. Cromatografia liquida de alta presion

Se determin6é la distribucion de tamafios de fracciones proteicas mediante
cromatografia liquida de alta presion acoplada a cromatografia de exclusion de tamafo
(SEC-HPLC) a pH 7,0 y fuerza idénica 0,05 M. Para ello, se utilizé un cromatdgrafo
modelo 9012 equipado con un detector UV/Vis (Varian, CA, USA) y con una columna
Biosep SEC S2000 (5um de rango de exclusion). La fase mavil se evalu6 a 280 nm. Se
construyd una curva de calibracion utilizando un kit comercial de proteinas de peso
molecular (KDa) conocido: 670 (tiroglobulina bovina), 158 (y—globulina bovina), 44
(ovalbumina de pollo), 17 (mioglobina de caballo) y 1, 35 (vitamina B-12). Se dispersé
la proteina en fase mdvil a una concentracion de 0,05 %p/p y posteriormente se filtro

con una membrana de acetato de celulosa cuyo tamafio de poro fue de 0,45 mm.
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4.1.2.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida

El perfil electroforéetico de las proteinas se determiné cualitativamente a través de
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia de dodecil sulfato de sodio
(SDS) de acuerdo al método desarrollado por Laemmli (1970) con algunas
modificaciones. Mediante esta técnica, las distintas fracciones proteicas acomplejadas
con el SDS, migran a través de las mallas del gel de poliacrilamida con una velocidad
que es funcién de su masa y no de su carga total. Para este analisis se emple6 una cuba
electroforética modelo Mini Protean Il (Bio-Rad Laboratories California E.E.U.U.),
para geles en placa de 7 cm de largo por 8 cm de ancho, con un espesor variable entre
0,5y 1,5 mm, provista de una fuente de poder Model 1000/500 de la misma firma, que
permite suministrar el voltaje constante.

Consecuentemente, se adopto el sistema de gel discontinuo, constituido por un gel
de apilamiento, de poro grueso o stacking (localizado en la parte superior) y un gel de
separacion o de poro fino, cuyas concentraciones de acrilamida fueron 4 % y 13 %
respectivamente. Ambos geles fueron preparados mezclando soluciones stock de
acrilamida y los buffers de corrida y apilamiento (los dos con SDS), en las proporciones
adecuadas para lograr las concentraciones indicadas. En todos los casos, se trabajo con
geles de 1 mm de espesor. Las experiencias se desarrollaron en medio alcalino, usando
el buffer de corrida tris-glicina a pH 8,3.

Las muestras se disolvieron por partes iguales en el buffer de muestra contiendo
SDS, 5% de B-mercaptoetanol (solo cuando se requirieron condiciones reductoras), y
una punta de espatula de azul de bromofenol como indicador del frente de avance. La

mezcla resultante, que contuvo aproximadamente 3 mg de proteina por ml de solucién,
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fue tratada durante 5 min a 95°C para permitir la fijacion del SDS. En base a
experiencias previas, se adoptd una siembra de 7 pl por calle, en virtud de que esta
cantidad proporcion6 la mejor resolucion. En los ensayos electroforéticos fueron
incluidos: a-LA de Sigma Chemical Company (S.t. Louis, M.O. U.S.A.) y marcadores
de peso molecular: a-LA, 14,4 KDa; inhibidor de tripsina, 20,1 KDa; anhidrasa
carbonica, 30 KDa; ovalbumina, 45 KDa; BSA, 66 KDa; fosforilasa B, 97 KDa (LMW
Kit, VWR International, U.S.A.).

Las condiciones de corrida en todos los casos fueron las siguientes: voltaje
constante, 150 Volt; intensidad maxima, 45 mA y potencia, 6,75 Watt. La finalizacion
de la corrida fue determinada por la llegada del frente de avance (azul de bromofenol) al
final de la placa.

La tincién de los geles se realizé colocandolos en Coomassie Brilliant Blue R -
250, en presencia de etanol y acido acético durante una hora, y el exceso de colorante
fue eluido mediante sucesivos lavados con una solucién decolorante constituida por

acido acético, etanol y agua.

4.1.2.5. Porcentaje de proteina nativa y desnaturalizada

El porcentaje de proteina desnaturalizada en las muestras se determind de acuerdo
al método descripto por de Wit y col. (1988) con algunas modificaciones. Se tomo una
alicuota de proteinas de suero lacteo al 10,0 %p/p y el pH se ajustd a un valor de 4,6 +
0,1 con HCI 2,0 N para generar la precipitacion isoeléctrica de las proteinas.
Posteriormente, distintas alicuotas se centrifugaron a 26.000g en una centrifuga Biofuge

28RS (Alemania) por 30 min a 5 °C y el contenido de nitrogeno se determind en el
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sobrenadantespor el método de Kjeldhal usando un factor de correccién para proteinas
lacteas (N x 6,38). Se calculo el porcentaje de proteina nativa como la diferencia entre
la concentracidn de proteina en la muestra original y la concentracion de proteina en el
sobrenadante luego de la precipitacion a pH 4,6 (Morr, 1990). Las determinaciones se

realizaron por triplicado.

4.1.3. Determinacion de las interacciones macromoleculares

El estudio de las interacciones macromoleculares entre proteinas y PS en solucion
acuosa (a pH neutro y baja fuerza ionica) comprendié la aplicacion de varias técnicas

analiticas complementarias.

4.1.3.1. Preparacion de dispersiones

Las proteinas y los PS se dispersaron en una solucion reguladora comercial
Ilamada trizma: (CH20H)3-C-NH,/(CH20H)3;-C-NH3Cl  (Sigma, USA). Dicha
solucion reguladora se prepard con agua ultrapura siendo su pH y fuerza idnica, 7 y 0,05
M, respectivamente. Las dispersiones de PS se agitaron por 30 min a temperatura de 80
°C para facilitar la dispersion del biopolimero y luego las mismas se conservaron hasta

el otro dia a temperatura de 4-5 °C para permitir su hidratacion completa.

4.1.3.2. Preparacion de los sistemas mixtos

Los sistemas mixtos proteina-polisacarido se obtuvieron mezclando volumenes
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apropiados de concentracion de biopolimeros al doble de la requerida para alcanzar la
concentracion final en los sistemas bajo estudio. La concentracion de proteinas en los
sistemas mixtos se mantuvo constante en 1,0 %p/p (a menos que se indique otra
concentracion). Se analizo el efecto de los PS sobre la magnitud de las interacciones
macromoleculares en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p (a menos que se
indique otro rango de concentracion). Las dispersiones acuosas de los sistemas bajo

estudio se agitaron por 30 min a temperatura ambiente antes de ser ensayadas.

4.1.3.3. Espectroscopia de fluorescencia

Los estudios de fluorescencia tanto intrinseca como extrinseca de los sistemas

bajo estudio se realizaron en un espectrofluorémetro F2000 (Hitachi, Japon) equipado

con una cubeta de cuarzo de 1,0 cm de espesor.

Espectroscopia de fluorescencia intrinseca

Para las mediciones de fluorescencia intrinseca del triptéfano (Trp), la longitud

de onda de excitacion fue de 295 nm (Albani, 2004). Se obtuvieron los espectros de

emision en el rango de 310-450 nm y se resto el blanco correspondiente a la solucién

reguladora trizma para corregir cualquier interferencia.

Espectroscopia de fluorescencia extrinseca

Las mediciones de fluorescencia extrinseca se realizaron usando la sonda
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fluorescente acido 1-anilino-8-naftalen sulfonico (ANS, Fluka Chemie AG, Suiza) de
acuerdo al método descripto por Kato y Nakai (1980), con algunas modificaciones. Se
obtuvieron diluciones seriadas en solucion reguladora trizma a partir de los sistemas
bajo estudio en el rango de concentracion de 0,01-0,05 mg/ml. Luego, se afiadieron 10
ul de ANS (8 mM) a 2 ml de cada una de las diluciones y la intensidad de fluorescencia
(IF) se midi6 a 350 nm (excitacién) y 470 nm (emisién). A partir de la curva de IF (en
unidades arbitrarias, u.a.) versus concentracion (mg/ml) se calculd la pendiente inicial
por ajuste de modelo de regresion lineal a los datos experimentales. El valor de dicha
pendiente fue usado como un indice de la hidrofobicidad superficial (Sp). Las

mediciones de fluorescencia intrinseca y extrinseca se realizaron por triplicado.

4.1.3.4. Espectroscopia de absorcion UV/Vis

Se utiliz6 espectroscopia de absorcion UV/Vis en presencia de azul de metileno
(AM) para determinar la existencia de interacciones electrostaticas atractivas en los
sistemas mixtos de acuerdo al método desarrollado por Michon y col. (2000).

Normalmente las soluciones acuosas de AM presentan un maximo de densidad
Optica (DO) a 664 nm. Cuando polisacaridos anionicos son afiadidos a soluciones
acuosas de AM, el pico a 664 nm decrece y se observa un corrimiento del pico hacia
bajas longitudes de onda. Este cambio en las propiedades de absorcion son atribuidas a
la existencia de interacciones atractivas entre las moléculas de AM (con carga positiva a
pH neutro) y los polisacaridos anidnicos para formar complejos metacrométicos
solubles (Soedjak, 1994) (Figura 4.5). Si se afiade una proteina al sistema

metacromatico, esta podria interactuar con el polisacarido anionico a través de sus
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patches positivos, y algunas moléculas de colorante podrian removerse de la superficie
del complejo metacromatico liberandose en la fase acuosa. Asi, la intensidad del pico a

664 nm aumenta y el corrimiento a bajas longitudes de onda decrece.
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Figura 4.5. Representacion esquematica de las interacciones entre azul de

metileno y carragenina.

Para este ensayo, se prepar0 una solucion de AM (Merck, Alemania) a una
concentracion de 0,001 %p/p disolviendo la cantidad apropiada de colorante en solucién
reguladora trizma. Las muestras de proteinas y PS se dispersaron en esta solucién de
colorante y se prepararon los sistemas mixtos, como se ha detallado previamente
(seccion 4.1.5.2). La magnitud de las interacciones atractivas en los sistemas mixtos se
analizd en diferentes ensayos competitivos dentro del rango de concentracion de

biopolimeros de 0,0-1,0 %p/p. Las mediciones de DO se realizaron con un
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espectrofotometro Lambda-20 (Perkin-Elmer, USA) por triplicado.

4.1.3.5. Microscopia de fluorescencia confocal

La ultraestructura de los sistemas mixtos se analizO por microscopia de
fluorescencia confocal (MFC) usando un microscopio invertido Nikon TE2000E
(Japdn) equipado con un sistema confocal de tipo Nikon C1siR. La MFC se realiz
combinando los modos de epifluorescencia y de contraste diferencial interferencial.
Para las observaciones de ultraestructura, las proteinas se marcaron con la sonda
fluorescente ANS (Fluka Chemie AG, Suiza). La excitacion de los sistemas bajo estudio
se realizé usando un laser UV a 374 nm y la emision se registro entre los 415-485 nm.
Las alicuotas de los sistemas bajo estudio se colocaron entre porta y cubre objeto y se

examinaron a 40 x. En algunos casos, las observaciones se realizaron a 200 x.

4.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS POLISACARIDOS SOBRE LA

ADSORCION INTERFACIAL DE PROTEINAS DE SUERO LACTEO

4.2.1. Presion superficial en el equilibrio

Previo al estudio del proceso de adsorcion interfacial de proteinas en presencia de
PS se determind la concentracion de saturacion de la interfase aire-agua y la actividad
superficial de las proteinas. Las medidas de tension superficial en el equilibrio de las
peliculas adsorbidas se realizaron a pH 7 y fuerza idnica 0,05M, de acuerdo al método

de la placa de Wilhelmy utilizando un tensiometro automatico Sigma 701 (KSV,
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Finlandia) equipado con una placa de platino rectangular.
4.2.1.1. Descripcion del dispositivo experimental y principio de funcionamiento

El tensiometro automatico Sigma 701 consta de un recipiente o cépsula que
contiene el liquido que se analiza y una placa de platino que se adjunta a un dispositivo
sensible de medicion de fuerza. El recipiente que contiene la muestra bajo estudio es
capaz de moverse hacia arriba o hacia abajo, mientras que la placa permanece inmavil.
El recipiente se coloca de modo que el liquido solo entra en contacto con la placa, i.e.,

el borde inferior de la placa es paralelo a la superficie del liquido (Figura 4.6).

I F = Fuerza, mN/m
Placade platino

\ L = Longitud mojada, mm
"

0 = angulo de contacto

Figura 4.6. Representacion esquematica del método de la placa de Wilhelmy para la
determinacion de la presion superficial de peliculas de proteina adsorbidas sobre la

interfase aire-agua.

Cuando un cuerpo solido se pone en contacto con la interfase, la tensién
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interfacial actua a lo largo de la linea de mojado. En este tipo de tensiémetro 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 de ese modo se moja, i.e., el liquido se mueve hacia arriba. La
cantidad de liquido que se mueve hacia arriba en la placa depende de su tensién
superficial y densidad. La fuerza F con que es empujada la lamina mojada hacia el
liquido puede medirse como se muestra en la Figura 4.5. Si L, es la longitud mojada,

entonces la tension superficial (o) se calcula a partir de la siguiente expresion:

o= (Ec. 4.3)

Lpcos®

donde @ es el angulo de contacto; i.e., el angulo entre la superficie de la lamina y la
tangente a la linea de mojado. Para medir tensiones interfaciales, la placa debe ser
mojada completamente por la muestra bajo estudio contenida en la capsula de medicion.
La longitud mojada de la placa de platino esta determinada por, L, = 2 x (I + b), donde
I, es el largo de la placa y b, su espesor. En este caso, las dimensiones de la placa son: |
=199 mmyb = 0,1 mm, por lo que L, = 40 mm. Normalmente, las placas que se
utilizan son construidas con materiales que dan un 6 cercano a cero, e.g., platino o

platino-iridio.

4.2.1.2. Procedimiento experimental

Las isotermas se construyeron midiendo la tension superficial de las peliculas

adsorbidas en un rango de concentracién comprendido entre 1,0.10°-2,0 % p/p. Se
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asumio la condicion de equilibrio de las peliculas de proteinas a las 24 horas posteriores
a la preparacion de las dispersiones acuosas (Rodriguez Nifio y col., 2001). En estos
experimentos, la temperatura del sistema de medicidén se mantuvo constante en 20 + 0,5
°C por medio de un termostato de tipo Heto. Se registrd la tension superficial, o, a
través de un dispositivo conectado al tensiometro.

La presion superficial de equilibrio se definid como, neq=0o-Ceq, dONde Go Y Geq
son la tension superficial de la solucion reguladora trizma y la tension superficial en el
equilibrio de la pelicula de proteina. Se comprob6 la ausencia de contaminantes
superficialmente activos en la solucion reguladora trizma por medio de reiteradas
mediciones de tension interfacial antes de la preparacion de las dispersiones bajo
estudio.

La actividad superficial correspondié al valor de presion superficial de equilibrio
para el cual se alcanzo el plateau en la isoterma de adsorcidon. La concentracion en
subfase acuosa a nivel de dicho plateau correspondi6é al valor de concentracion de
saturacion de la interfase por parte de las proteinas. Los experimentos de presion

superficial de equilibrio se realizaron por duplicado.

4.2.2. Presion superficial dinamica

El estudio del efecto de la presencia de los PS en la subfase acuosa (pH 7 y fuerza
ionica 0,05M) sobre la formacion de las peliculas de proteinas adsorbidas sobre la
interfase aire-agua se realizdO por medio de tensiometria dinamica. Para ello, se
obtuvieron mediciones de la presion superficial en el tiempo utilizando un tensiémetro

automatico de gota pendiente (TRACKER, IT Concept, Longessaine, Francia).
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4.2.2.1. Descripcién del dispositivo experimental y principio de funcionamiento

El tensiometro de gota pendiente permite obtener la respuesta de la tension
interfacial/superficial tras someter el area de la interfase a una deformacion, llevada a
cabo mediante ciclos de expansion y contraccion del volumen de la gota, lo que produce
la variacion de la concentracion interfacial del agente superficialmente activo adsorbido
sobre la interfase aire-agua. Esta respuesta también describe el comportamiento
reoldgico de la interfase.

En la unidad de medida del Tracker se pueden distinguir basicamente los

siguientes compartimentos (Figura 4.7):

Monitor PC

Fuente de luz Cubeta Camara CCD
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Figura 4.7. Representacion esquematica del tensiometro de gota pendiente (Tracker, IT Concept).

(i) Dispositivo de formacion de la gota: En este compartimento se forma y
controla una gota de solucion bajo analisis. Consta de dos partes: la primera consiste de
una jeringa acoplada a un capilar (aguja) y a un sistema de impulsion; la segunda consta
de una cubeta de vidrio cubierta por un dispositivo que permite el control de la
temperatura del sistema de medicion. Estas dos partes estan localizadas en un
compartimento que permite realizar movimientos verticales y laterales en forma
separada.

(i) Sistema dptico: Este 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 es
recogido por la cdmara CCD y una PC. El disefio de la unidad de medida descripto
aporta una alta flexibilidad en lo que concierne a su configuracion y operatividad.

Otros aspectos importantes en la medicion son:

(i) Configuracion de la gota: El tensiémetro emplea la configuracion de
gota pendiente. Se prefiere esta configuracion cuando la densidad de la gota es mayor
que la del fluido que se encuentra en el interior de la cubeta. De esta manera, la gota
gueda colgando del extremo de la aguja de la jeringa.

(i) Jeringa y aguja: La jeringa se coloca en una cubierta, cuya temperatura
se controla por medio de circulacion de agua. El rango de temperatura suele oscilar
normalmente entre 10 y 60 °C. Las puntas de las agujas empleadas pueden ser rectas o
curvadas hacia arriba, y pueden estar recubiertas con tefl6n, de manera que cuando se
forme la gota esta no quede adherida en el extremo de la aguja.

(iii) Cubeta: La cubeta es de vidrio y se introduce en una cdmara cuya

temperatura también se controla por medio de circulacion de agua.
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(iv) Sistema oOptico: Consta de un eje oOptico, una fuente de luz que
proporciona una iluminacion uniforme a la cubeta mediante una ldmpara haldgena,
lentes y una cdmara CCD. La luz difusa permite la visualizacion de la gota que se forma
en el extremo del capilar, la cual es captada mediante la cdmara CCD. La sefial de video
se transmite a un procesador-digitalizador, que graba y procesa los datos geométricos de
la imagen. La PC permite la adquisicion, el andlisis de imagen y la realizacion de los
calculos necesarios.

v) Camara de proteccion de la unidad de medida: Posee paredes
completamente oscuras y tiene la funcion de proteger a la unidad de medida de
perturbaciones externas.

(vi) Funcionamiento de la unidad de medida: Las experiencias se llevaron a
cabo de forma automatica por la unidad de control: formacion de la gota, determinacién
de la tension superficial, volumen y area de la gota.

La tension superficial dinamica, o, se calculd por medio del analisis del perfil de
la gota en funcion del tiempo de acuerdo al método descripto por Rodriguez Nifio y
Rodriguez Patino (2002). Del perfil completo de la gota se puede calcular el valor de la
tension superficial en un periodo de tiempo muy corto y con una gran precision. Para
determinar la tensién interfacial y el angulo de contacto se emplea la correlacion entre
las coordenadas de la forma de la gota y la ecuacion de Gauss-Laplace (Anastasiadis y

col., 1987), tal como se describe en el Apéndice I.

4.2.2.2. Procedimiento experimental
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El método consistio en la formacion de una gota en el extremo de la jeringa
micromeétrica de vidrio tipo Hamilton de 500 ul equipada con un embolo de acero
inoxidable. Posteriormente, la jeringa se coloco en el entorno de la cubeta de vidrio (5
ml) cubierta por el compartimento termostatizado. La temperatura de dicho
compartimento se mantuvo en 20 + 0,2 °C por medio de agua recirculante proveniente
del bafio termostatico. Luego se liberé automaticamente la gota de alicuota de 5-8 ul la
que permanecid colgando sobre la punta de la jeringa por un periodo de 180 min. La luz
difusa permiti6 la visualizacién de la gota, formada en el extremo del capilar, por medio
de la camara CCD. La sefial de video se transmitio a un procesador-digitalizador, que
grab6 y procesd los datos geométricos de la imagen. La computadora permitié la
adquisicion, el analisis de imagen y la realizacion de los calculos necesarios. Los datos
experimentales obtenidos mediante este método fueron reproducibles dentro de £ 0,2
mN/m, y la precision de la medida de la tension interfacial fue de + 0,1 mN/m.

La concentracion de subfase acuosa de proteinas en estos ensayos fue la
concentracion de saturacion de la interfase aire-agua cuya determinacién fue detallada
en la seccion 4.2.1.2. El efecto de los PS sobre la presion superficial de las peliculas
adsorbidas de proteinas fue evaluado en el rango de 0,0-1,0 % p/p (a menos que se
indiqgue otro rango de concentracion). Se chequed la ausencia de impurezas
superficialmente activas tanto en la solucion reguladora trizma como en las dispersiones
de PS mediante reiteradas mediciones de tension interfacial antes de la preparacion de
los sistemas bajo estudio. Se observo que las dispersiones de PS presentaron una leve
actividad superficial (~10 mN/m) probablemente debido a la existencia de trazas de
contaminantes superficialmente activos. Por lo tanto, para eliminar estas impurezas, las

dispersiones stock de PS fueron colocadas en placas de vidrio (tipo Petri) y fueron
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succionadas (luego de las 24 hs de sus preparacién) por lo menos cinco veces hasta
obtener un valor bajo de presion superficial (entre 0 y 3 mN/m). Estas dispersiones de
PS purificadas fueron usadas en los estudios interfaciales y de formacion y estabilidad

de espumas. Las medidas fueron realizadas al menos por duplicado.
4.2.3. Modelo cinético de adsorcion interfacial
4.2.3.1. Etapa de difusion

Se estudio el efecto de la presencia de los PS en la subfase acuosa (pH 7 y fuerza
ionica 0,05M) sobre la cinética de adsorcion de las proteinas sobre la interfase aire-
agua. Para ello, la cinética del proceso de adsorcion interfacial (etapas de difusion,
penetracion y reordenamiento configuracional sobre la interfase) se determind a través
de los perfiles de presion superficial dinamica. El tiempo de adsorcion comienza en el
momento en que se forma la gota. La velocidad de cambio de la concentracion

superficial (I") se puede expresar como sigue (MacRitchie, 1978):

(%) = G) (&) (Ec. 4.4)

si (dI'/dw) es constante, entonces (dn/d6) puede usarse para evaluar la velocidad de
adsorcion de la proteina.
De acuerdo a MacRitchie (1990), a cortos tiempos de adsorcion y en ausencia de

conveccion, la etapa de difusiéon esta conducida por un gradiente de concentracion.
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Durante la primera etapa, a presiones interfaciales relativamente bajas, cuando la
difusion es la etapa controlante del proceso, puede emplearse una forma modificada de
la ecuacion de Ward y Tordai (1946) para correlacionar la variacion de la presion

interfacial con el tiempo de adsorcion:

1

T = 2CoKT (ﬂ)E (Ec. 4.5)

3,14

donde, Cq es la concentracién de proteina en la subfase, K es la constante de Boltzman,
T es la temperatura absoluta, y D es el coeficiente de difusion. Si la etapa de difusién
hacia la interfase controla el proceso de adsorcién, existe una relacion lineal entre la
presion superficial y la raiz cuadrada del tiempo (De Feijter y Benjamins, 1987;

MacRitchie, 1990).
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Figura 4.8. Aplicacién del modelo cinético modificado por Ward y Tordai (1946) para el calculo

de la constante de velocidad de difusion de una proteina hacia la interfase aire-agua.

Verificada esta dependencia, se obtiene la constante de difusion, kg, a partir de la
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pendiente de dicha grafica mediante ajuste de los datos experimentales al modelo de

regresion lineal simple (Figura 4.8).
4.2.3.2. Etapas de penetracion y reordenamiento

Por otra parte, a elevados tiempos de adsorcion, luego del corto periodo
controlado por la etapa de difusion, existe una barrera de energia para la adsorcion de
las proteinas, fendmeno atribuido a las etapas de penetracion, desplegamiento y
reordenamiento de los segmentos adsorbidos sobre la interfase aire-agua (Rodriguez
Patino y col., 1999). Para monitorear la penetracion y el reordenamiento
configuracional sobre la interfase se utilizd la siguiente ecuacion de primer orden

(Graham y Phillips, 1979; Suttiprasit y col., 1992):

In (M) = —k;0 (Ec. 4.6)

T[f—T[O

donde mt;, mg, Y mo SON las presiones superficiales al final de cada etapa, para algun
tiempo 0, y para el tiempo de adsorcion inicial, 6o, respectivamente; y k; es la constante
de primer orden de cada etapa de adsorcion.

De acuerdo a Graham y Phillips (1979) la gréfica de la Ecuacién 4.6 presenta dos
regiones lineales. La pendiente inicial se toma como la constante de primer orden para
la etapa de penetracion (kp), mientras que la segunda pendiente se considera como la
constante de primer orden para la etapa de reordenamiento configuracional de los

segmentos adsorbidos. Estas constantes de primer orden se obtienen por ajuste de los
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datos experimentales al modelo de regresion lineal (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Aplicacién del modelo cinético propuesto para el célculo de las constantes de
velocidad de penetracién y reordenamiento de segmentos de proteina adsorbidos sobre la interfase

aire-agua.

4.2.4. Reologia interfacial de peliculas de proteinas de suero lacteo

Se estudio el efecto de la presencia de los PS en la subfase acuosa (pH 7 y fuerza
ionica 0,05M) sobre las propiedades reoldgicas superficiales de las peliculas de
proteinas adsorbidas sobre la interfase aire-agua. Para ello, se realizaron mediciones
reoldgicas de las peliculas usando el tensiometro dinamico de gota pendiente
(TRACKER, IT Concept, Longessaine, Francia) descripto en seccion 4.2.2.1. Dicho
instrumento fue capaz de realizar simultdneamente medidas de tension interfacial y de

propiedades reologicas interfaciales de peliculas adsorbidas sobre la interfase aire-agua.
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Para la obtencion de las medidas reologicas interfaciales, el método consistio en la
aplicacion de ciclos periddicos de deformacion sinusoidal y se realizo la expansion-
compresion interfacial por medio del incremento-decrecimiento del volumen de la gota
a una determinada amplitud (AA/A) y frecuencia angular (o). Se calculé el mddulo
dilatacional superficial (E) a partir del cambio de la tensién interfacial (o) resultante de
un pequefio cambio sinusoidal en el area superficial de la gota, A, (Lucassen y van den

Tempel, 1972):

o = ogsen(wb + j) (Ec. 4.7)
A = Aysen (wB) (Ec. 4.8)
da d . )
- (dA(/TA) - dl:A = |Ele'® = Eq + iE, (Ec. 4.9)
1
|E] = (|Eq|? + |E,|*)2 (Ec. 4.10)

donde, oo ¥ Ao son las amplitudes del esfuerzo y de la deformacidn, respectivamente, ¢
es el angulo de fase entre el esfuerzo y la deformacion, = es la presién superficial y 6 es
el tiempo. Como puede observarse en la Ec. 4.9, el médulo dilatacional superficial se
compone de una parte real y otra imaginaria. La elasticidad dilatacional de las peliculas,
Eq = |E| cos ¢, se obtuvo a partir de la parte real (componente de almacenamiento) del
maodulo dilatacional. La viscosidad dilatacional superficial de las peliculas adsorbidas,
Ev = |E| sen ¢, se obtuvo a partir de la parte imaginaria (componente de perdida) del
modulo dilatacional superficial. EI angulo de fase (¢p) comprendido entre la deformacion
y el esfuerzo dilatacional se consideré como una medida de la viscoelasticidad relativa

de las peliculas adsorbidas. Para un material perfectamente elastico el esfuerzo y la
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deformacion estan en fase (¢ = 0) y la componente imaginaria es cero. Mientras que en
el caso de un material perfectamente viscoso, ¢ es igual a 90° y la parte real es cero.

Los experimentos reologicos interfaciales se llevaron a cabo por un periodo de
180 min y a temperatura de 20 + 0,2 °C. Los parametros reoldgicos dilatacionales
superficiales, E, Eq, E, y ¢ se obtuvieron en funcion del tiempo de adsorcion 6,
aplicando una amplitud de deformacion, AA/A = 10 % y una frecuencia angular o =
100 mHz. Para la obtencién de las medidas reologicas dilatacionales superficiales se
aplicaron cinco ciclos de oscilacion sinusoidal seguidos por un periodo de 50 ciclos en
ausencia de oscilacion. Los ensayos reologicos interfaciales se realizaron al menos por

duplicado (Rodriguez Nifio y Rodriguez Patino, 2002).

43. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS POLISACARIDOS SOBRE LAS

PROPIEDADES DE ESPUMADO DE PROTEINAS DE SUERO LACTEO

Se estudio el efecto de la presencia de los PS en la subfase acuosa (pH 7 y fuerza
ionica 0,05M) sobre las propiedades espumantes de las proteinas. Las propiedades
espumantes se evaluaron respecto a las caracteristicas de formacién y estabilidad de
espumas. Se realizaron medidas de formacion y estabilidad en un instrumento de

espumado comercial (Foamscan, IT Concept, Longessaigne, Francia).

4.3.1. Descripcion del dispositivo experimental y principio de funcionamiento

El dispositivo Foamscan permite la determinacion de la formacion y estabilidad

de espumas por medio de mediciones conductimétricas y Opticas. Basicamente, consta
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de las siguientes partes (Figura 4.10):

Regulador de temperatura  Camara CCD

Columna
de vidrio

PC+Software
Tubo de N,

Bafio termostatizado

Lamparade luz Conectores de electrodos I |
- I

Figura 4.10. Representacion esquematica del equipo de espumado (Foamscan, IT Concept).

(i) Columna de espumas: Es un recipiente de paredes de vidrio opaco donde se
genera la espuma. El tubo de vidrio contiene dos hileras de cuatro conectores para
electrodos, cada una dispuesta longitudinalmente a lo largo de dicho tubo. La columna
es apoyada en una plataforma hueca de forma circular y extraible del cuerpo de la urna.
En dicha plataforma se encuentran los orificios de entrada y salida del agua de
termostatizacion, y un orificio central en cuya base se coloca una placa porosa
(diametro de poro 0,2 um) y donde se deposita el sistema bajo estudio. Ademas, en la

parte inferior de dicha base se encuentra el orificio destinado a la entrada del gas y el
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orificio destinado a la salida del sistema una vez que finalice la experiencia. Acoplada a
la urna existe una videocdmara CCD que permite visualizar el desarrollo de la espuma,
ésta es la que proporciona las medidas del volumen de la espuma.

Por ultimo, en la base existe una clavija para una conexién eléctrica responsable
del control de la temperatura en el recinto donde se introduce el sistema bajo estudio.
Del cuerpo de la urna salen cuatro pares de electrodos que se conectan en las
conexiones previstas para ellos en el cuerpo de la columna. Estos electrodos son los
encargados de la medida de la conductividad a diferentes alturas de la columna y son los
encargados de medir el volumen de liquido que se incorpora a la espuma. En el fondo
de la columna existe un par de electrodos usados para determinar la cantidad de liquido
que no se ha incorporado a la espuma. Por lo general, la realizacion de estas
experiencias conlleva la determinacion previa de una serie de pardmetros referentes a
las condiciones de experimentacion. Asi, es necesario fijar el flujo de gas que se va a
inyectar en la disolucion, que debe permitir la formacion de una espuma uniforme y
reproducible.

(if) PC + Software: El software empleado (FOAMSCAN, 2000) para el control
del sistema fue adquirido de la misma empresa que disefio y desarrollé el equipo. El
equipo permite varios protocolos de trabajo segun las necesidades de la investigacion.
Asi, es posible trabajar fijando un volumen de espuma predeterminado y el equipo

detendra la inyeccion de gas cuando se alcance dicho volumen.

4.3.2. Procedimiento experimental

El método de espumado empleado por el equipo Foamscan es el burbujeo de gas.
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Dicho método es el mas empleado en investigacion béasica debido a la baja
concentracion de proteina necesaria en comparacion con los otros métodos (Guillerme y
col., 1993; Loisel y col., 1993). Ademas, es un método reproducible que proporciona
burbujas de tamafio uniforme y permite un facil monitoreo.

El estudio de formacion y estabilidad de espumas mediante este método implico la
inyeccion de N, a un flujo de 45 ml/min a través de la placa porosa en el fondo de la
cubeta, donde se depositdé 20 ml del sistema bajo estudio (Carrera y Rodriguez Patino
2005).

En la presente Tesis Doctoral se fijé un volumen de espuma en 120 ml. Las
experiencias se realizaron a temperatura de 20°C. El sistema de adquisicion de datos
midié el volumen de espuma que se formo en funcion del tiempo hasta que se alcanzo el
volumen prefijado de 120 ml. A continuacion se detuvo automaticamente el flujo de gas
y se midio la evolucion del drenaje de la espuma formada. El drenaje del liquido
contenido en la espuma se monitored a través de medidas conductimétricas a diferentes
alturas de la columna de espuma. En la Figura 4.11 se pueden observar los datos de
volumen de liquido, volumen de espuma, y conductividad de la espuma durante la
formacion y ruptura de espumas.

Para evaluar la capacidad espumante de los sistemas bajo estudio se calcularon
dos parametros:

(i) Capacidad espumante global (OFC, “overall foam capacity””, ml/s) que
resulta de la pendiente de la grafica de volumen de espuma versus tiempo (hasta el final
del burbujeo) obtenida por ajuste de los datos experimentales al modelo de regresién

lineal,

129



Capitulo 4. Materiales y Métodos

(i) La conductividad relativa de espumas (C¢, %), como una medida de la

densidad y retencion de liquido de las mismas se determino segun la Ecuacion 4.11:

CES uma (f)
G = [fomme 0
Cliquido ()

] x 100 (Ec. 4.11)

donde Cespuma(f) Y Ciiquido (f) son los valores de conductividad final de la espuma y

liquido, respectivamente.
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Figura 4.11. Evolucion del volumen de liquido, volumen de espuma y conductividad de la

espuma. En la misma también se indica el tiempo final de espumado (0y).

Por otro lado, se determind la estabilidad estatica de las espumas de los sistemas
bajo estudio a partir del volumen de liquido drenado en el tiempo. Se utilizo el tiempo

de vida media (t1/2), referido como el tiempo necesario para drenar la mitad de liquido
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contenido en las espumas, como medida de la estabilidad estatica de las mismas.
Ademas, la estabilidad se determind por medio de la evolucion en el tiempo de la
conductividad de las espumas. Para ello, los datos de conductividad relativa de las
espumas (C;/C;, donde C; y C; son los valores de conductividad a los tiempost=tyt=
0, respectivamente) versus el tiempo se ajustaron a un modelo de regresion no lineal
(exponencial de segundo orden) segun la Ecuacion 4.12 (Kato y col., 1983; Wright y

Hemmant, 1987):

- oo

C;

donde las constantes A; y A, son los pardmetros ajustables y tq y tgc son los tiempos de
relajacion correspondientes a las cinéticas de drenaje/regeneracion marginal (tg) y

desproporcion/colapso de las espumas (tqc), respectivamente.
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5.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADICION DE POLISACARIDOS SOBRE
LAS PROPIEDADES INTERFACIALES Y ESPUMANTES DE PROTEINAS

DE SUERO LACTEO

En la primer parte de este Capitulo se presentan los resultados obtenidos en el
estudio del efecto de la adicion de dos tipos de polisacaridos anidnicos no
superficialmente activos (PS), tales como alginato de sodio (AS) y A-carragenina (A-C),
sobre las propiedades interfaciales y espumantes de un concentrado de proteinas de
suero lacteo industrial (WPC), a pH neutro y fuerza idnica 0,05 M. Los resultados
obtenidos seran discutidos en términos de las distintas interacciones macromoleculares
entre el WPC y los PS en solucion acuosa (Seccion 5.1.1) y del impacto de tales
interacciones sobre: (i) las caracteristicas superficiales, cinéticas y reoldgicas de
peliculas de WPC adsorbido sobre la interfase aire-agua (Seccion 5.1.2) y (ii) las
caracteristicas de formacion y estabilidad de espumas de WPC, en relacion con las
caracteristicas interfaciales (cinéticas y reoldgicas) de dicha proteina (Seccion 5.1.3).
Las propiedades interfaciales y espumantes del WPC puro y de los sistemas mixtos
(WPC/PS) fueron comparadas con las de un aislado proteico de suero lacteo (WPI),
considerado en este estudio como una referencia, fundamentalmente debido a su

elevada pureza y alto contenido en 3-LG nativa.

5.1.1. Efecto de la adicion de polisacaridos sobre la dinamica molecular del WPC

en solucién acuosa
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5.1.1.1. Efecto de los PS sobre la fluorescencia intrinseca del WPC

Uno de los fluoroforos intrinsecos mas estudiados es el aminoacido triptéfano
(Trp) debido a que sus caracteristicas de fluorescencia (fluorescencia intrinseca) son
altamente sensibles a las condiciones del ambiente molecular de las proteinas. Por esta
razon, el andlisis de la fluorescencia del Trp constituye una buena herramienta para la
caracterizacion de la dindmica molecular de proteinas en solucion acuosa.

Las interacciones intermoleculares entre proteinas y otras moléculas vy
macromoléculas (como los polisacaridos) podrian inducir modificaciones en los
parametros de fluorescencia del Trp tales como la intensidad de emision, rendimiento
cuantico o tiempo de vida media de emision. De esta manera, el analisis de dichas
perturbaciones podria utilizarse para determinar la existencia de interacciones entre
biopolimeros en solucion acuosa (Albani, 2004).

La Figura 5.1 presenta el efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-1,0
%p/p) sobre la intensidad de emision de fluorescencia intrinseca (IFryp, u.a.) de una
dispersion de WPC al 1,0 %p/p. En ausencia de PS, la dispersion de WPC presento un
pico de maxima intensidad de emision de fluorescencia a nivel de 336 nm (An). Para
obtener mayor informacion acerca del ambiente molecular de los residuos de Trp en la
muestra de proteina bajo estudio, el valor de Ay del WPC podria compararse con el
obtenido para N-acetil-Trp (NAT), una variante quimica del Trp que reproduce el
estado fisicoquimico natural en las proteinas. De la bibliografia, se tiene que el valor de

Am para NAT es 356 nm (Kumar y col., 2005).
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Figura 5.1. Efecto de los PS (en el rango de concentracién de 0,0-1,0 %p/p) sobre la intensidad de
fluorescencia intrinseca del WPC. (A) Sistemas WPC/AS, (B) Sistemas WPC/A—C. Simbolos
WPC:PS: 1,0:0,0 %p/p (linea negra), 1,0:0,1 %p/p (linea verde), 1,0:0,5 %p/p (linea azul), 1,0:1,0

%p/p (linea roja). Temperatura 20-23 °C, pH 7 y 1 0,05 M.

A partir de esta comparacion se podria deducir que la dispersion de WPC

presentaria un corrimiento de A\ hacia menores longitudes de onda o corrimiento hacia
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el azul (blue shift). Este comportamiento podria estar asociado con la localizacion de
residuos de Trp en un ambiente molecular hidrofobico caracteristico de proteinas
nativas (Albani, 2004). Por lo tanto, esta técnica podria ser mas sensible para la fraccion
nativa del WPC (84 %) debido a que se encuentra en una mayor proporcion respecto de
la fraccion desnaturalizada o agregada (16 %) (ver seccion 4.1.1.1).

Por otro lado, en presencia de los PS, se observo que el valor de Ay del WPC no
se modifico (Figura 5.1). Sin embargo, la magnitud de IFy,, del WPC a nivel de Ay
disminuyé de manera gradual con el incremento de la concentracion de PS. Este
comportamiento sugeriria la existencia de interacciones biopolimeéricas intermoleculares
en la fase acuosa de los sistemas WPC/PS y que ademas dichas interacciones no
modificarian el ambiente molecular de los residuos de Trp del WPC. La reduccion de
IFrp del WPC a nivel de Am podria vincularse con la existencia de un fendmeno de
guenching, o apagamiento de la emision de fluorescencia intrinseca de la proteina
(Lakowicz, 1999; Albani, 2004) promovido por el incremento de la concentracion de PS
en los sistemas mixtos.

En general, se tienen diferentes tipos de fendbmenos de quenching, tales como el
colisional, estatico, térmico y transferencia de energia a distancia, un fendémeno
conocido también como transferencia de energia de Foster (Albani, 2004).

El quenching colisional ocurre cuando el fluor6foro y otra molécula difunden en
la solucion y colisionan entre si dependiendo de su movimiento de rotacion y/o
flexibilidad molecular en solucion. La energia absorbida por el fluoréforo es disipada en

el medio por colision con otra molécula localizada cerca de su entorno.
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El quenching estatico se observa cuando dos moléculas (fluoroforo y ligando) se
unen formando un complejo no fluorescente (o fluordéforo complejado). Cuando este
complejo absorbe luz, inmediatamente retorna a su estado fundamental sin emitir
fluorescencia.

El quenching térmico es un ejemplo de transicion no radiativa y se observa a nivel
de cierta temperatura para la que existe una marcada disminucion de la emision de
fluorescencia. Este fenomeno es debido principalmente a un incremento en el
movimiento Browniano de las macromoléculas lo que facilita la disipacion de la energia
vibracional en el entorno acuoso como calor. De esta manera, el fluoréforo excitado es
capaz de retornar al nivel de menor energia sin emitir fluorescencia.

El quenching por transferencia de energia a distancia o transferencia de energia de
Foster ocurre entre un fluoréforo excitado (donador) y un cromdéforo o un fluoréforo
(aceptor). En este caso, la energia es transferida por resonancia, es decir, el electron de
la molécula excitada induce un campo eléctrico oscilante que excita los electrones del
aceptor. Si el aceptor es fluorescente, su desexcitacion ocurrira por medio de emision de
fluorescencia. Sin embargo, si este no fluoresce, retornara al estado fundamental como
resultado de su interaccion con el solvente acuoso.

De los mecanismos de quenching descriptos, el quenching colisional podria ser
responsable de la reduccion de IFr, del WPC con el aumento de la concentracion
relativa de PS. Esta hipdtesis se fundamenta en el hecho de que los PS evaluados no son
fluorescentes y, ademas, los ensayos de fluorescencia intrinseca se han realizado a
temperatura ambiente constante (20-23 °C), lo que podria descartar la participacion de

mecanismos de quenching estatico, térmico y/o por transferencia de energia de Foster.
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En virtud de la hipotesis planteada, la magnitud del fendomeno de quenching
colisional en los sistemas WPC/PS podria evaluarse por medio de la ecuacion de Stern-

Volmer (Lakowicz, 1999; Albani, 2004):

IF,

donde IF, corresponde al valor maximo de intensidad de fluorescencia del WPC e IF es
el valor maximo de intensidad de fluorescencia del WPC en presencia de PS y ksy es la
pendiente de la grafica de Stern-VVolmer la que podria considerarse como un indice del
efecto de quenching colisional sobre la fluorescencia intrinseca del WPC debido a la
presencia de PS en la solucion acuosa.

La aplicacion de la Ecuacién 5.1 se presenta en la Figura 5.2. Se observé que A-C
produjo un efecto de quenching colisional de mayor magnitud comparado con el
producido por AS, dado que el valor de ksy para los sistemas WPC/A-C (0,589 %p/p™)
fue superior al valor de ksy para los sistemas WPC/AS (0,362 %p/p™). A partir de los
resultados obtenidos, podria deducirse que la disminucion en la magnitud de IF, del
WPC dependeria fuertemente del tipo de PS, siendo mayor el efecto en presencia de A-
C. Sin embargo, los resultados obtenidos por esta técnica brindarian s6lo informacion
sobre diferencias en el comportamiento de interaccion de los sistemas WPC/PS pero no
acerca de su naturaleza. Asi, el fendbmeno de quenching observado podria ser
interpretado solamente en términos de la existencia de colisiones macromoleculares de

tipo proteina-proteina y/o proteina-polisacarido.
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Figura 5.2. Graficas de Stern-Volmer para los sistemas WPC/PS. Concentracién de WPC 1,0

%p/p, pH 7 y 1 0,05 M. Los coeficientes de correlacion (R) para los sistemas WPC/A-C y WPC/AS

fueron 0,9886 y 0,9841, respectivamente.

La determinacion de la naturaleza de estas interacciones por espectroscopia de
fluorescencia intrinseca requiere abordar estudios a distintas temperaturas y/o diferentes
condiciones del medio acuoso (Lakowicz, 1999; Hu y col., 2005). Ademas, como se ha
mencionado previamente la aplicacion de esta técnica podria ser mas sensible a la
fraccion nativa del WPC debido a que se encuentra en una mayor proporcion respecto
de la fraccion desnaturalizada o agregada. Como se discutira mas adelante, la fraccion
desnaturalizada del WPC podria intervenir en el comportamiento de interaccion global

de los sistemas WPC/PS.

5.1.1.2. Efecto de los PS sobre la fluorescencia extrinseca del WPC
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El estudio del efecto de los PS sobre la fluorescencia extrinseca del WPC se
realizo utilizando el marcador o sonda fluorescente ANS. Este marcador interacciona de
manera no covalente con la proteina, fundamentalmente, a nivel de sus sitios
hidrofobicos superficiales (Penzer, 1972; Kato y Nakai, 1980). Como la muestra de
WPC posee dos fracciones con diferente grado de agregacion (una fraccion nativa y otra
desnaturalizada) seria muy probable que ambas fracciones contribuyan a la
fluorescencia extrinseca global del WPC. Por lo tanto, en presencia de PS,
posiblemente, esta técnica brinde informacion acerca de un comportamiento de
interaccion promedio entre ambos tipos de fracciones.

El efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p) sobre la
fluorescencia extrinseca del WPC fue evaluado en términos de la hidrofobicidad
superficial de la proteina (Sy), tal como se presenta en la Figura 5.3. Se observo que la
magnitud de S, dependio del tipo de PS y de su concentracion en solucién indicando la
existencia de diferentes interacciones macromoleculares entre los biopolimeros. Se
observo que el aumento de la concentracion de AS provoco primero una disminucion (a
nivel 0,1-0,5 %p/p) y luego un aumento del valor de Sy (a nivel de 1,0 %p/p); mientras
que el incremento de la concentracion de A-C provocd una disminucion gradual del
valor de So del WPC.

Considerando que la adicion de ANS se realizd luego de obtener los sistemas
mixtos, en virtud de los resultados obtenidos, cabria suponer que los PS podrian

provocar un cambio en la capacidad de interaccion del WPC con el ANS.
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Figura 5.3. Efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p) sobre la

hidrofobicidad superficial (So u.a.) del WPC. Concentracion de WPC 1,0 %p/p, pH 7 y 1 0,05 M.

En los sistemas WPC/A-C (en el rango de concentracion de A-C evaluado) y
WPC/AS a bajas concentraciones de AS (0,1-0,5 %p/p), la disminucion del valor de Sy
podria relacionarse con una reduccion en el numero de sitios hidrofobicos superficiales
del WPC disponibles para su interaccion con el ANS. Este comportamiento podria
explicarse en términos de dos tipos diferentes de interacciones biopoliméricas (Galazka
y col., 1999; Uruakpa y Arntfield, 2006): (i) la existencia de un fendmeno de
segregacion debido a la incompatibilidad termodinamica entre los biopolimeros lo que
podria conducir a una reduccion de los sitios hidrofobicos accesibles al ANS por
agregacion de la proteina en solucion y/o (ii) la existencia de un fenémeno de
asociacion entre la proteina y los PS lo que podria impedir estéricamente el acceso del

ANS para interaccionar con los sitios hidrofobicos superficiales del WPC.
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Por otro lado, en el sistema mixto WPC/AS a la mayor concentracion de AS
evaluada (1,0 %p/p), el aumento del valor de Sy podria deberse a un incremento en el
numero de sitios hidrofébicos superficiales del WPC debido a la modificacion de la
actividad termodinamica y/o conformacion de la proteina en presencia de AS en
solucion (Pavlovskaya y col., 1993). En estas condiciones, la elevada repulsion entre
WPC y AS podria incrementar la exposicion de grupos hidrofobicos del WPC
resultando en una mayor interaccion con el ANS y, consecuentemente en un mayor
valor de Sy (Uruakpa y Arntfield, 2006). Esta situacion seria termodindmicamente
desfavorable y el sistema tenderia a disminuir el contacto entre los sitios hidrofobicos
superficiales del WPC y el medio acuoso por efecto hidrofébico promoviendo
fendmenos segregativos y/o favoreciendo la adsorcidn de la proteina sobre interfases
fluidas (Grinberg y Tolstoguzov, 1997).

Las hipotesis planteadas sobre el comportamiento de interaccion de los sistemas

WPC/PS seran probadas en las siguientes Secciones.

5.1.1.3. Interacciones electrostaticas entre el WPC y los PS

En condiciones de pH neutro y baja fuerza ionica, la existencia de un fenémeno
de asociacion entre el WPC y los PS seria principalmente de naturaleza electrostatica
involucrando una interaccion atractiva entre regiones (patches) con carga positiva de las
proteinas y los grupos con carga negativa de los PS. Para abordar esta hipotesis, las
interacciones electrostaticas entre el WPC y los PS fueron estudiadas a traves de una
serie de ensayos competitivos aplicando espectroscopia de absorcion UV/Vis en

presencia de azul de metileno (AM).
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Figura 5.4. Efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p) sobre el comportamiento
espectral de AM. (A) Sistema AS/AM. (B) Sistema A-C/AM. Concentracion PS: 0,0 %p/p (linea
negra), 0,01 %p/p (linea roja), 0,1 %p/p (linea azul), 1,0 %p/p (linea verde). Las Figuras insertas
corresponden al efecto de la concentracion de los PS sobre el cociente DOggs/DOps.am. Concentracion

de AM 0,001 %, p/p, Temperatura 20-23°C, pH 7 y | 0,05M.
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En primer lugar, la aplicacion de esta técnica implico abordar el estudio de la
respuesta espectral del azul de metileno (AM) en presencia de los PS. El efecto de los
PS (en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p) sobre las caracteristicas espectrales
del AM se presenta en la Figura 5.4. Se observo que la adicion de los PS produjo un
cambio en el comportamiento espectral de AM registrandose una disminucién del pico
maximo de absorcidn a 664 nm (reduccion en el nimero de moléculas libres de AM) y
un desplazamiento del pico secundario a menores longitudes de onda indicando la
formacion de complejos metacromaticos (Soedjak, 1994). Ademas, se observo que la
disminucion del pico a 664 nm y el desplazamiento y/o posicion del pico de maxima
absorcion de los complejos metacromaticos dependieron del tipo de PS y de su
concentracion en solucion. Debido a esta dependencia, se considero adecuado tomar la
longitud de onda caracteristica de cada complejo metacromatico a nivel de la maxima
concentracion de PS evaluada en todos los ensayos, es decir al 1,0 %p/p. A nivel de la
misma, las longitudes de onda de los complejos metacromaticos AS-AM y A-C-AM
fueron 584 y 559 nm, respectivamente.

Una forma alternativa de visualizar los cambios espectrales del AM en presencia
de los PS seria a través de la evolucion del cociente de densidad 6ptica DOggs/DOps.am,
con la concentracion de PS en solucion (insertos en la Figura 5.4). En este caso, DOgg4
corresponderia al valor de densidad dptica (DO) del AM libre (a 664 nm) y DO amsps
seria el valor de DO de los complejos metacrométicos PS-AM (Benichou y col., 2007).
Se observo un decrecimiento del cociente de DOgga/DOps-am cON el incremento de la
concentracion de PS. Este comportamiento podria relacionarse con la progresiva

neutralizacion de las cargas positivas de las moléculas de AM por parte de las cargas
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negativas de los PS (Michony col., 2002). Se observo que A-C al 0,25 %p/p produjo la
neutralizacion total de las cargas del sistema, mientras que una concentracion de AS de
1,0 %p/p no fue suficiente para neutralizar las cargas positivas del AM. Estas
diferencias podrian ser atribuidas a distintas afinidades de los grupos negativos de los
PS por las cargas positivas de las moléculas de AM y/o a las diferentes estructuras
moleculares (orientacién y distribucién de los grupos negativos) de los PS.

Por otro lado, el WPC por ser un polielectrolito también podria tener la capacidad
de interaccionar electrostaticamente con el AM. Sin embargo, esta interaccion no
resultaria en la formacion de un complejo metacromatico (Michon y col., 2000). En tal
caso, se observé un aumento en el valor del pico secundario del espectro del AM (a
nivel de 613 nm) con el incremento gradual de la concentracién de WPC. Resultados

similares fueron obtenidos por Benichou y col. (2007) para una muestra de WPI.

Ensayos competitivos a concentracion de PS variable

La Figura 5.5 presenta los ensayos competitivos a concentracion de WPC
constante (1,0 %p/p) y a concentracion de PS variable (en el rango de 0,0-1,0 %p/p). Se
observo que la adicion de AS no produjo cambios en DOggs/DOsgy hasta un valor de
concentracion de 0,5 %p/p, a partir del cual dicho cociente decrecié con el aumento de
la concentracion de AS a 1,0 %p/p. Este decrecimiento podria vincularse con la
presencia del complejo metacromatico AS-AM (incremento en DOsg,), cuya formacion

se favorece con el aumento de la concentracion del polisacérido.
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Figura 5.5. Efecto de los PS (en el rango de concentracién de 0,0-1,0 %p/p) sobre el cociente de
densidad o6ptica DOggs/DOps.am, de los sistemas WPC/AS y WPC/A-C. Concentracion de WPC

1,0 %p/p, concentraciéon de AM 0,001 %, p/p, pH 7 y | 0,05M.

Por otro lado, la adicion de A-C a bajas concentraciones (0,05-0,10 %p/p) provocod
una gran disminucion en el valor de DOgg/DOssg 10 que sugeriria la rapida formacion
del complejo metacromético A-C-AM (Michon y col., 2002; Soedjak, 1994). Este
resultado podria compararse con la reduccion en el valor DOgs/DOss9 a bajas
concentraciones de A-C en ausencia de WPC (inserto de la Figura 5.4B). Ademas, se
observo que a partir de 0,10 %p/p, el aumento en la concentracion de A-C produjo un
incremento gradual en el valor de DOgg/DOssg. Este comportamiento podria
interpretarse considerando un aumento en el numero de moléculas de AM liberadas a la
solucion como consecuencia de la disrupcion de los complejos metacromaticos

formados debido a una interaccion electrostatica atractiva entre WPC y A-C. Un
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fenomeno similar fue observado por Michon y col. (2002) en el estudio del

comportamiento de interaccion entre gelatina y 1-C.

Efecto de la concentracion de NaCl

La fuerza de las interacciones entre proteinas y polisacaridos depende fuertemente
de las condiciones del medio acuoso, tales como pH, fuerza i6nica y concentracion
relativa de biopolimeros (Tolstoguzov, 2003). Para probar la existencia de interacciones
electrostaticas atractivas en los sistemas WPC/PS se realizaron ensayos en presencia de
NaCl.

En una primera etapa, se analiz6 el efecto de NaCl (en el rango de concentracion
de 0-1 M) sobre el comportamiento espectral de los complejos metacromaticos PS-AM
(Figura 5.6). Se observo que ambos complejos se comportaron de una manera diferente
frente al incremento de la concentracién de sal.

La adicion de bajas concentraciones de NaCl al sistema AS/AM produjo un
incremento en el valor de DOggs/DOsg4, 10 que podria atribuirse a la liberacién de
moléculas de AM a la solucion (incremento en DOggq) como resultado de la disrupcion
del complejo metacroméatico AS-AM. Este comportamiento podria explicarse en
términos de una competencia entre el AM (cargado positivamente) y los iones Na* por
los grupos carboxilato (negativos) de la cadena de AS. Sin embargo, la adicion de altas
concentraciones de sal provocd una reduccion en el valor de DOgga/DOsgs (incremento
en DOsgs) lo que sugeriria la re-asociacion de las moléculas de AM y AS para formar

nuevamente el complejo metacromatico AS-AM.
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Figura 5.6. Efecto del NaCl (en el rango de concentracion de 0-1 M) sobre el comportamiento
espectral de los sistemas PS/AM. Concentracion de PS 0,5 %p/p, concentracion de AM 0,001 %

p/p, pH 7 y 1 0,05M.

Este comportamiento inesperado podria explicarse sobre la base de la particular
estructura molecular del AS. Como se describié en la seccion 1.4.2.2, el AS es un
copolimero de acido gulurénico (G) y manurénico (M) y su cadena esta organizada en
bloques tipo GG, MM y GM. Esta inhomogeneidad estructural podria tener algln efecto
sobre las interacciones atractivas entre AM y AS permitiendo que ciertas regiones sean
mas o menos adecuadas para la formacion del complejo metacroméatico. Ademas, la
modificacion de la fuerza idnica del medio acuoso ejerce un rol determinante de la
orientacion de los grupos polares de la cadena y, consecuentemente, sobre la viscosidad
de las dispersiones de AS (Moe y col., 1995). De esta manera, el efecto de la fuerza
i0nica sobre las caracteristicas moleculares del AS podria afectar indirectamente, y de

manera compleja, a la formacion del complejo metacromético AS-AM.
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Por otro lado, se observo que el aumento de la concentracion de NaCl en el
sistema A-C/AM produjo un incremento gradual del valor de DOggs/DOssg, 10 que
sugeriria una liberacion progresiva de moléculas de AM a la solucién (incremento en
DOgss) como resultado de la disrupcion del complejo metacromatico A-C-AM. Este
comportamiento podria deberse a una competencia entre los iones Na* y el AM
(cargado positivamente) por los grupos sulfato (negativos) de A-C. Es importante
remarcar que el mismo perfil de DOggs/DOps.am COMO una funcion de la concentracion

de NaCl fue obtenido para diferentes concentraciones de PS en el rango de 0,1-1,0 %
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Figura 5.7. Efecto del NaCl (en el rango de concentracion de 0-1 M) sobre el cociente de densidad

optica, DOgga/DO ampps, de los sistemas WPC/AS y WPC/A-C (1,0:0,5 %p/p). Concentracion de

AM 0,001 %p/p, pH 7 y 1 0,05M.

Finalmente, la Figura 5.7 presenta el efecto de la adicién de NaCl sobre los

valores de DOgga/DOps.am de los sistemas WPC:0,5PS (1,0:0,5% p/p). Se observo que
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la magnitud de valores de DOggs/DOsg4 para el sistema mixto WPC:0,5AS disminuyd
levemente con el incremento de la concentracion de sal (como también puede
observarse en la Figura 5.6).

Por otro lado, el aumento de la concentracion de NaCl en el sistema mixto
WPC:0,51-C provoco un incremento en el valor de DOggs/DOssg. Este resultado podria
relacionarse con una mayor cantidad de AM libre en la fase acuosa que podria provenir
de la disrupcion de complejos metacromaticos residuales, es decir, de las
macromoléculas de A-C (unidas a AM) que no interaccionarian atractivamente con el
WPC.

En virtud de estos resultados, seria adecuado suponer que la magnitud de los
valores de DOggs/DOps.am de la Figura 5.7 podria estar influenciada por la respuesta de
los complejos metacromaticos frente al agregado de NaCl (Figura 5.6). Por lo tanto,
para observar el verdadero efecto de la adicion de NaCl sobre las interacciones
electrostaticas entre el WPC y los PS, al perfil de DOgg/DOps.am de la Figura 5.7 se le
sustrajo el perfil de DOgg/DOps.am de la Figura 5.6 (Michon y col., 2000). Este
resultado es presentado en la Figura 5.8 como un delta de DOggs/DOps.am (ADO). De
acuerdo a Michon y col. (2000), valores positivos de ADO indicarian que la dinamica
molecular de los sistemas mixtos estaria mayormente gobernada por interacciones
atractivas entre el WPC y los PS; mientras que valores negativos de ADO indicarian la
ausencia de interacciones atractivas entre los biopolimeros.

En ausencia de NaCl, el sistema mixto WPC:0,5AS presentd un valor de ADO
negativo (Figura 5.8A), un comportamiento que sugeriria la ausencia de interacciones

atractivas entre el WPC y AS. Para este sistema, los valores de ADO alcanzaron un
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valor minimo cuando la concentracion de sal fue 0,1 M indicando que una pequefia
adicion de electrolitos podria apantallar completamente las cargas tanto en la proteina
como en el polisacarido. Un aumento de la concentracion de NaCl produjo un
incremento gradual en ADO. Este comportamiento podria vincularse con una mayor
tendencia del sistema hacia la separacion de fases segregativa inducida por el aumento
de la fuerza iénica del medio acuoso.

La fuerza de los fendmenos segregativos o de incompatibilidad termodindmica
entre proteinas y polisacaridos anionicos depende fuertemente de las caracteristicas
estructurales de los biopolimeros, tales como su peso molecular y conformacion, y de su
concentracion relativa en solucion. Como se ha expuesto en la seccion 3.1.2.2, la
magnitud de la incompatibilidad entre proteinas y polisacaridos decrece en el orden:
polisacaridos carboxilicos > polisacaridos neutros > polisacaridos sulfatados (Grinberg
y Tolstoguzov, 1997).

La incompatibilidad entre proteinas y polisacaridos carboxilicos toma lugar a
valores de pH por arriba del pl de la proteina y para cualquier valor de fuerza idnica del
medio acuoso. Por lo tanto, en virtud de los resultados obtenidos se puede deducir que
el comportamiento observado en los sistemas WPC/AS fue consistente con la
bibliografia.

Por otro lado, en ausencia de NaCl, el sistema mixto WPC:0,51-C presentd un
valor positivo de ADO lo que podria sugerir la existencia de interacciones atractivas
entre WPC y A-C. El aumento de la concentracion de NaCl provoco una disminucion
gradual en ADO hasta alcanzar valores negativos. Este resultado pondria en evidencia la

reduccidn de las interacciones atractivas entre WPC y A-C tras la adicion de cantidades
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crecientes de electrolitos. A elevadas concentraciones de sal, los electrolitos podrian
apantallar las cargas tanto en la proteina como en el polisacarido, previniendo las

interacciones atractivas.
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Figura 5.8. Efecto del NaCl (en el rango de concentracién de 0-1 M) sobre las interacciones entre
WPC y PS representadas por la diferencia entre los perfiles de DOggs/DO amps (AOD) para (A) el
sistema mixto WPC:0,5AS (1,0:0,5 %p/p) y (B) para el sistema mixto WPC:0,5 A-C (1,0:0,5

%p/p). Concentracién de AM 0,001 %p/p, pH 7 y 1 0,05M.
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A pH neutro y baja fuerza idénica (0,05 M), el comportamiento observado en los
sistemas WPC/A-C podria explicarse considerando la formacion de complejos solubles
via interacciones electrostaticas atractivas locales entre aminoacidos con carga positiva
(Lys, Hys, Arg) y los grupos sulfatos altamente electronegativos del polisacarido
(Tolstoguzov y col., 1986; Galazka y col., 1999). Segun Grinberg y Tolstoguzov
(1997), los sistemas mixtos formados por polisacaridos sulfatados (tales como las
carrageninas) y proteinas son completamente compatibles en un amplio rango de
valores de pH (hasta pH ~7,5) y por debajo de una concentracién de sal de
aproximadamente 0,3 M. Por arriba de esta concentracion de sal critica y a valores de
pH cercanos a la neutralidad ocurriria la disociacion de estos complejos y el sistema
tenderia a la separacion de fases segregativa inducida por el aumento de la fuerza i6nica
del medio acuoso, tal como se ha expuesto en la seccién 3.1.2.3. Por lo tanto, se puede
concluir que los resultados obtenidos para los sistemas WPC/A-C fueron consistentes

con la literatura cientifica.

5.1.1.4. Efecto de los PS sobre la ultraestructura del WPC

Las Figuras 5.9 y 5.10 presentan el efecto de los PS (en el rango de concentracion
de 0,0-1,0 %p/p) sobre la ultraestructura de una dispersion de WPC al 1,0% p/p. En
estas micrografias, las areas claras corresponden a la fluorescencia del ANS lo que
revelaria la presencia del WPC vy las areas oscuras corresponden a la localizacion de los
PS en los sistemas mixtos. Las Figuras 5.9a y 5.10a presentan la micrografia confocal

correspondiente a la dispersion WPC a 40x.
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Figura 5.9. Efecto de AS (en el rango de concentracién de 0,0-1,0 %p/p) sobre la ultraestructura (a
40x) de una dispersion de WPC al 1,0 %p/p. Micrografias confocales: (a) Dispersién de WPC en
ausencia de AS, (b) Sistema mixto WPC:0,1AS (1,0:0,1 %p/p), (c) Sistema mixto WPC:0,5AS

(1,0:0,5AS %p/p), (d) Sistema mixto WPC:AS (1,0-1,0 %p/p). Temperatura 20-23°C, pH 7 y | 0,05M.

El analisis microscépico reveld la existencia de pequefios agregados de WPC
distribuidos homogéneamente. Este resultado fue consistente con las determinaciones
de SEC-HPLC y de porcentaje de proteina desnaturalizada comentadas y discutidas en

la Seccién 4.1.1.1. La existencia de estas estructuras se relacionaria con la agregacion
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del WPC debido a la desnaturalizacion térmica de las proteinas durante su proceso de
obtencion industrial.

La Figura 5.9B presenta la micrografia confocal del sistema mixto WPC:0,1AS
(1,0:0,1 %p/p) a 40x. Se observé una marcada disminucion de la fluorescencia del
campo Yy una distribucion inhomogénea de los agregados de WPC en una gran region
ocupada por el AS. Una mayor magnificacion (200x) permitio la distincion de
agregados proteicos de un tamafio levemente mayor a los agregados de la dispersion de
WPC al 1,0 %p/p. Las Figuras 5.9C y 5.9D presentan las caracteristicas
ultraestructurales de los sistemas WPC:0,5AS (1,0:0,5 % p/p) y WPC:AS (1,0:1,0%
p/p) a 40x, respectivamente. Estas micrografias revelaron la existencia de
microdominios de WPC esparcidos sobre una gran regién ocupada por el AS. Se
observo que el aumento de la concentracion de AS promovid la formacion de grandes
microdominios de WPC.

La formacion de microdominios de WPC seria debido a un fendbmeno segregativo
con agregacion de la proteina (Bourriot y col., 1999; Hemar y col., 2001) siendo el
mismo favorecido por el aumento de la concentracion de AS. El aumento de la
concentracion de AS en los sistemas WPC/AS podria provocar en primer lugar, la
segregacion y agregacion de la fraccion desnaturalizada (agregada) de WPC (Figura
5.9B) y luego la segregacion de la fraccion nativa (Figuras 5.9C y 5.9D). La presencia
de agregados de WPC podria ejercer una gran influencia sobre los fendémenos
segregativos en los sistemas WPC/AS (Dickinson y McClements, 1995; Sanchez y col.,
1997; Syrbe y col., 1995). Como dichos agregados poseen una masa molar mucho
mayor que la de las proteinas individuales, el término de energia libre asociado a la

entropia de mezclado que favorece la distribucion aleatoria de las macromoléculas en

155



Capitulo 5. Resultados y Discusion

solucion podria reducirse y como resultado, la incompatibilidad termodinamica entre los
biopolimeros seria mas pronunciada (Dickinson y McClements, 1995; Schmitt y col.,

1998).

Figura 5.10. Efecto de A-C (en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p) sobre la ultraestructura (a
40x) de una dispersion de WPC al 1,0 %p/p. Micrografias confocales: (a) Dispersion de WPC en
ausencia de A-C. (b) Sistema mixto WPC:0,1 A-C (1,0:0,1 %p/p). (c) Sistema mixto WPC:0,5 A-C

(1,0:0,5 %p/p). (d) Sistema mixto WPC:A-C (1,0-1,0 %p/p). Temperatura 20-23°C, pH 7 y 1 0,05M.
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Por lo tanto, los resultados del analisis ultraestructural para los sistemas WPC/AS
podrian considerarse consistentes con los resultados obtenidos por fluorescencia tanto
intrinseca como extrinseca comentados y discutidos en las secciones 5.1.1.1 y 5.1.1.2,
respectivamente.

Por otro lado, la Figura 5.10B presenta la micrografia confocal del sistema mixto
WPC:0,11-C (1,0:0,1 %p/p) a 40x. Se observd una distribucion homogénea de
agregados de WPC practicamente en todo el campo de visién. Una mayor
magnificacion (200x) reveldé que el tamafio y la forma de estos agregados fueron
similares a los de la dispersién de WPC al 1,0 %p/p.

Las Figuras 5.10C y 5.10D presentan la ultraestructura de los sistemas WPC:0,5\-
C (1,0:0,5% p/p) y WPC:A-C (1,0:1,0 %p/p) a 40x, respectivamente. Se observé que el
aumento de la concentracion de A-C promovid la formacién de microdominios de WPC
esparcidos homogéneamente en una region ocupada por el polisacarido. A elevadas
concentraciones de A-C, el tamafio y/o la forma de los microdominios de WPC parecid

no depender de la concentracion relativa de biopolimeros en los sistemas mixtos.

Efecto de la concentracion de NaCl

La Figura 5.11 presenta el efecto del NaCl (en el rango de concentracién de 0,0-

1,0 M) sobre la ultraestructura de los sistemas WPC:0,5PS a 40x.

Las Figuras 5.11A-C presentan las micrografias del sistema WPC:0,5AS con 0,0,

0,5y 1,0 M de NaCl, respectivamente. En ausencia de sal, se observo la presencia de
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microdominios de WPC esparcidos sobre una gran region ocupada por el AS (como

también puede deducirse a partir de la Figura 5.9C).

Figura 5.11. Efecto de la concentracion de NaCl sobre la ultraestructura de los sistemas WPC/PS.

Micrografias confocal para el sistema WPC:0,5SA (1,0:0,5 %p/p) a 40x: (a) sin NaCl, (b) NaCl 0,5 M
y (c) NaCl 1 M. Micrografias confocales para el sistema WPC:0,5A-C (1,0:0,5 %p/p) a 40x: (d) sin

NaCl, (e) NaCl 0,5 M y (f) NaCl 1 M.

En presencia de 0,5 M de NaCl (Figura 5.11B), se observé que el tamafio relativo
de los microdominios de WPC no se modific6. En estas condiciones, la adicion de
electrolitos podria apantallar las cargas tanto en el WPC como en el AS y el sistema
podria no manifestar cambios a nivel ultraestructural. Sin embargo, el aumento de la

concentracion de NaCl a 1,0 M (Figura 5.11C) produjo una distribuciébn mas
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homogénea y un aumento en el nimero de microdominios de WPC esparcidos en la
region ocupada por el AS. A elevadas concentraciones de sal el sistema podria acentuar
su tendencia hacia la separacion de fases segregativa.

Por otro lado, las Figuras 5.11D-F, presentan las micrografias del sistema mixto
WPC:0,51-C con 0,0, 0,5y 1,0 M de NaCl a 40x, respectivamente. En ausencia de sal,
se observO la presencia de microdominios de WPC homogéneamente distribuidos
practicamente en todo el campo de visidon (como también puede deducirse a partir de la
Figura 5.10C). La adicion de 0,5 M de NaCl (Figura 5.11E) provocd una aparente
disrupcion de los microdominios de WPC. En tales condiciones se observaron pequefios
microdominios de WPC esparcidos en una gran region ocupada por A-C. El aumento de
la concentracion de NaCl a 1,0 M (Figura 5.12F) produjo una distribucion mas
homogénea y un aumento en el nimero de pequefios microdominios de WPC. Estos
resultados pondrian en evidencia la reduccién de las interacciones atractivas entre WPC
y A-C tras la adicion de cantidades crecientes de electrolitos y el sistema tenderia a la
separacion de fases segregativa.

En general, se podria concluir que los resultados del andlisis ultraestructural para
los sistemas WPC/AS y WPC/A-C en presencia de NaCl fueron consistentes con los
obtenidos por espectroscopia de absorcion UV/Vis en presencia de AM comentados y
discutidos en la seccion 5.1.1.3

En resumen, los resultados encontrados sugeririan que la dindmica molecular del
WPC estuvo fuertemente afectada por la presencia de los PS en solucién acuosa en
condiciones de pH neutro y baja fuerza ionica. Los estudios complementarios realizados

en los sistemas WPC/AS y WPC/A-C revelaron diferencias significativas en el
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comportamiento de interaccion de ambos tipos de sistemas, dependiendo de la
estructura quimica de los PS, de su concentracion en la fase acuosa y de las distintas
fracciones proteicas (nativa y desnaturalizada o agregada) presentes en la muestra de

WPC.

5.1.2. Efecto de la adicion de polisacaridos sobre la dindmica interfacial del WPC

5.1.2.1. Propiedades superficiales del WPC en el equilibrio

Las propiedades de equilibrio de las peliculas adsorbidas son de enorme utilidad
para la interpretacion de las propiedades dindmicas y estructurales de las proteinas
adsorbidas sobre interfases fluidas (Damodaran, 1990; Rodriguez Patino y col., 2003).
La caracterizacion de las peliculas de WPC adsorbido sobre la interfase aire-agua en el
equilibrio podria permitir la seleccion de la concentracion de proteina en solucion mas
adecuada para la realizacion de los estudios dinamicos de adsorcion interfacial en
presencia de los PS.

El efecto de la concentracion de proteina (1.10°-2,0 %p/p) en la subfase acuosa
sobre la magnitud de la presion superficial de equilibrio-meq (isoterma de adsorcion) de
las peliculas de WPC adsorbido sobre la interfase aire-agua se presenta en la Figura
5.12. En dicha Figura se adicionaron los valores de meq de una pelicula adsorbida de
WPI. Se observo que ambas proteinas presentaron isotermas de adsorcion sigmoideas y

que los valores de meq fueron similares por debajo de 1.10 %p/p. A partir de esta
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concentracion, las diferencias en meq podrian relacionarse con diferencias en las

caracteristicas superficiales de estas muestras de proteina.
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Figura 5.12. Efecto de la concentracion de proteina (1.10°-2,0 %p/p) en la subfase acuosa sobre
la magnitud de la presion superficial en el equilibrio-ne, (isoterma de adsorcion) de las peliculas
de WPC (%) y de WPI () adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Temperatura 20 °C, pH 7 y |

0,05 M.

Como también puede observarse en la Figura 5.12, las isotermas de adsorcion
alcanzaron un plateau a nivel de una concentracion de 1,0 %p/p. Este valor de
concentracion corresponderia a la concentracion de proteina en la subfase acuosa que
seria capaz de saturar la interfase aire-agua, lo que comdnmente se conoce como
eficiencia de adsorcion (Graham y Phillips, 1979). En la presente investigacion, se
escogid este valor de concentracion de WPC (1,0 %p/p) para la realizacion de los

estudios dindmicos interfaciales en presencia de PS. La formacion de una pelicula
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interfacial saturada en proteina podria ser un requisito importante para lograr la creacion
de una espuma y para permitir su estabilidad frente a distintos mecanismos de
desestabilizacion (Carrera y Rodriguez Patino, 2005).

Por otro lado, a nivel de la eficiencia de adsorcion, el valor de meq Se conoce
normalmente como actividad superficial (Graham y Phillips, 1979). Se observo que la
actividad superficial del WPC fue mas alta que la del WPI lo que podria relacionarse
con su alto contenido de grasa residual y/o con la existencia de una fraccién de proteina

desnaturalizada (agregada) en la muestra (como ha sido descripto en la seccion 4.1.1.1).

5.1.2.2. Efecto de los PS sobre la formacion de peliculas de WPC

Las proteinas de suero lacteo presentan una gran tendencia a adsorberse sobre la
interfase aire-agua. Sin embargo, dicho proceso de adsorcién podria ser influenciado
por la presencia de PS en la subfase acuosa.

La Figura 5.13 presenta el efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-
1,0% p/p), sobre la evolucién temporal de la presion superficial (w) de la pelicula de
WPC en condiciones de saturacion de la interfase aire-agua (1,0 %p/p). En esta Figura
se adicionaron los valores de = de una pelicula de WPI. En general, se observo que los
valores de © aumentaron con el tiempo (6), un fenémeno que podria vincularse con la
adsorcion de las proteinas sobre la interfase aire-agua (Graham vy Phillips, 1979;
Damodaran y Song, 1988; MacRitchie, 1990). Ademas, se observé que los valores de ©
para la pelicula de WPC fueron mayores que para la pelicula de WPI. Si bien, ambas

muestras poseen una fraccion mayoritaria de B-LG, este resultado podria asociarse con
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la presencia de impurezas grasas (Cornec y Narsimhan, 1998) y/o otros componentes
superficialmente activos en la muestra de WPC (Martinez y col., 2009b) los que podrian

también influir sobre la dindmica de formacién de su pelicula interfacial.
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Figura 5.13. Efecto de la concentracion de PS sobre la evolucion temporal de la presion
superficial (x, mN/m) de las peliculas de WPC adsorbido sobre la interfase aire-agua. (A) Sistemas
WPC/AS, (B) Sistemas WPC/A-C. Simbolos sistemas Prot:AS: (%) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:1,0
%p/p, (@) 1,0:0,5 %p/p, (A) 1,0:0,1 %p/p. Temperatura 20 °C, pH 7,y 10,05 M. Datos para la

pelicula de WPI incluida como referencia (—).
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Figura 5.14: Efecto de la concentracion de PS sobre la presién superficial (x, mN/m) a los 10.800
s de adsorcidn (mog0) para las peliculas de los sistemas () WPC/AS y (O) WPC/A-C)
Concentracion de WPC 1,0% p/p, temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05 M. El valor 1,4z (®) para el

WHPI es incluido como una referencia.

Por otro lado, se observé que a largos 60, la presencia de PS modificé los valores
de = de la pelicula de WPC dependiendo del tipo de PS y de su concentracion relativa
en la subfase acuosa (Figura 5.14). Este resultado constituye una evidencia de que las
interacciones macromoleculares entre los biopolimeros tanto en la subfase acuosa como
en el entorno de la interfase aire-agua podrian influir en la dindmica de formacion de la
pelicula de WPC adsorbido sobre la interfase aire-agua. La naturaleza de las
interacciones entre WPC y PS y sus efectos sobre la dindmica de formacion de peliculas
de WPC adsorbido sobre la interfase aire-agua se discutiran en las siguientes Secciones

desde un punto de vista cinetico.
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5.1.2.3. Efecto de los PS sobre la cinética de adsorcién interfacial del WPC

La cinética de adsorcion interfacial de proteinas puede determinarse a traves de
los cambios en los valores de . Como se menciono en la seccion 3.2.2.2, las principales
etapas de adsorcion interfacial de proteinas (MacRitchie, 1990) son: (i) difusion desde
la subfase acuosa hacia la interfase, (ii) adsorcidn, penetracion y desplegamiento
interfacial, y (iii) reordenamiento dentro de la pelicula adsorbida, formacion de
multicapas e incluso gelificacion interfacial. El efecto de los PS sobre cada una de las

etapas de adsorcion interfacial del WPC se discutird a continuacion.

Difusion hacia la interfase aire-agua

El paso mas importante en la formacion de una espuma es la adsorcion inicial de
la proteina sobre la interfase aire-agua (Rodriguez Patino y col., 2007a). Como se
menciond en la seccién 4.2.3.1, durante el primer paso una forma modificada de la
ecuacion de Ward y Tordai (Ecuacion 4.4) podria usarse para correlacionar los cambios
en la presion superficial (nr) con el tiempo (0). Si la difusion controla el proceso de

02 sera lineal (De Feijter y Benjamins,

adsorcion de la proteina, una grafica de = vs
1987; MacRitchie, 1990; Xu y Damodaran, 1994; Rodriguez Patino y col., 2007a;
2007b) y la pendiente de esta curva sera la constante de velocidad de difusion (Kgif).

A nivel de la concentracion de WPC evaluada en el presente estudio (1,0 %p/p),

se observo que el paso de difusion (tanto en ausencia como en presencia de PS) fue muy

rapido (con w> 10 mN/m) por lo que no pudo ser detectado por el dispositivo
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experimental empleado (Figura 5.13). EI mismo comportamiento fue observado para la
difusion del WPI (Figura 5.13), B-LG pura (Alvarez y Rodriguez Patino, 2006) y
globulinas de soja (7S y 11S) a una concentracion en solucion de 1,0 %p/p (Rodriguez
Patino y col., 2004). Este resultado sugeriria que a cortos 0, el proceso de adsorcién del
WPC vy de los sistemas WPC/PS, no estaria controlado por un transporte difusivo hacia
la interfase. Sin embargo, la pendiente de la curva n-6Y2 al inicio del proceso de
adsorcion (6 = 0,5 s) podria considerarse como una constante de velocidad de difusién
aparente (kgi®) (Perez y col., 2009).

El efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p) sobre el valor
de kgir* del WPC se presenta en la Figura 5.15A. En dicha Figura se adiciond el valor de
kair® del WPIL. Se observo que el valor de kgir* del WPC fue superior al del WPI. A la
misma concentracion de proteina en solucion (1,0 %p/p), las diferencias en kg® podrian
atribuirse a diferencias en composicion, agregacion y/o existencia de impurezas
superficialmente activas en la muestra de WPC.

Por otro lado, se observo que la presencia de PS afect6 la magnitud de kg del
WPC dependiendo del tipo de PS y de su concentracion relativa en la subfase acuosa.
Ademas, los PS ejercieron el mismo efecto sobre el valor de = a largos 0 (m10.800), tal
como puede apreciarse en la Figura 5.14. Este resultado indicaria que, en los sistemas
WPC/PS, los mismos factores que afectarian a la difusion del WPC hacia la interfase
aire-agua también podrian impactar sobre la dindmica de formacion de la pelicula

adsorbida a largos 6 (Figura 5.15B).
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Figura 5.15. Efecto de la concentracion de PS sobre (a) la constante de velocidad de difusion
aparente (Kgir") y (b) Relacion entre la constante de velocidad de difusion aparente (Kqir) v la
presion superficial a los 10.800 s de adsorcion (m;o309) para las peliculas de los sistemas (L)
WPC/AS y (0O) WPC/A-C) sobre la interfase aire-agua. Concentracion de WPC 1,0% p/p,
temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05 M. Los valores de (®) Ky Y 710300 Para el WPI son incluidos

como referencias.
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El comportamiento difusivo del WPC en presencia de los PS se explica a
continuacion:

(i) El aumento de la concentracion de AS en los sistemas WPC/AS provoco
una disminucion (a nivel de 0,1-0,5 %p/p) y luego un incremento en el valor de kg del
WPC (Figura 5.15A). A bajas concentraciones de AS, la reduccion del valor de kg
podria explicarse sobre la base de una resistencia del WPC a la difusion debido a la
existencia de fenOmenos segregativos en la subfase acuosa de los sistemas mixtos con
agregacion de la proteina y reduccion de Sp (como también puede deducirse a partir de
las Figuras 5.3 y 5.9). Por otra parte, a la mayor concentracion de AS evaluada (1,0
%p/p), el aumento del valor de kg;* del WPC podria relacionarse con un incremento de
la actividad superficial del WPC debido a una mayor exposicion de grupos hidrofobicos
expuestos como consecuencia de la elevada repulsion electrostatica entre los
biopolimeros en la subfase acuosa (Pavlovskaya y col., 1993; Uruakpa y Arntfield,
2006). Como esta situacion seria termodinamicamente desfavorable, el sistema tenderia
a disminuir el contacto entre los sitios hidrofébicos superficiales del WPC y la subfase
acuosa por efecto hidrofébico (Grinberg y Tolstoguzov, 1997) potenciando su velocidad
de difusion hacia la interfase y provocando un mayor valor de la presion superficial de
la pelicula a largos 6 (como puede deducirse a partir de la Figura 5.15B).

(i) El aumento de la concentracién de A-C en los sistemas WPC/A-C
provocod una disminucion gradual del valor de kg del WPC (Figura 5.15A). Este
comportamiento podria explicarse considerando una resistencia a la difusion del WPC
y/o a una menor disponibilidad de la proteina para su adsorcion debido a la formacién

de complejos electrostaticos solubles WPC-A-C en la subfase acuosa. La formacion de
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complejos biopoliméricos podria afectar la adsorcion de la proteina como consecuencia

de una menor velocidad de difusion hacia la interfase aire-agua (Ganzevles y col.,

2006).
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Figura 5.16. Relacion entre la hidrofobicidad superficial (Sg) con la velocidad de difusion
aparente (K%girr) (simbolos abiertos) y con la presion superficial a los 10.800s de adsorcion (m;oso0)
(simbolos rellenos) para los sistemas mixtos (C1, m) WPC/AS y (O,®) WPC/A-C). Concentracion

de WPC 1,0 % p/p, temperatura 20 °C, pH 7,y 1 0,05 M.

(iii) En general, se observd la existencia de una relacion entre los valores de
Kait' Y T10.800 Y l0s valores de S de los sistemas mixtos. Estas relaciones se presentan en
la Figura 5.16. A partir de la misma podria deducirse que los factores que promueven
bajos valores de Sy, tales como la formacion de complejos solubles WPC-PS y/o la
segregacion con agregacion de la proteina en la subfase acuosa, provocarian una
disminucion en la velocidad de difusion del WPC; mientras que, los factores que

promueven elevados valores de Sy, tales como la elevada exposicion de segmentos
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hidrofobicos de la proteina debido a la elevada repulsion electrostatica entre los
biopolimeros provocarian un incremento en la velocidad de difusion del WPC hacia la
interfase aire-agua. Por lo tanto, se podria concluir que distintas interacciones
macromoleculares entre el WPC y los PS en la subfase acuosa de los sistemas mixtos
podrian ejercer una importante influencia sobre la magnitud del paso de difusion del
WPC hacia la interfase aire-agua y consecuentemente, en la formacion de la pelicula
interfacial. Los efectos termodindmicos de la hidrofobicidad expuesta sobre el
transporte difusional de proteinas y su afinidad hacia la interfase aire-agua, han sido

discutidos ampliamente en la bibliografia (Damodaran, 2004).

Penetracion y reordenamiento a nivel de la interfase aire-agua

La formacion de una pelicula interfacial de proteina depende fuertemente de la
velocidad a la que las macromoléculas se adsorben, penetran y sufren reordenamientos e
interacciones entre los segmentos adsorbidos, lo que también determina las propiedades
mecanicas de la pelicula frente a deformaciones interfaciales que tienen lugar durante la
formacion y estabilidad de espumas. Como se menciond en la Seccién 3.2.2.2, a largos
0, luego de un periodo controlado por la difusion, existe una barrera de energia para la
adsorcion de la proteina atribuida a la adsorcién, penetracién, desplegamiento y
reordenamientos de los segmentos adsorbidos sobre la interfase aire-agua (Rodriguez
Patino y col., 1999; Baeza y col., 2005). Las constantes de penetracion y
reordenamiento pueden determinarse a través de la medicion de la evolucién temporal

de 7 (Seccion 4.3.3.2) y posterior ajuste de los datos experimentales al modelo cinético
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de primer orden dado por la Ecuacion 4.6 (Graham y Phillips, 1979; Suttiprasit y col.,
1992). La aplicacién de la Ecuacion 4.6 para la adsorcion interfacial a largos 6 del WPC

y los sistemas WPC/PS se presenta en la Figura 5.17.
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Figura 5.17. Efecto de los PS sobre los mecanismos de penetracion molecular y reordenamiento
configuracional sobre la interfase aire-agua del WPC. (A) Sistemas WPC/AS, (B) Sistemas
WPC/L-C. Simbolos sistemas Prot:PS: (*) 1,0:0,0 %p/p, (m) 1,0:1,0 %p/p, (®) 1,0:0,5 %p/p,

(A) 1,0:0,1 %p/p. Temperatura 20 °C, pH 7,y 10,05 M.
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Figura 5.18. Efecto de la concentracion de PS sobre (A) la constante de velocidad de penetracién

aparente (kp) y (B) la constante de velocidad de reordenamiento configuracional (kg) del WPC.

Simbolos: (1) WPC/AS y (O) WPC/A-C. Concentracion de WPC 1,0% p/p, temperatura 20 °C, pH

7, y 1 0,05 M. Los valores de los parametros cinéticos del WPI (®) son incluidos como una

referencia.

De acuerdo al modelo cinético empleado, el valor de la pendiente inicial

corresponderia a la constante de velocidad de penetracion (kp), mientras que el valor de
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la segunda pendiente seria la constante de velocidad de reordenamiento configuracional
(kr) de los segmentos de WPC adsorbidos. Se observd que el modelo cinético fue
adecuado para describir la magnitud de los mecanismos de adsorcién a largos 6 ya que
en todos los casos el coeficiente de correlacién (R) fue superior a 0,970.

La Figura 5.18 presenta el efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-
1,0 %p/p) sobre la magnitud de los valores de kp y kg del WPC. En dicha Figura se
incluyeron los valores de kp y kg del WPI. Se observé que los valores de kp para WPC
y WPI fueron similares, mientras que el valor de kg del WPC fue mas bajo que el valor
de kg del WPI. Este resultado se deberia a la existencia de una fraccion desnaturalizada
(agregada) en la muestra del WPC. Los agregados de proteina son resistentes a los
procesos de desplegamiento y reordenamiento que normalmente tienen lugar en el
entorno interfacial (Murray y Ettelaie, 2004).

Por otro lado, se observd que la presencia de PS afect6 la magnitud de kp y kg del
WPC dependiendo del tipo de PS y de su concentracion relativa en la subfase acuosa. A
partir de la Figura 5.18 puede deducirse que:

(1) El aumento de la concentracion de AS en los sistemas WPC/AS provocd
una disminucién (a nivel de 0,1-0,5 %p/p) y luego un incremento de los valores de kp y
kr. A menores concentraciones de AS, la reduccion en los valores de kp y kg podria
explicarse en términos de una menor disponibilidad del WPC para su adsorcién
interfacial debido a una menor velocidad de difusién (Figura 5.15A). En presencia de
AS, la existencia de fendmenos segregativos con agregacion del WPC podria retardar
los procesos de penetracion, desplegamiento y reordenamiento de los segmentos
adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Ademas se observd que en estas condiciones,

los valores de kp y kg de dichos sistemas alcanzaron valores similares a los del WPI.
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Este resultado, indicaria que pequefias cantidades de AS podrian promover la adsorcion
preferencial de la B-LG nativa del WPC, mientras que la fraccion desnaturalizada
(agregada) estaria involucrada en fendmenos segregativos de la subfase acuosa. Sin
embargo, la confirmacion de esta hipdtesis requeriria la realizacién de estudios
interfaciales y moleculares adicionales.

(i) Por otra parte, a la mayor concentracion de AS evaluada (1,0 %p/p), el
aumento en los valores de kp y kr podria relacionarse con una mayor disponibilidad del
WHPC para su adsorcion interfacial debido a una elevada velocidad de difusion (Figura
5.15A). De esta manera, la mayor exposicion de grupos hidrofébicos expuestos como
consecuencia de la elevada repulsion entre los biopolimeros en la solucion podria
favorecer la velocidad de penetracion y reordenamiento configuracional del WPC.

(i) En general, el aumento de la concentracion de A-C en los sistemas
WPC/A-C provocd un incremento gradual de los valores de kp y kg. Ademas, se
observo que los valores de kp y kg de los sistemas WPC/A-C fueron superiores a los
observados en los sistemas WPC/AS. Para estos ultimos sistemas, los valores de kp y kg
de fueron explicados en términos del comportamiento de difusion del WPC hacia la
interfase debido a que podria determinar su disponibilidad para la adsorcion interfacial.
Sin embargo, el comportamiento difusivo observado en los sistemas WPC/A-C no
podria explicar por si mismo los valores de kp y kg obtenidos. Probablemente existan
otros factores que determinarian la velocidad de penetracion y reordenamiento del WPC
en presencia de A-C. Dichos factores podrian relacionarse con la formacion de
complejos electrostaticos solubles WPC-A-C en la subfase acuosa (Ganzevles y col.,

2006).
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(iv) En todos los casos, se observé que los valores de ke fueron menores a los
de kg, lo que sugeriria que el paso de penetracion seria la etapa limitante del proceso de

adsorcion interfacial tanto para el WPC puro como para los sistemas WPC/PS.

5.1.2.4. Efecto de los PS sobre las propiedades dilatacionales superficiales de las

peliculas de WPC

Como se menciono en la Seccidn 3.2.3, la viscoelasticidad dilatacional superficial
de las peliculas de proteinas adsorbidas sobre la interfase aire-agua constituye uno de
los factores més relevantes en la determinacion de la estabilidad de espumas. Ademas,
la reologia dilatacional superficial es de gran interés debido a su extrema sensibilidad a
la fuerza y naturaleza de las interacciones macromoleculares que tienen lugar a nivel de
interfases fluidas (Rodriguez Patino y Rodriguez Nifio, 1999; Rodriguez Patino y col.,
2007a).

La evolucion temporal de los parametros reoldgicos dilatacionales superficiales
(E, Eq y ¢) de las peliculas de WPC y WPI a concentracion en solucién de 1,0 %p/p se
presentan en la Figura 5.19. Se observo que los valores de E y E4 aumentaron y que los
valores de ¢ disminuyeron con el tiempo (6), un fendmeno que podria ser asociado con
la adsorcion de las proteinas sobre la interfase aire-agua y/o con el incremento de la
resistencia mecanica de la pelicula frente a la deformacion dilatacional (Graham y

Phillips, 1979; Damodaran y Song, 1988).
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Figura 5.19. Evoluciéon temporal del modulo dilatacional superficial, (O) E (mN/m), su
componente elastica, (A) Eq (mMN/m), y el dngulo de fase, (<) (¢) para las peliculas de WPC
(simbolos rellenos), para las peliculas de WPI adsorbidos sobre la interfase aire-agua (simbolos
abiertos). Amplitud de deformacion (AA/A) 10 %, Frecuencia angular (o) 100 mHz,

Concentracion de proteina 1,0% p/p, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M.

Ademas, se observo que: (i) los valores de E y E4 fueron similares y (ii) que los
valores de ¢ fueron relativamente mas bajos. Los sistemas WPC/PS a diferentes
concentraciones de PS en la subfase acuosa se comportaron de una manera similar
(como puede deducirse a partir de las Figuras A2.1 y A2.2. del Apendice Il). Por lo
tanto, como consecuencia de este comportamiento, se podria concluir que las
caracteristicas viscoelasticas superficiales del WPC, WPI y de los sistemas WPC/PS
fueron esencialmente elésticas a nivel de la frecuencia angular (o) aplicada (100 mHz)
y especialmente a largos 0. Se observo que a cortos 0 los valores de E4 de las peliculas

de WPC y WPI fueron similares. Asi, aunque la velocidad de difusion del WPI es
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mucho menor a la del WPC (Figura 5.15A), la elasticidad dilatacional superficial para
estas proteinas al inicio del proceso de adsorcidn es similar. Sin embargo, a largos 6, los
valores de E4 para el WPI fueron mas altos que los del WPC. Este comportamiento
podria ser asociado con la presencia de impurezas superficialmente activas en la
muestra de WPC, las que podrian reducir el numero de interacciones macromoleculares
entre los segmentos de WPC adsorbidos.

La Figura 5.20 presenta el efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-
1,0 %p/p) sobre la evolucion temporal de Eq4 de la pelicula adsorbida de WPC sobre la
interfase aire-agua. En esta Figura, se adicionaron los valores de E4 de la pelicula
adsorbida de WPI nuevamente como una referencia. Se observo que la magnitud de los
valores de E4 dependi6 del tipo de PS, de su concentracion relativa en la subfase acuosa
y de 6. Se observé que la adicion de AS a una concentracion de 1,0 %p/p produjo un
incremento de los valores de Eq4 del sistema mixto comparado con los valores de Eq4 del
WPC puro (Figura 5.20A). Este comportamiento podria ser relacionado con una rapida
difusion de la proteina hacia la interfase aire-agua y/o con un incremento en el nimero
de interacciones entre los segmentos adsorbidos (Rodriguez Patino y col., 1999). Sin
embargo, la adicion de A-C a una concentracion de 1,0 %p/p produjo una reduccion en
los valores de E4 a cortos 6 comparado con el WPC puro (Figura 5.20B). Este
comportamiento podria vincularse con una menor disponibilidad del WPC para su
adsorcion interfacial debido a la menor velocidad de difusion que presentd el sistema

debido a la formacion de complejos electrostaticos WPC-A-C en la subfase acuosa.
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Figura 5.20. Efecto de la concentracion de PS sobre la evolucion temporal de la elasticidad dilatacional
(Eg4, mN/m) de las peliculas de WPC adsorbido sobre la interfase aire-agua. (A) Sistemas WPC/AS, (B)
Sistemas WPC/A-C. Simbolos sistemas Prot:PS: (%) 1,0:0,0 %p/p, (m) 1,0:1,0 %p/p, (®) 1,0:0,5 %p/p,
(A) 1,0:0,1 %p/p. Amplitud de deformacion (AA/A) 10 %, Frecuencia angular (®) 100 mHz,

Temperatura 20 °C, pH 7, y | 0,05M. Datos para la pelicula de WPI incluida como referencia (—).

A bajas concentraciones, se observo que el efecto de los PS sobre los valores de

Eq4 de los sistemas WPC/PS dependi6 fuertemente de 6 (Figura 5.20). A cortos 6, los
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valores de E4 para los sistemas mixtos fueron, en general, mas bajos que los valores de
Eq4 para el WPC puro. Estos resultados confirmarian que la segregacion con agregacion
del WPC en los sistemas WPC/AS y/o la formacion de complejos solubles en la subfase
acuosa de los sistemas WPC/A-C, podrian reducir el numero de interacciones
macromoleculares entre los segmentos adsorbidos de WPC. Sin embargo, a largos 6, los
valores de Eq4 para los sistemas mixtos fueron elevados o similares a los del WPC puro.
Ademas, estos resultados sugeririan que las interacciones macromoleculares en el
entorno de la interfase aire-agua entre los segmentos adsorbidos de WPC podrian
incrementar gradualmente con 0 y con el aumento de la concentracion relativa de PS en
la subfase acuosa. En general, este comportamiento se hall6 consistente con los valores

de kp y kg para los sistemas WPC/PS discutidos en la seccion previa.

5.1.2.5. Efecto de los PS sobre la estructuracion interfacial del WPC

Comunmente, el modulo dilatacional superficial se considera una medida de la
resistencia mecanica total de una pelicula de proteina frente a la deformacion
dilatacional de la interfase aire-agua (Bos y van Vliet, 2001; Rodriguez Patino y col.,
2007a).

En el caso de proteinas globulares, los valores de E incrementan con 7 sugiriendo
un aumento en el numero de interacciones macromoleculares entre segmentos
adsorbidos de proteina (Rodriguez Patino y col., 1999, 2003). Ademas, todos los datos
de E podrian normalizarse en una sola curva maestra E-n la cual seria caracteristica de

cada proteina.
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El efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p) sobre la
dependencia de E con & para la pelicula de WPC adsorbido sobre la interfase aire-agua
se presenta en la Figura 5.21. En esta Figura se adicioné la curva maestra E-r para una
pelicula de WPI. En general, se observé que:

(i) Las pendientes de estas curvas fueron mayores a uno (representado por la
linea sdlida en la Figura 5.21) sugiriendo la existencia de un comportamiento no ideal
de las peliculas (Lucassen Reynders y col., 1975) gobernado por un gran nimero de
interacciones macromoleculares entre segmentos adsorbidos sobre la interfase aire-agua
(Rodriguez Patino y col., 1999).

(i) Los curvas E-rt de todas las peliculas no se normalizaron en una Unica
curva indicando que las proteinas se adsorberian con diferentes grados de estructuracion
(empaquetamiento) y/o condensacién de segmentos adsorbidos sobre la interfase aire-
agua (Rodriguez Patino y col., 2003; Mifiones Conde y Rodriguez Patino, 2005)
dependiendo del tipo de proteina (WPC o WPI), del tipo de PS (AS o A-C) y de su
concentracion en la subfase acuosa.

(iii) En el rango global de = los valores de E de la pelicula adsorbida de WPI
fueron més elevados que los del WPC y de los sistemas WPC/PS (Figura 5.21)
sugiriendo que la materia grasa residual, los agregados proteicos del WPC vy las distintas
interacciones entre los biopolimeros en los sistemas mixtos podrian reducir el nimero
de interacciones entre sus segmentos adsorbidos (como puede deducirse a partir de los

valores de E4 para WPC, WPI y para los sistemas WPC/PS en la Figura 5.20).

180



Capitulo 5. Resultados y Discusion

8 & & 8

E (mN/m)

N
o

0
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

7t (MN/m)
60
50
-
E
~
Z
£ 20
N
LL
20
10-
0
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
7 (MN/m)

Figura 5.21. Efecto de la concentracion de PS sobre la estructuracién interfacial (representada por
la curva méster E-nt) de las peliculas de WPC adsorbido sobre la interfase aire-agua. (A) Sistemas
WPC/AS, (B) Sistemas WPC/A-C. Simbolos sistemas Prot:PS: (*) 1,0:0,0 %p/p, (m) 1,0:1,0
%p/p, (®) 1,0:0,5 %p/p, (A) 1,0:0,1 %p/p. Amplitud de deformacién (AA/A) 10 %, Frecuencia
angular (o) 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y | 0,05M. Datos para la pelicula de WPI incluida

como referencia ().
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(iv) En el sistema mixto WPC/AS a 1,0 %p/p de AS en la subfase acuosa, los
valores de E alcanzaron un valor méximo a nivel de = = 28 mN/m a partir del cual los
valores de E disminuyeron (Figura 5.21A). Este valor de = podria ser considerado como
un valor de presion superficial critico (nc) en dicho sistema. Ademas, se observo que
este valor de m. estuvo por debajo del valor de “pseudoequilibrio” para la pelicula
adsorbida de WPC (29 mN/m) (como puede deducirse a partir de la Figura 5.14). Por lo
tanto, a = > m. podria tener lugar el colapso de la pelicula adsorbida de WPC sobre la
interfase aire-agua. Este comportamiento podria asociarse con una transicién en el
comportamiento viscoelastico de la pelicula de WPC favorecido por la formacién de
multicapas adsorbidas sobre la interfase aire-agua (Bos y van Vliet, 2001). La
formacion de multicapas podria ser promovida por la rapida difusion de las
macromoléculas de WPC en presencia de AS a concentracion de 1,0% p/p (Figura
5.15A), lo que podria saturar rapidamente la interfase aire-agua. La rapida saturacion de
la interfase podria ser consistente con los elevados valores de Eq4 registrados a cortos 6
en el sistema mixto. Luego, el elevado numero de interacciones entre segmentos de
WPC adsorbidos podria resultar en la formacion de multicapas, llevando al colapso de
la pelicula interfacial. Esta observacion fue también consistente con los valores de E,
registrados a largos 6 (como puede deducirse a partir de la Figura A2.1 del Apéndice
I1). Cuando la concentracion de AS se redujo en la subfase acuosa, los sistemas
WPC/AS alcanzaron un valor maximo de E en un rango de n < =, indicando la
ausencia de un fenémeno de colapso.

v) La estructuracion interfacial de los sistemas WPC/A-C fue diferente a la

de los sistemas WPC/AS (Figura 5.21B). EIl incremento de la concentracion de A-C
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produjo el desplazamiento de las curvas E-n hacia menores valores de m respecto del
WPC puro. Ademas, en ninguno de estos sistemas mixtos se observé un fendmeno de
tipo colapso. La existencia de multicapas adsorbidas en los sistemas WPC/A-C también
podria explicar los resultados observados (como puede deducirse a partir de la Figura
A2.2 del Apéndice Il). Sin embargo, en contraste con los sistemas WPC/AS, el aumento
de la concentracion de A-C en la subfase acuosa, podria prevenir el colapso de la
pelicula adsorbida de WPC a través de un estrecho empaquetamiento de segmentos
adsorbidos. Esta observacion seria consistente con los elevados valores de kg obtenidos
para los sistemas WPC/A-C comentados y discutidos en secciones previas.

El angulo de fase (¢) entre el esfuerzo y la deformacion dilatacional podria
considerarse como una medida de la viscoelasticidad relativa de las peliculas de
proteina adsorbida sobre la interfase aire-agua.

Las curvas ¢-m para las peliculas de WPC puro y de los sistemas WPC/PS como
una funcidn de la concentracion de PS se muestra en la Figura 5.22. En esta Figura se
adicion0 la curva ¢-n de una pelicula de WPI. Se observé una disminucién de los
valores de ¢ con el incremento de los valores de = de las peliculas. Este comportamiento
sugeriria un aumento de la viscoelasticidad relativa de las peliculas (aumento del
caracter elastico) como una consecuencia de la adsorcion interfacial de las proteinas y
del incremento en el numero de interacciones macromoleculares de los segmentos
adsorbidos. Ademas, se observo que la pelicula de WPI fue mas viscoelastica que la de
WPC lo que confirmaria la hipdtesis acerca de la influencia de impurezas

superficialmente activas y/o de los agregados del WPC sobre las propiedades mecéanicas

183



Capitulo 5. Resultados y Discusion

(disminucion de la elasticidad) de las peliculas (como también puede deducirse a partir

de las Figuras 5.20 y 5.21).
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Figura 5.22. Efecto de la concentracion de PS sobre el angulo de fase, ¢, como una funcion de la

presion superficial, =, de las peliculas de WPC (curvas ¢-m). (A) Sistemas WPC/AS, (B) Sistemas

WPC/A-C. Simbolos sistemas Prot:PS: (*) 1,0:0,0 %p/p, (m) 1,0:1,0 %p/p, (®) 1,0:0,5 %p/p,

(A) 1,0:0,1 %p/p. Amplitud de deformacion (AA/A) 10 %, Frecuencia angular (w) 100 mHz,

Temperatura 20 °C, pH 7, y | 0,05M. Datos para la pelicula de WPI incluida como referencia ().
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Por otro lado, a partir de dichas curvas, podrian observarse dos regiones de
diferente viscoelasticidad relativa tomando como referencia la curva ¢—= de la pelicula
adsorbida de WPC: (a) una region de menor viscoelasticidad (por arriba de la curva del
WPC puro) y (b) otra regién de mayor viscoelasticidad (por debajo de la curva para el
WPC puro). De esta manera, podria compararse la viscoelasticidad relativa de los
sistemas WPC/PS de acuerdo al tipo de PS y su concentracion en la subfase acuosa. Se
observO que bajas concentraciones de PS, produjeron peliculas con similares o
levemente inferiores caracteristicas viscoelasticas que la pelicula de WPC puro
adsorbido sobre la interfase aire-agua.

Para los sistemas WPC/AS, se observo que a la mayor concentracion de AS en la
subfase acuosa (1,0 %p/p) hubo un desplazamiento de la curva ¢—n hacia regiones de
menor viscoelasticidad, indicando una reduccion de las caracteristicas viscoelasticas de
la pelicula de WPC adsorbida (Figura 5.22A). Por el contrario, para los sistemas
WPC/A-C, el incremento gradual en la concentracion de A-C produjo un desplazamiento
de las curvas ¢—=n hacia regiones de mayor viscoelasticidad, sugiriendo un mejor control
de las propiedades viscoelasticas de la pelicula de WPC (Figura 5.22B).

En resumen, la dindmica de formacion de peliculas de WPC a nivel de la
concentracion de saturacion interfacial fue modificada por interacciones
macromoleculares entre el WPC y los PS, tanto en la subfase acuosa como en el entorno
de la interfase aire-agua. Tales interacciones tuvieron un fuerte impacto sobre la cinética
de adsorcion, las caracteristicas viscoelasticas de las peliculas y estructuracion
interfacial del WPC dependiendo de la estructura quimica del PS, de su concentracion

relativa en los sistemas mixtos y del tiempo de adsorcion.
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5.1.3. Efecto de la adicidon de polisacaridos sobre las propiedades espumantes del

WPC

En el presente estudio, se observé que tanto las dispersiones acuosas de PS como
la dispersion de WPC al 1,0 %p/p (concentracion en el seno de solucion que permite la
saturacion de la interfase aire-agua) no produjeron una espuma verdadera con el
dispositivo experimental empleado. Las espumas de PS no serian posibles debido a que
son biopolimeros no superficialmente activos incapaces de adsorberse y de generar una
pelicula adsorbida sobre la interfase aire-agua. Sin embargo, a pesar de su naturaleza
anfifilica, se observo que la dispersion de WPC no formd una columna de espuma
suficiente para alcanzar los 120 ml requeridos para la determinacion de sus propiedades
espumantes. Bajo estas condiciones, se observd que la formacion de las espumas de
WPC estuvo simultdneamente acompafiada por la ruptura de las mismas. Por lo tanto,
considerando que el WPC fue capaz de adsorberse sobre la interfase aire-agua formando
una pelicula adsorbida con propiedades mecanicas mensurables (tal como ha sido
discutido en secciones previas), la pobre capacidad espumante del WPC fue vinculada
principalmente con la presencia de un alto contenido de grasa residual (8,0 %p/p) en la
muestra.

Por otro lado, en contraste con el pobre comportamiento espumante del WPC, se
observo que la dispersion acuosa de WPI a la misma concentracion en el seno de
solucion (1,0 %p/p) presentd una mejor capacidad espumante.

En la literatura cientifica existen muchos reportes acerca de la existencia de una
pobre capacidad espumante de muestras industriales de WPC atribuida a la presencia de

un elevado contenido de grasa residual. De hecho, se conoce que la mayoria de los
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lipidos, tales como los acidos grasos, fosfolipidos, lipidos neutros, colesterol,
triglicéridos, diacilglicerol, etc. (excepto monoacilglicéridos) se correlacionan
negativamente con las propiedades espumantes de muestras de WPC (Vaghela y Kilara,
1996). En el intento de solucionar estos problemas se ha sugerido que la eliminacién de
la grasa (incluyendo las membranas de los globulos de grasa) por pretratamientos del
suero liquido y/o la transformacion de la misma, por tratamiento enzimaético con
lipasas, en lipidos menores (mono y diacilglicéridos, entre otros compuestos) podria
mejorar sustancialmente la capacidad espumante de muestras industriales de WPC
(Vaghela y Kilara, 1996; Huffman y Harper, 1999; Karleskind y col., 1995; Blecker y
col., 1997; Zhu y Damodaran, 1994).

El presente trabajo de investigacion propone una estrategia diferente para mejorar
la capacidad espumante de una muestra industrial de WPC, la que consiste en la adicion
de PS no superficialmente activos, tales como AS y A-C. Dicha estrategia se halla
soportada por una serie de estudios previos los que han demostrado que la adicion de PS
a dispersiones acuosas de proteinas podrian tener un efecto sinérgico sobre las
propiedades espumantes de las mismas dependiendo de la estructura quimica de los PS,
de su concentracion relativa y de las distintas interacciones macromoleculares entre los
biopolimeros (Syrbe y col., 1998; Dickinson, 2003; Ganzevles y col., 2006: Makri y
col., 2007).

En las siguientes Secciones, el efecto de la adiciéon de PS sobre la formacién y
estabilidad de espumas de WPC serd discutido en términos de la fuerza y naturaleza de
las interacciones entre el WPC y los PS tanto en la subfase acuosa como en el entorno

de la interfase aire-agua de los sistemas mixtos.
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5.1.3.1. Efecto de los PS sobre la formacion de espumas de WPC

El efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p) sobre la
formacion de espumas de WPC, caracterizada por los parametros: capacidad espumante
global, OFC (ml/s) y conductividad relativa, Cs (%), como una medida de la densidad y
retencion de liquido de las espumas, se presenta en la Figura 5.23. Para establecer
comparaciones, en dicha Figura se incluye la evolucion de OFC del WPI con la
concentracion de PS.

La magnitud de los valores de OFC y de C; de los sistemas WPC/PS aumentaron
dependiendo del tipo de PS y de su concentracion en solucidn, indicando la existencia
de un efecto sinérgico de los PS sobre la formacion de espumas de WPC.
Particularmente, se observo que:

() La adicion de A-C mejoro la capacidad espumante del WPC (aumento de
los valores de OFC y Cs) produciendo un efecto superior (Figura 5.23B) al producido
por el agregado de AS (Figura 5.23A). A nivel de la més alta concentracion de A-C
evaluada (1,0 %p/p), el elevado valor de C; indicaria la formacion de burbujas mas
pequefias y mas densas. Como se discutira mas adelante, las diferencias observadas en
la magnitud de los parametros de formacion de espumas, podrian ser atribuidas al
diferente comportamiento de interaccion de los sistemas WPC/PS tanto en el seno de
solucion como en el entorno de la interfase aire-agua. Ademas, cabe destacar que la
adicion de una pequefa cantidad de A-C (0,1 %p/p) al WPC fue necesaria para alcanzar
los mismos valores de OFC que el WPI puro, lo que podria tener una gran significancia

desde un punto de vista préactico.
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Figura 5.23: Efecto de la concentracién de PS (en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %) sobre
los parametros de formacion de espumas de WPC: capacidad espumante global, OFC (mi/s) (®)
y conductividad relativa, C¢ (%) (A). (A) Sistemas WPC/AS. (B) Sistemas WPC/A-C. Se
incluye la evolucion de OFC del WPI con la concentracion de PS (O) como una referencia.

Concentracion de proteina 1,0 %p/p, temperatura 20 °C, pH 7 y 1 0,05 M.
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(i) La adicion de los PS a la dispersion de WPI, practicamente no provoco
cambios en el valor de OFC de los sistemas WPI/PS, al menos en el rango de
concentracion de biopolimeros evaluada. Las propiedades espumantes del WPI en
presencia de los PS se profundizaran y discutiran en proximas secciones de la presente

Tesis.

Relacion entre la formacion de espumas y las caracteristicas interfaciales a cortos @

Si la capacidad espumante del WPC en los sistemas mixtos dependiera de la
velocidad de adsorcidn interfacial (Carrera Sanchez y Rodriguez Patino, 2005), los
parametros de formacién de espumas podrian tener alguna relacion con el primer paso
del mecanismo de adsorcion del WPC (difusion hacia la interfase) y con el desarrollo de
una pelicula viscoelastica interfacial. Las propiedades reoldgicas dilatacionales
superficiales poseen una gran relevancia y relaciéon con los mecanismos de formacién
de espumas debido a la existencia de movimientos de compresion y expansion que sufre
la interfase durante el fendbmeno de espumado (Murray, 2002; Rodriguez Patino y col.,
2003).

Para comprobar esta hipétesis, el parametro OFC de los sistemas WPC/PS fue
relacionado con la constante de velocidad de difusion aparente de la proteina (Kqit®) Yy
con la elasticidad dilatacional inicial (Eg, a los 0,5 s de adsorcion interfacial) de las
peliculas adsorbidas sobre la interfase aire-agua. Estas relaciones se presentan en la
Figura 5.24. Se observo que:

Q) Los valores de OFC de los sistemas WPC/AS aumentaron con el

incremento de los valores de kgif® y de Egq. Este comportamiento sugeriria que un
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aumento de la velocidad de difusion y un incremento del caracter elastico inicial de las
peliculas interfaciales podrian explicar el incremento de la capacidad espumante global

de los sistemas WPC/AS.
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Figura 5.24. Efecto de la velocidad difusion aparente, kqi;* (A) y de la elasticidad dilatacional
superficial inicial, E4 (B) de las peliculas de sistemas WPC/PS y WPI/PS (en el rango de
concentracion de PS de 0,0-1,0 %p/p) sobre la capacidad espumante global, OFC (ml/s).
Simbolos: WPC/AS (m), WPI/AS (o), WPC/A-C (@), WPI/A-C (O). Concentracién de proteina

1,0 %p/p, temperatura 20 °C, pH 7 y 1 0,05 M.
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(ii) Los valores de OFC de los sistemas WPC/A-C fueron independientes de
kair® ¥ Eqi. La capacidad espumante global en dichos sistemas estaria a nivel de un valor
méaximo (dado por los valores de OFC del WPI y de los sistemas WPI/PS) y en estas
condiciones podria no depender de las propiedades interfaciales a cortos 6.

En resumen, estos resultados confirmarian que las propiedades dindmicas
superficiales a cortos 0 (ki y Eqi) podrian tener alguna relacion con la formacion de
espumas en los sistemas WPC/PS. Ademas, estos resultados sugeririan que las
propiedades interfaciales y espumantes de los sistemas WPC/PS estarian determinadas
por la naturaleza de las interacciones biopoliméricas tanto en la fase acuosa continua
como en el entorno de la interfase aire-agua. De esta manera, la capacidad espumante de
los sistemas WPC/AS podria ser relacionada con los fendbmenos segregativos con
agregacion de la proteina en la subfase acuosa y en la interfase de los sistemas mixtos;
mientras que la capacidad espumante observada en los sistemas WPC/A-C podria ser
atribuida a la formacién de complejos solubles entre estos biopolimeros, siendo estos

mas efectivos para la formacion de espumas.

5.1.3.2. Efecto de los PS sobre la estabilidad de espumas de WPC

El efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p) sobre la

estabilidad de espumas de WPC, caracterizada por los parametros: tiempo de vida

media (t1/2, como una medida de la estabilidad estatica de las espumas) y los tiempos de

relajacion correspondientes a las cinéticas de drenaje/regeneracion marginal (tg) y de
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desproporcion/colapso de las espumas (tqc) se presenta en la Figura 5.25. En dicha

Figura se incluye la evolucion de ty, del WPI con la concentracion de PS en solucion.
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Figura 5.25. Efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p) sobre los parametros

de estabilidad de espumas de WPC: tiempo de vida media o estabilidad estatica, t,, (H)y tiempos

de relajacion correspondientes a los mecanismos de drenaje de liquido y regeneraciéon marginal, tq

(®) y desproporcidén-colapso de burbujas, tq. (A). Se incluye la evolucion de ty, de las espumas de

WPI como una funcién de la concentracion de PS (o). Concentracién de proteina 1,0 %p/p,

temperatura 20 °C, pH 7 y 1 0,05 M.
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Tal como se ha descripto anteriormente, la estabilidad estatica de las espumas,
t12, Se determino como el tiempo necesario para drenar la mitad del volumen de liquido
incorporado en las espumas. Por otra parte, los tiempos de relajacion, ty y tgc se
obtuvieron adecuadamente mediante ajuste de los datos experimentales a la Ecuacion
4.12 (R >0,986). Se observo que:

(i) La magnitud de los parametros de estabilidad evaluados (ti, tq Y tgc)
aumento gradualmente con el incremento de la concentracion de PS en la fase acuosa.
Este comportamiento pondria en evidencia la existencia de un efecto sinérgico de los PS
sobre la estabilidad de las espumas de WPC.

(i) La estabilidad estatica de las espumas de los sistemas WPC/A-C fue
mayor que la de los sistemas WPC/AS. El mismo comportamiento fue observado entre
los sistemas WPI/A-C y WPI/AS. Si bien los PS no modificaron la capacidad espumante
del WPI (tal como ha sido discutido en la seccion previa), la estabilidad de sus espumas
podria aumentar sustancialmente con el aumento progresivo de la concentracion de PS
en solucion confirmando estudios previos. A partir de los resultados encontrados podria
deducirse que la magnitud del efecto estabilizante de los PS sobre las espumas seria
mayor en los sistemas mixtos conteniendo A-C. En principio, este comportamiento
podria relacionarse con la mayor viscosidad de sus dispersiones acuosas (365 + 35 cp, al
1,0 %p/p) comparada con las de AS (45 + 15 cp, al 1,0 %p/p). Ademas, cabe destacar
gue a la mayor concentracion de A-C, evaluada la estabilidad de las espumas
conteniendo WPC fue mayor que las contuvieron WPI, lo que podria tener una gran

significancia practica.
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(iii) En las espumas de los sistemas WPC/AS, la estabilidad estatica (t1/,)
podria deberse tanto a una resistencia al mecanismo de drenaje de liquido/regeneracion
marginal (tg) como a una resistencia a la desproporcion/colapso de las burbujas (tgc)
(procesos de desestabilizacion individuales). Esto podria deducirse a partir de que los
parametros cinéticos ty y ty¢c fueron similares en magnitud y siguieron la misma
tendencia que ty,, tras el incremento de la concentracion de AS. Desde otro punto de
vista, la inestabilidad de las espumas de los sistemas WPC/AS seria debido a la accién
simultanea de los mecanismos de drenaje de liquido/regeneracion marginal y
desproporcion/colapso.

(iv) En las espumas de los sistemas WPC/A-C, la estabilidad estatica podria
deberse mayormente a una resistencia a la desproporcién/colapso de las burbujas de gas
(proceso de desestabilizacion individual), debido a que ty, y tgc Siguieron la misma
tendencia tras el incremento de la concentracion de A-C. Desde otro punto de vista, la
inestabilidad de las espumas de los sistemas WPC/A-C ocurriria primero debido al
drenaje de liquido/regeneracion marginal (dado el menor valor de tg) y luego debido al
mecanismo de desproporcién/colapso (dado el mayor valor de tq). Por lo tanto,
mientras que la viscosidad de la fase acuosa continua podria tener un efecto sobre la
velocidad de drenaje gravitacional, la velocidad de desproporcién/colapso de burbujas,
y, consecuentemente, la estabilidad estatica de las espumas de los sistemas WPC/A-C
podrian ser mas dependientes de las caracteristicas interfaciales de las peliculas,

fundamentalmente a largos 6.

Relacion entre la estabilidad de espumas y las caracteristicas interfaciales a largos @
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La estabilidad de espumas de proteinas podria relacionarse con las
caracteristicas dinamicas dilatacionales de las peliculas a largos 6 (Carrera Sanchez y
Rodriguez Patino, 2005). Para confirmar dicha hipotesis, la estabilidad estatica (t1,) de
las espumas de los sistemas WPC/PS fue relacionada con la elasticidad dilatacional de
las peliculas adsorbidas sobre la interfase aire-agua a largos 6 (Eg4¢, a los 10.800 s). Esta
relacion se presenta en la Figura 5.26. En general, se observd que la estabilidad estatica
de las espumas de los sistemas WPC/PS aument6 con el incremento de la elasticidad
dilatacional de las peliculas adsorbidas a largos 6. Por lo tanto, este resultado
confirmaria que la elasticidad dilatacional a largos 6 (Eg4¢) de las peliculas interfaciales

podria también explicar la estabilidad estatica de las espumas de los sistemas WPC/PS.
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Figura 5.26. Efecto de la elasticidad dilatacional superficial final, E4, de las peliculas de los
sistemas WPC/PS y WPI/PS en el rango de concentracion de PS de 0,0-1,0 % p/p, sobre el
tiempo de vida media o estabilidad estatica, t;,. Simbolos: WPC/AS (m), WPI/AS (o), WPC/A-

C (@), WPI/A-C (O). Concentracion de proteina 1,0 %p/p, temperatura 20 °C, pH 7 y 1 0,05 M.
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Por ultimo, los resultados encontrados sugeririan que la estabilidad de las
espumas de los sistemas WPC/PS podria depender fuertemente de la estructura quimica
del PS, de su concentracion relativa, y de la naturaleza de las interacciones entre los
biopolimeros tanto en la fase acuosa como en el entorno de la interfase aire-agua. Asi, la
formacion de complejos solubles WPC-A-C podria controlar mejor la viscoelasticidad
de las peliculas generando espumas muy estables; mientras que la existencia de
fendmenos segregativos con agregacion de la proteina en los sistemas WPC/AS podria
reducir la viscoelasticidad de las peliculas y, consecuentemente, la estabilidad de las

espumas de WPC.

5.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA LIMITADA
SOBRE LAS PROPIEDADES INTERFACIALES Y ESPUMANTES DE

PROTEINAS DE SUERO LACTEO

Como se ha mencionado en varias secciones de la presente Tesis Doctoral, la
hidrolisis enzimatica podria ser una estrategia conveniente para la modificacion e
incluso el mejoramiento de las propiedades interfaciales y espumantes de proteinas de
suero lacteo. Sin embargo, los estudios utilizando el WPC de partida mostraron que un
tratamiento limitado con a-quimiotripsina Il no mejord las caracteristicas espumantes
del WPC. Este comportamiento fue atribuido principalmente a su elevado contenido de
grasa residual (8,0 %p/p) que pudo haber permanecido tras el tratamiento enzimatico
limitado. Por esta razdn y para continuar con los objetivos propuestos en esta Tesis se

utiliz6 WPI como sustrato de a-quimiotripsina Il.
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Por lo tanto, en la segunda parte de este Capitulo se presentan los resultados
obtenidos en el estudio del efecto de la hidrolisis enziméatica limitada sobre las
propiedades interfaciales y espumantes de WPI, a pH neutro y fuerza iénica 0,05 M.
Los resultados obtenidos seran discutidos en términos de algunos cambios estructurales
del WPI tras el tratamiento enzimatico (Seccién 5.2.1) y del impacto de estos cambios
sobre: (i) las caracteristicas superficiales, cinéticas y reologicas de peliculas de WPI
adsorbido sobre la interfase aire-agua (Seccion 5.2.2) y (ii) las caracteristicas de
formacion y estabilidad de espumas de WPI, en relacion con las caracteristicas

interfaciales (cinéticas y reologicas) de dicha proteina (Seccion 5.2.3).

5.2.1. Efecto de la hidrdlisis enzimatica limitada sobre la dinamica molecular del

WPI en solucién acuosa

5.2.1.1. Efecto del GH sobre la fluorescencia intrinseca del WPI

Como se menciono en la Seccion 5.1.1.1, el analisis de la fluorescencia del Trp
constituye una buena herramienta para la caracterizacion de la dinamica molecular de
proteinas en respuesta a distintos procesos y condiciones del medio acuoso.

La hidrdlisis enzimatica limitada podria inducir modificaciones en los parametros
de fluorescencia del Trp debido a los cambios conformacionales de la proteina tras el
clivaje por proteasas. De esta manera, el analisis de dichas modificaciones podria
brindar informacion sobre algunos cambios estructurales del WPI luego de una

hidrolisis limitada usando la enzima a-quimiotripsina I1.
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El efecto de la hidrdlisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %)
sobre las caracteristicas de fluorescencia intrinseca (IFrp) del WPI se presenta en la

Figura 5.27. Se observo que:

9]

0 1 2 3 4 3)
GH (%)
Figura 5.27. Efecto de la hidrolisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %) sobre
la longitud de onda de méxima intensidad de emision, i, del WPI (A) y sobre la magnitud del
pico de intensidad de emision de fluorescencia, IFt, (B). Concentracion de proteina 1,0 %p/p,

temperatura 20-23 °C, pH 7y 1 0,05 M.
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(i) La dispersion de WPI (GH = 0,0 %) al 1,0 %p/p presentd un pico de
méaxima intensidad de emision de Trp a nivel de 335 nm (Anm) indicando que los
residuos de Trp se localizarian inicialmente en un ambiente molecular hidrofobico
caracteristico de proteinas nativas (Albani, 2004).

(i) El aumento del GH provoc6 un desplazamiento gradual del valor de Am
hacia mayores longitudes de onda (Figura 5.27A) y un incremento en la magnitud de la
intensidad de emision de fluorescencia alcanzando un maximo a mayores GH (Figura
5.27B).

El aumento gradual de IFr, del WPI podria interpretarse en términos de una
mayor exposicion y disponibilidad de sus residuos de Trp para la emision de
fluorescencia como una consecuencia de la hidrolisis enzimética limitada. De esta
manera, con el aumento progresivo del GH del WPI, los residuos de Trp ocluidos en el
interior hidrofobico de las proteinas podrian exponerse gradualmente y localizarse en un
microambiente mas polar, lo que podria explicar el desplazamiento de Ay hacia

mayores longitudes de onda.

5.2.1.2. Efecto del GH sobre la fluorescencia extrinseca del WPI

El efecto de la hidrolisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %)
sobre la fluorescencia extrinseca del WPI fue evaluado en términos de la hidrofobicidad
superficial de la proteina (So), tal como se presenta en la Figura 5.28. Se observé que el
aumento del GH produjo un incremento en el valor de Sy del WPI, encontrando un valor

méaximo a nivel de un GH de 3,0 %. En estas condiciones, el clivaje por parte de la
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enzima podria conducir a la modificacion estructural del WPI teniendo lugar una mayor
exposicion de sitios hidrofobicos internos capaces de interaccionar con el ANS. Este
comportamiento se encontrd consistente con el aumento de la intensidad de emision del
Trp discutido previamente. Sin embargo, al mayor GH evaluado, se observo una leve

disminucién del valor de Sy.
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Figura 5.28. Efecto de la hidrélisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %) sobre
la hidrofobicidad superficial (So, u.a.) del WPI. Concentracion de proteina 1,0 %p/p, temperatura

20-23°C,pH 7y 10,05 M.

Dado que la enzima a-quimiotripsina es una proteasa de serina especifica para
aminoéacidos hidrofébicos (Tyr, Trp, Phe, Met, Leu) seria probable que bajo la accién
catalitica disminuya el nimero de sitios hidrofébicos superficiales de union del ANS
y/o se modifique su accesibilidad a los sitios de union debido a la existencia de
interacciones de tipo proteina-proteina o proteina-polipéptido, produciendo una leve

disminucioén en el valor de Sy.
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5.2.2. Efecto de la hidrolisis enzimatica limitada sobre la dinamica interfacial del

WPI

5.2.2.1. Efecto del GH sobre las propiedades superficiales del WPI en el equilibrio

El efecto de la concentracién de proteina (1.10°-2,0 %p/p) en la subfase acuosa
sobre la magnitud de la presion superficial de equilibrio-meq (isoterma de adsorcion) de
las peliculas de WPI y de sus hidrolizados adsorbidos sobre la interfase aire-agua se
presenta en la Figura 5.29A. Como se comento en la Seccion 5.1.2.1, la isoterma de
adsorcion del WPI presentd una forma sigmoidea, caracteristica de proteinas globulares
(Rodriguez Nifio y col., 2001). Se observo que el tratamiento enzimético limitado
provoco un leve cambio en la forma de la isoterma de adsorcion del WPI dependiendo
del GH. Este comportamiento podria asociarse con una transicion y/o modificacion de
la estructuracion interfacial del WPI adsorbido como consecuencia de la hidrolisis
enzimatica limitada (Martinez y col., 2009a).

El incremento de la concentracion de proteina en solucién provoco un aumento en
la magnitud de meq de todas las peliculas alcanzando un plateau a nivel de la
concentracion de 1,0 %p/p (eficiencia de adsorcion). Este resultado sugeriria que la
concentracion de saturacion de la interfase por parte de WPI (tal como se discutié en la
Seccion 5.1.2.1) no se alteraria tras la hidrolisis enzimatica limitada. Sin embargo, a
nivel de la concentracion de saturacion, meq aumentd con el incremento del GH del
WPI. Este comportamiento es representado en la Figura 5.29B, donde la actividad

superficial es definida como el valor de meq a nivel de la eficiencia de adsorcion. Asi, el
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incremento del GH podria provocar un aumento de la actividad superficial del WPI
debido a una mayor exposicion de los patches hidrofobicos en la proteina (Mifiones

Conde y Rodriguez Patino, 2007), tal como ha sido discutido previamente.
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Figura 5.29. Efecto de la hidrélisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %) sobre
la isoterma de adsorcion (A) y sobre la actividad superficial del WPI (B). Simbolos GH: 0,0 %

(m),1,0% (®),3,0% (A)y 5,0 % (V). Temperatura 20 °C, pH 7 y 1 0,05 M.
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En la bibliografia, una mayor actividad superficial de hidrolizados proteicos de
proteinas de suero lacteo ha sido relacionada con un mejoramiento de su capacidad
espumante (Caessens y col., 1999). No obstante, diferentes mecanismos podrian estar
involucrados en la formacion y estabilidad de una espuma, donde las propiedades de
equilibrio de las peliculas jugarian un rol complejo (Damodaran, 1990).

En la creacion de una espuma, las propiedades dinamicas (cinética de adsorcion
interfacial y caracteristicas reoldgicas superficiales) de las peliculas podrian tener una

mayor significancia que las propiedades de equilibrio.

5.2.2.2. Efecto del GH sobre la dindmica de formacion de peliculas de WPI

La Figura 5.30 presenta el efecto del GH sobre la evolucion temporal de la
presion superficial (r, mN/m) de las peliculas de WPI adsorbido en condiciones de
saturacion de la interfase aire-agua (1,0 %p/p). En general, se observé un aumento
gradual de los valores de = con el incremento del tiempo de adsorcion (6) y del GH. La
dependencia temporal de este comportamiento podria relacionarse con la naturaleza
dindmica del fendmeno de adsorcion interfacial del WPI y de sus hidrolizados (Graham
y Phillips, 1979; Damodaran y Song, 1988; MacRitchie, 1990). Ademas, se observé que
a largos 6, los valores de n fueron consistentes con los valores de meq a nivel de la

eficiencia de adsorcion (como puede deducirse a partir de la Figura 5.29B).
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Figura 5.30. Efecto de la hidrélisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %) sobre
la evolucion temporal de la presion superficial (x, mN/m) de la pelicula adsorbida de WPI sobre

la interfase aire-agua. Simbolos GH: 0,0 % (m), 1,0 % (®), 3,0 % (A) y 50 % (V).

Concentracion de proteina 1,0 %p/p, temperatura 20 °C, pH 7 y 1 0,05 M.

5.2.2.3. Efecto del GH sobre la cinética de adsorcion interfacial del WPI

El efecto de la hidrdlisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %)
sobre la cinética del proceso de adsorcion interfacial del WPI (etapas de difusion
molecular, penetracion y reordenamiento configuracional de los segmentos adsorbidos
sobre la interfase) pudo determinarse a partir de la evolucion temporal de la presion
superficial de las peliculas, tal como se ha descripto previamente (Secciones 4.2.3.1y
4.2.3.2). La Figura 5.31 presenta la aplicacion del modelo cinético propuesto para

describir la influencia de la hidrolisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0
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%) sobre la etapas de difusion (Figura 5.30A) y penetracion y reordenamiento

configuracional de segmentos adsorbidos sobre la interfase aire-agua (Figura 5.31B).
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Figura 5.31. Efecto de la hidrélisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %) sobre
la constante de velocidad de difusion aparente, kgi® (A) y sobre las constantes de velocidad de
penetracion (kp) y reordenamiento configuracional (kg) de WPI adsorbido sobre la interfase aire-
agua (B). Simbolos: Kkgi:* (m), ko (®) y kg (A). Concentracion de proteina 1,0 %p/p,

temperatura 20 °C, pH 7 y 1 0,05 M.
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A la concentracion de proteina evaluada (1,0 %p/p), se observd que la etapa de
difusion transcurrié muy rapidamente (con = >10 mN/m) como para ser evaluada por el
método experimental empleado. EI mismo comportamiento fue observado en la
cuantificacion de la velocidad de difusion de la B—LG (Alvarez Gmez y Rodriguez
Patino, 2006) y el WPC a la misma concentracion en solucion (tal como fue comentado
y discutido en la Seccién 5.1.2.3). Este resultado podria suponer que a cortos 0, el
proceso de adsorcion del WPI y de sus hidrolizados, no estaria controlado por el
transporte difusivo hacia la interfase aire-agua. Sin embargo, al inicio del proceso de
adsorcion (0,5 s), la pendiente de la gréafica de w-0*2 podria considerarse como una
constante de velocidad de difusion aparente, kqis* (Perez y col., 2009), de las proteinas
bajo estudio (tal como se ha mencionado en la Seccion 5.1.2.3).

El efecto de la hidrdlisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %)
sobre la magnitud de kgi® del WPI se muestra en el Figura 5.31A. Se observd un
aumento del valor de kgif® con el incremento del GH. Este comportamiento podria
relacionarse con: (i) la reduccion del tamafio molecular del WPI (como puede deducirse
a partir de la Figura 4.4), (ii) la mayor exposicion de los patches hidrofobicos en la
proteina (como puede deducirse a partir de las Figuras 5.27 y 5.28), (iii) el aumento de
la actividad superficial del WPI como consecuencia del tratamiento enzimatico aplicado
(como puede deducirse a partir de la Figura 5.29B) y/o (iv) la accion combinada de los
mismos.

La Figura 5.31B muestra la aplicacion de la Ecuacion 4.6 para describir el proceso
de adsorcion interfacial del WPI y de sus hidrolizados, a largos 6. Se observo que los

datos experimentales se ajustaron adecuadamente al modelo cinético propuesto,
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obteniéndose en todos los casos valores de R > 0,980. Se observé un aumento de las
constantes kp y kg del WPI con el incremento del GH. El aumento en la velocidad de
penetracion del WPI podria relacionarse con una rapida difusion y/o con un incremento
de la afinidad hacia la interfase debido a la mayor exposicion de los patches
hidrofobicos en la proteina (como puede deducirse a partir de las Figuras 5.27 y 5.28).
Por otra parte, el aumento de la velocidad de reordenamiento del WPI podria asociarse
con un incremento en la flexibilidad molecular de la proteina como consecuencia de la
hidrolisis limitada, lo que tambien podria favorecer el desplegamiento y el aumento en
el numero de interacciones entre segmentos adsorbidos (Chobert y col., 1988; Vioque y
col., 2000; Mifiones Conde y Rodriguez Patino, 2007).

Finalmente, se observd que los valores de ke fueron menores a los de kg, lo que
sugeriria que el paso de penetracion seria la etapa limitante del proceso de adsorcién

interfacial tanto para el WPI como para sus hidrolizados.

5.2.2.4. Efecto del GH sobre las propiedades dilatacionales superficiales de

peliculas de WPI

El efecto de la hidrolisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %p)
sobre la evolucion temporal de los parametros reoldgicos dilatacionales superficiales (E,
Ed, Ev y ¢) de las peliculas de hidrolizados de WPI adsorbidos sobre la interfase aire-
agua se presenta en la Figura A2.3 del Apéndice Il. A partir de las mismas se pudo
observo que: (i) los valores de E y E4 fueron altos y similares y (ii) los valores de E, y ¢

fueron bajos, fundamentalmente a largos 6. Por lo tanto, como consecuencia de este
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comportamiento reoldgico podria concluirse que las caracteristicas dilatacionales
superficiales del WPI y sus hidrolizados fueron esencialmente elasticas a nivel de la
frecuencia angular (o) aplicada (100 mHz) y, especialmente, a largos 6. Sin embargo,
se observd que la magnitud de dichos parametros reoldgicos dependi6 fuertemente del
GH del WPI, como se discutira a continuacion.

El efecto de la hidrolisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %)
sobre la evolucion temporal de la componente elastica o elasticidad dilatacional
superficial (E4, mN/m) y sobre el &ngulo de fase (¢) de las peliculas de WPI adsorbido
sobre la interfase aire-agua, se presenta en la Figura 5.32. Con respecto al WPI sin
hidrolizar, se observé que GH comprendidos entre 1,0-3,0 % (H1 y H2) provocaron un
incremento de los valores de Eg4 y una disminucion gradual de los valores de ¢. Sin
embargo, un aumento posterior del GH a 5,0 % (H3) practicamente no provocé cambios
en los valores de E4 y ¢, respecto de H2 (GH = 3,0 %), fundamentalmente a largos 6.
Este comportamiento sugeriria que en el rango de GH = 3,0-5,0 %, las caracteristicas
viscoelasticas de las peliculas de hidrolizados estarian a nivel de un méaximo. El
comportamiento observado podria explicarse considerando un aumento en la resistencia
mecanica (debido al aumento del caracter elastico) de las peliculas frente a la
deformacion dilatacional como consecuencia de un mayor nimero de interacciones
entre segmentos de proteina adsorbidos (Rodriguez Patino y col., 2003). Este aumento
en el nimero de interacciones entre segmentos adsorbidos sobre la interfase podria
vincularse con la mayor exposicion de patches hidrofobicos y con el aumento de la

flexibilidad de los hidrolizados como consecuencia del tratamiento enzimatico aplicado.
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Esta observacion seria consistente con los elevados valores de kg obtenidos para los

hidrolizados de WPI comentados y discutidos en la seccion anterior.

80
70
60-
50
40
304
20-
10

E, (mN/m)

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
0 ()

3 \ 4 B

32

28

o 24

20

16

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
0(s)

Figura 5.32. Efecto de la hidrélisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %) sobre
la evolucién temporal de la elasticidad dilatacional superficial, E4 (A) y sobre el angulo de fase
¢ (B) de la pelicula adsorbida de WPI sobre la interfase aire-agua. Simbolos GH: 0,0 % (m), 1,0
% (@),3,0% (A)y5,0% (V). Amplitud de deformacion (AA/A) 10 %, Frecuencia angular (m)

100 mHz, Concentracién de proteina 1,0% p/p, Temperatura 20 °C, pH 7, y | 0,05M.
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5.2.2.5. Efecto del GH sobre la estructuracion interfacial del WPI

Como se ha mencionado en la seccion 5.1.2.5, el médulo dilatacional, E, aumenta
con el incremento de la presion superficial, m, sugiriendo la existencia de un elevado
numero de interacciones macromoleculares entre segmentos de proteina adsorbidos
sobre la interfase aire-agua (Rodriguez Patino y col., 2003).

El efecto de la hidrdlisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %)
sobre la estructuracion interfacial, representada por la curva E-rt (curva master) para la

pelicula WPI se presenta en la Figura 5.33.
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Figura 5.33. Efecto de la hidrélisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %) sobre
la estructuracion interfacial (representada por la curva master E-nt) de la pelicula adsorbida de
WPI sobre la interfase aire-agua. Simbolos GH: 0,0 % (m), 1,0 % (®), 3,0 % (A) y 5,0 % (V).
Amplitud de deformacion (AA/A) 10 %, Frecuencia angular (o) 100 mHz, Concentracion de

proteina 1,0% p/p, Temperatura 20 °C, pH 7, y | 0,05M.
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Del anélisis de la misma podria deducirse que:

(i) Las pendientes de las curvas fueron mayores que la unidad (linea de trazo
continuo en la Figura 5.33) lo que confirmaria el comportamiento no-ideal de las
peliculas sugiriendo la existencia de un gran nimero de interacciones entre los
segmentos adsorbidos (Lucassen Reynders y col., 1975).

(i) Las curvas E-m no se normalizaron en una sola curva, indicando que la
hidrdélisis enzimatica limitada podria provocar distintos efectos sobre la estructuracion
molecular del WPI adsorbido dependiendo de la magnitud del GH (Mifiones Conde y
Rodriguez Patino, 2005).

(i) El aumento del GH provoc6 un desplazamiento gradual de las curvas
hacia mayores valores de & indicando un mayor empaquetamiento y condensacién de

los segmentos de hidrolizados adsorbidos sobre la interfase aire-agua.

5.2.3. Efecto de la hidrolisis enzimatica limitada sobre las propiedades

espumantes de WPI

5.2.3.1. Efecto del GH sobre la formacion de espumas de WPI

El efecto de la hidrdlisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %)
sobre la formacion de espumas de WPI, caracterizada por los parametros: capacidad
espumante global (OFC, ml/s) y conductividad relativa (Cs, %), se presenta en la Figura
5.34. Se observo que un GH de 1,0 % fue suficiente para producir un aumento en el

valor de OFC del WPI, el que se mantuvo constante tras el incremento del GH. Ademas,
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se observo que los valores C; del WPI evolucionaron de la misma manera tras el

incremento del GH indicando la formacion de burbujas mas pequefias y méas densas.
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Figura 5.34. Efecto de la hidrélisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %) sobre
los parametros de formacién de espumas de WPI: capacidad espumante global, OFC (m) y
conductividad relativa, C; (®). Concentracion de proteina 1,0 %p/p, temperatura 20 °C, pH 7 y |

0,05 M.

En general, el comportamiento observado sugeriria que la hidrdlisis enzimatica
limitada tuvo un efecto positivo sobre la formacién de espumas de WPI. Este resultado
se hall6 consistente con estudios previos demostrando que una hidrdlisis limitada seria
suficiente para potenciar la espumabilidad de proteinas de suero lacteo (Ipsen y col.,
2001). Asi, la modificacion de la estructura molecular como una consecuencia del
tratamiento enzimatico, fundamentalmente, a nivel de la reduccion del tamafio
molecular y mayor exposicion de patches hidrofébicos y actividad superficial, podria

promover un aumento de la capacidad espumante del WPI.
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Relacion entre la formacion de espumas y las caracteristicas interfaciales a cortos @

Como se ha mencionado anteriormente, la capacidad espumante de una proteina
podria relacionarse con su velocidad de difusion hacia la interfase (Carrera Sanchez y
Rodriguez Patino, 2005) y con las caracteristicas viscoelasticas de sus peliculas
interfaciales (Murray, 2002; Rodriguez Patino y col., 2003).

Para comprobar esta hipétesis, los parametros de formacion (OFC y Cy) de
espumas fueron relacionados con la constante de velocidad de difusion aparente de la
proteina (kqir’) y con la elasticidad dilatacional inicial (Egi, a los 0,5 s de adsorcion
interfacial) de las peliculas de hidrolizados de WPI (en el rango de GH = 0,0-5,0 %)
adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Estas relaciones se presentan en la Figura 5.35.
Se observé que los parametros de formacion de espumas (OFC y Cs) aumentaron con el
incremento de kgi® (Figura 5.35A). Asi, un aumento de la velocidad de difusion de la
proteina (como consecuencia de la hidrdlisis enzimatica limitada) podria explicar, en
parte, el aumento de la capacidad espumante del WPI. Ademas, se encontrd una
relacién entre los parametros de formacién (OFC y Cy) y la magnitud del valor de Eg de
las peliculas de hidrolizados, tal como se muestra en la Figura 5.35B. De esta manera, la
elasticidad inicial de las peliculas podria también ejercer un rol importante en la
formacion de espumas de hidrolizados de WPI.

Por lo tanto, los resultados encontrados confirmarian que la dindmica de adsorcion
y las propiedades mecanicas de las peliculas a cortos © serian relevantes para la

formacion de espumas de hidrolizados de WPI.
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Figura 5.35. Efecto de la velocidad difusion aparente, kqi:* (A) y de la elasticidad dilatacional
superficial inicial, Eg (B) de las peliculas de hidrolizados de WPI (en el rango de GH de 0,0-5,0
%) sobre los parametros de formacion de espumas de WPI: capacidad espumante global, OFC
(m) y conductividad relativa, C; (®). Concentracion de proteina 1,0 %p/p, temperatura 20 °C,

pH 7y 10,05 M.

5.2.3.2. Efecto del GH sobre la estabilidad de espumas de WPI
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El efecto de la hidrdlisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %)
sobre la estabilidad de espumas de WPI, caracterizada por los parametros: tiempo de
vida media (ti2, como una medida de la estabilidad estatica de las espumas) y los
tiempos de relajacion correspondientes a las cinéticas de drenaje gravitacional de
liquido/regeneracién marginal (tg) y de desproporcion/colapso de las espumas (tgc) se

presenta en la Figura 5.36.
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Figura 5.36. Efecto de la hidrélisis enzimatica limitada (en el rango de GH de 0,0-5,0 %) sobre
los parametros de estabilidad de espumas de WPI: tiempo de vida media o estabilidad estatica,
tiy, (M) y tiempos de relajacion correspondientes a los mecanismos de drenaje gravitacional de
liquido/regeneracion marginal, t; (®) y desproporcién/colapso, tdc (A).Concentracién de

proteina 1,0 %p/p, temperatura 20 °C, pH 7 y 1 0,05 M.

Como se ha descripto anteriormente, la estabilidad estatica de las espumas de WPI
y de sus hidrolizados, ti/>, se determind como el tiempo necesario para drenar la mitad

del volumen de liquido incorporado en las espumas. Por otra parte, los tiempos de
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relajacion, tq y tq. Se obtuvieron adecuadamente mediante ajuste de los datos
experimentales a la Ecuacion 4.12 (R > 0,970). Se observé que los valores de tiz Y tyc
aumentaron con el incremento del GH, encontrando un valor maximo a nivel de un GH
de 3,0 % (H2), mientras que la magnitud del parametro ty fue practicamente
independiente del GH (sobre la misma escala de tiempo de tg). Los resultados
encontrados sugeririan que la estabilidad estatica de las espumas podria ser mayormente
debida a una resistencia a la desproporcion/colapso de burbujas (proceso de
desestabilizacion individual), debido a que ty, Y tqc siguieron la misma tendencia tras el
incremento del GH del WPI. La estabilidad de las espumas frente al mecanismo de
desproporcion/colapso podria vincularse con las caracteristicas mecanicas y
viscoelasticas de las peliculas de hidrolizados de WPI adsorbidos sobre la interfase aire-

agua (Rodriguez Patino y col., 2007a; 2007b).

Relacion entre la estabilidad de espumas y las caracteristicas interfaciales a largos 8

Para comprobar la existencia de una relacién entre la estabilidad de las espumas
de hidrolizados de WPI y las caracteristicas interfaciales a largos 0, los parametros de
estabilidad (ti2, tq Y tgc) de espumas fueron evaluados respecto a la elasticidad
dilatacional final (Eq4f, a los 10.800 s de adsorcion interfacial) de las peliculas
interfaciales. Estas relaciones se presentan en la Figura 5.37. Se observo que los valores
de t1, y tgc aumentaron con el incremento de Eg4f, mientras que tyq fue independiente de

la elasticidad dilatacional final de las peliculas (sobre la misma escala de tiempo de tg).
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Figura 5.37. Efecto de la elasticidad dilatacional superficial final, Eg,

de las peliculas de

hidrolizados de WPI (en el rango de GH de 0,0-5,0 %) sobre los parametros de estabilidad de

espumas de WPI: tiempo de vida media o estabilidad estatica, t;,, (W) y tiempos de relajacion

correspondientes a los mecanismos de drenaje de liquido/regeneracién

marginal, t; (®) vy

desproporcién/colapso, ty. (A).Concentracion de proteina 1,0 %p/p, temperatura 20 °C, pH 7 y |

0,05 M.

Por lo tanto, podria deducirse que un aumento de la elasticidad dilatacional

superficial (a largos 0) de las peliculas podria explicar la

resistencia frente al

mecanismo de desproporcidn/colapso de burbujas y, consecuentemente, la estabilidad

estatica de las espumas de hidrolizados de WPI. Por lo tanto, los resultados encontrados

confirmarian que las propiedades mecénicas de las peliculas a largos 6 serian relevantes

para la estabilidad de espumas de hidrolizados de WPI.
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5.3.ESTUDIO DE LA ADICION DE POLISACARIDOS SOBRE LAS
PROPIEDADES INTERFACIALES Y ESPUMANTES DE HIDROLIZADOS

DE PROTEINAS DE SUERO LACTEO

En la tercera y Ultima parte de este Capitulo se presentan los resultados obtenidos
en el estudio del efecto de la adicion de dos tipos de polisacaridos anionicos no
superficialmente activos (PS), tales como alginato de sodio (AS) y A-carragenina (A-C),
sobre las propiedades interfaciales y espumantes de hidrolizados de WPI, a pH neutro y
fuerza idnica 0,05 M. Especificamente, se discutiran los efectos del tipo de PS y de su
concentracion relativa en solucién sobre: (i) la dindmica molecular de hidrolizados de
WPI en solucién acuosa (Seccion 5.3.1), (ii) las caracteristicas superficiales, cinéticas y
reologicas de peliculas de hidrolizados de WPI adsorbidos sobre la interfase aire-agua
(Seccién 5.1.2) y (iii) las caracteristicas de formacién y estabilidad de espumas de
hidrolizados de WPI, en relacion con las caracteristicas interfaciales (cinéticas y

reoldgicas) de los mismos (Seccion 5.1.3).

5.3.1. Efecto de la adicién de polisacaridos sobre la dinamica molecular de

hidrolizados de WPI en solucién acuosa

5.3.1.1. Efecto de los PS sobre la fluorescencia intrinseca de hidrolizados de WPI

La Figura 5.38 presenta el efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-
0,5 %p/p) sobre la maxima intensidad de emision de fluorescencia del Trp (1Fy,, u.a.)

como una funcién del GH (0,0-5,0 %) del WPI.
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Figura 5.38. Efecto de la concentracion de AS (A) y A-C (B), en el rango de concentracion de 0,0-
0,5 %p/p, sobre la intensidad de fluorescencia intrinseca del Trp (IFr, u.a.) como una funcion del
GH del WPI. Sistemas Prot:PS: (m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p.

Temperatura 20 °C, pH 7, and | 0,05M.

La adicion de PS produjo distintos efectos sobre la magnitud de IF,, dependiendo

de la concentracion de PS en solucion y del GH del WPI. Se observo que:
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(i) En ausencia de PS, la magnitud de IF, del WPI aumentd con el
incremento del GH sugiriendo una mayor exposicion y disponibilidad de los residuos de
Trp para la emision de fluorescencia. Como se ha comentado y discutido en la seccién
5.2.1.1, este comportamiento seria atribuido a la modificacion estructural del WPI como
consecuencia del tratamiento enzimatico aplicado.

(i) La adicion de PS al 0,1 %p/p no provoco cambios en la magnitud de
IFtp de los hidrolizados en el rango de GH = 0,0-1,0 %. Sin embargo, los PS
produjeron una disminucion del valor de IF+,, especialmente a nivel del mayor GH
evaluado (GH =5,0 %).

(iii) La adicion de PS al 0,5 %p/p provoco una disminucion de los valores de
IF+p, de una manera practicamente independiente del GH y del tipo de PS.

(iv) En el rango de GH evaluado (0,0-5,0 %) la adicion de PS no modificé el
valor de Ay sugiriendo la conservacion de la polaridad del entorno molecular de los
residuos de Trp en los hidrolizados.

A partir de los resultados encontrados podria deducirse que existid una
disminucion de la emision de fluorescencia del Trp favorecida tanto por el aumento de
la concentracion de PS como por el incremento del GH del WPI. En estas condiciones,
el comportamiento observado sugeriria la existencia de interacciones biopoliméricas
intermoleculares en la subfase acuosa de los sistemas mixtos sin modificar el ambiente
molecular (polaridad) de los residuos de Trp de los hidrolizados. En estos sistemas, la
reduccion de la intensidad de fluorescencia (a nivel de Ay) podria vincularse con la
existencia de un fenomeno de quenching colisional (Lakowicz, 1999; Albani, 2004)

promovido por el incremento en la concentracion de PS y del GH del WPI. Sin
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embargo, como se ha comentado y discutido en la Seccion 5.1.1.1, los resultados
obtenidos por esta técnica brindarian sélo informacidn sobre la existencia de diferencias
en el comportamiento de interaccion en los sistemas mixtos pero no acerca de su
naturaleza. Por lo tanto, el fendmeno de quenching observado podria ser solamente
interpretado en términos de colisiones macromoleculares de tipo proteina-proteina y/o
proteina-polisacarido favorecidas por el aumento de la concentracion de PS y del GH

del WPI.

5.3.1.2. Efecto de los PS sobre la fluorescencia extrinseca de hidrolizados de WPI

La Figura 5.39 presenta el efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-
0,5 %p/p) sobre la hidrofobicidad superficial (So, u.a.) como una funcion del GH (0,0-
5,0 %) del WPI. La adicién de los PS produjo distintos efectos sobre la magnitud de So
dependiendo del tipo de PS, de su concentracion en solucion y del GH del WPI. Se
observo que:

(i) En ausencia de PS, la magnitud de Sp aumento con el incremento del GH
sugiriendo una mayor exposicion de patches hidrofobicos sobre la superficie del WPI.
Como se ha comentado y discutido en la seccién 5.2.1.2, este comportamiento podria
relacionarse con la modificacion estructural del WPI como consecuencia de la hidrolisis
enzimatica limitada.

(i) En el rango de GH = 0,0-1,0 % (WPl y H1), el aumento de la
concentracion de PS produjo un incremento gradual de los valores de Sy con respecto a
las proteinas puras. La adicion de AS provoco un efecto de mayor magnitud sobre Sy

comparado con el de A-C. El aumento del valor de Sy podria deberse a un incremento en
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Figura 5.39. Efecto de la concentracion de AS (A) y A-C (B), en el rango de concentracion de 0,0-0,5
%p/p, sobre la hidrofobicidad superficial (Sy) como una funcién del GH del WPI. Sistemas Prot:PS:

(m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Temperatura 20 °C, pH 7, and | 0,05M.

el nimero de sitios hidrofébicos superficiales de las proteinas debido a la modificacién
de la actividad termodinamica y/o conformacion de la proteina en presencia de PS

(Pavlovskaya y col., 1993). Como se ha mencionado y discutido en la Seccion 5.1.1.2,
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la elevada repulsion entre proteinas y PS podria incrementar la exposicion de grupos
hidrofobicos de las proteinas resultando en una mayor interaccion con el ANS v,
consecuentemente, en un mayor valor de Sy (Uruakpa y Arntfield, 2006). Luego, esta
situacion seria termodindmicamente desfavorable y el sistema tenderia a disminuir el
contacto entre los sitios hidrofobicos expuestos y el medio acuoso por efecto
hidrofobico promoviendo fendmenos segregativos y/o favoreciendo la adsorcion sobre
interfases fluidas (Grinberg y Tolstoguzov, 1997).

(iii) A nivel de un GH = 3,0 % (H2), la adicion de PS (en el rango de
concentracion evaluado) no produjo efecto sobre el valor de So.

(iv) A nivel de un GH = 5,0 % (H3), el aumento de la concentracion de PS
produjo una disminucion gradual del valor de Sy. La disminucion del valor de Sy podria
relacionarse con una reduccion de la accesibilidad de sitios hidrofébicos expuestos en
H3 para la asociacion con el ANS. Como se ha discutido en la Seccion 5.1.1.2, este
comportamiento podria explicarse en términos de dos tipos diferentes de interacciones
biopoliméricas (Galazka y col, 1999; Uruakpa y Arntfield, 2006): (a) la existencia de un
fendmeno de segregacion debido a la incompatibilidad termodinamica entre los
biopolimeros, lo que podria conducir a una reduccion de los sitios hidrofébicos
accesibles al ANS por agregacion de la proteina en solucion y/o (b) la existencia de un
fendmeno de asociacion entre la proteina y los PS lo que podria impedir estéricamente
el acceso del ANS para interaccionar con los sitios hidrofobicos superficiales de la
proteina. De acuerdo con los resultados comentados y discutidos en la Seccion 5.1.1.3,
cabria suponer que los sistemas H3/AS estén gobernados por un comportamiento de
interaccion tipo (a), i.e., con segregacion y agregacion de H3 en solucion; mientras que

los sistemas H3/A-C estén caracterizados por un comportamiento tipo (b), i.e., con
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formacion de complejos solubles H3-A-C. Respecto del WPI puro y sin hidrolizar,
ambos tipos de comportamientos de interaccion serian factibles considerando, en primer
lugar, la modificacion estructural de la proteina tras la hidrolisis enzimatica (reduccion
del tamafio molecular, exposicion de patches hidrofébicos, posible alteracion de la
carga neta superficial, etc.) y en segundo lugar, las distintas estructuras quimicas de los

PS. Sin embargo, estudios adicionales serian necesarios para confirmar estas hipatesis.

5.3.2. Efecto de la adicion de polisacaridos sobre la dinamica interfacial de

hidrolizados de WPI

5.3.2.1. Efecto de los PS sobre la dindmica de formacién de peliculas de

hidrolizados de WPI

Las Figuras 5.40 y 5.41 presentan el efecto de los PS (en el rango de
concentracion de 0,0-0,5 % p/p) sobre la evolucién temporal de la presién superficial (=,
mN/m) de las peliculas de hidrolizados de WPI (GH = 0,0-5,0 %) adsorbidos sobre la
interfase aire-agua. En todos los sistemas evaluados, se observo un aumento gradual de
los valores de © con el incremento del tiempo de adsorcion (6). Tal como ha sido
discutido en secciones previas, este fendmeno podria relacionarse con la naturaleza
dinamica del proceso adsorcion de proteinas sobre la interfase aire-agua (Graham y
Phillips, 1979; Damodaran y Song, 1988; MacRitchie, 1990). Sin embargo, se observé
que la magnitud de los valores de & en los sistemas mixtos dependié del tipo de PS, de

su concentracion en solucion y del GH del WPI.
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Figura 5.40. Efecto de la concentracion de AS (en el rango de concentracion de 0,0-0,5 %p/p)
sobre la evolucion temporal de la presion superficial (x, mN/m) de las peliculas de WPI (A), H1 (B), H2
(C) y H3 (D) adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Simbolos sistemas Prot:AS: (m) 1,0:0,0 %p/p, (®)

1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Temperatura 20 °C, pH 7, and | 0,05M.

El efecto de la concentracién de AS sobre la evolucion temporal de la presion
superficial (r, mN/m) de las peliculas interfaciales de hidrolizados de WPI (GH = 0,0-
5,0 %), se presenta en la Figura 5.40. Se observé que el aumento de la concentracion de
AS produjo:

(i) Un incremento en los valores de © de WPI y H1 sugiriendo la existencia
de un efecto sinérgico de AS sobre la adsorcion interfacial de estas proteinas (Figuras

5.40A y 5.40B).
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(ii) Una disminucion gradual de los valores de m de las peliculas de H2 y H3
adsorbidos sobre la interfase aire-agua (Figuras 5.40C y 5.40D). Este comportamiento
sugeriria que la adicion de AS produciria una menor adsorcion de estas proteinas cuanto
mayor es su concentracién en el seno de solucién y cuanto mayor es el GH.

Por otro lado, el efecto de la concentracion de A-C sobre la evolucion temporal de
la presion superficial (r, mN/m) de las peliculas interfaciales de hidrolizados de WPI

(GH =0,0-5,0 %), se presenta en la Figura 5.41.
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Figura 5.41. Efecto de la concentracion de A-C (en el rango de concentracién de 0,0-0,5 %p/p)
sobre la evolucion temporal de la presién superficial (x, mN/m) de las peliculas de WPI (A), H1
(B), H2 (C) y H3 (D) adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Simbolos sistemas Prot:AS: (m)

1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Temperatura 20 °C, pH 7, and | 0,05M.
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Se observod que el aumento de la concentracion de A-C produjo:

M Préacticamente, ningun efecto sobre los valores de = de WPI y H1
indicando que, en estas condiciones, la adicion de A-C no ejerceria un efecto sobre la
adsorcion interfacial de estas proteinas (Figuras 5.41A y B).

(i) Una disminucion gradual de los valores de = de H2 y H3 sugiriendo una
menor adsorcion de estas proteinas cuanto mayor es la concentracion de A-C en el seno
de solucion y cuanto mayor es el GH (Figuras 5.40C y 5.40D). ElI mismo
comportamiento fue observado en los sistemas H2/AS y H3/AS.

A partir de los resultados obtenidos, podria deducirse que la dindmica de
formacion de peliculas de hidrolizados de WPI estaria afectada por la adicion de los PS
y por distintos tipos de interacciones macromoleculares tanto en solucién acuosa como
en el entorno de la interfase aire-agua. Estas interacciones biopoliméricas podrian
ejercer un rol determinante de la adsorcion interfacial de los hidrolizados de WPI sobre
la interfase aire-agua (tal como se ha discutido en secciones previas). El efecto de los
PS sobre la dindmica de adsorcion interfacial de los hidrolizados de WPI, sera discutido
desde un punto de vista cinético en las siguientes Secciones de la presente Tesis

Doctoral.

5.3.2.2. Efecto de los PS sobre la cinética de adsorcién interfacial de hidrolizados

de WPI

Difusion hacia la interfase aire-agua
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Figura 5.42. Efecto de la concentracién de AS (A) y A-C (B), en el rango de concentracién de 0,0-
0,5 %p/p, sobre la constante de velocidad de difusion aparente (Kq;%) como una funcién del GH del
WPI. Simbolos sistemas Prot:PS: (m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p.

Temperatura 20 °C, pH 7, and | 0,05M.

La etapa de difusién de proteinas e hidrolizados desde el seno de solucién hacia la

interfase aire-agua constituye un paso fundamental para la adsorcién interfacial a cortos
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0, dando origen a la formacion de una pelicula adsorbida, y permitiendo la formacion de
espumas (Mifiones Conde y Rodriguez Patino, 2007; Rodriguez Patino y col., 2007b).
De manera similar a lo observado en los sistemas WPC/PS discutidos en la
Seccion 5.1.2.3, se observé que el paso de difusion de los hidrolizados en los sistemas
mixtos fue muy rapido (= > 10 mN/m), por lo que las constantes de velocidad de
difusion (kgir) no pudieron ser calculadas de acuerdo a la Ecuacion 4.5. En tal caso, se
calculd la constante de velocidad de difusion aparente, kqis* a partir de la pendiente

inicial de las curvas -2

de las Figuras 5.40 y 5.41 (Perez y col., 2009), tal como se ha
expuesto en las Secciones 5.1.2.3y 5.2.2.3.

La Figura 5.42 presenta el efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-
0,5 %p/p) sobre la constante de velocidad de difusion aparente (Kgi¢*) como una funcion
del GH (0,0-5,0 %) del WPI. En general, se observo que la adicion de PS afecto la
magnitud de kgit* dependiendo del tipo de PS, de su concentracion relativa y del GH del
WPI. En ausencia de PS, los valores de kg;* incrementaron conforme aumento el GH.
Como se ha discutido previamente, este fenémeno podria relacionarse con: la reduccion
en el tamafio molecular, la mayor exposicién de los patches hidrofobicos y el
incremento de la actividad superficial del WPl como consecuencia de la hidrolisis
enzimatica limitada (como puede deducirse a partir de las Figura 5.28).

La Figura 5.42A presenta el efecto de AS (en el rango de concentracion de 0,0-0,5
%p/p) sobre la constante de velocidad de difusion aparente (kqir') como una funcién del
GH (0,0-5,0 %) del WPI. Se observd que el aumento de la concentracion de AS provoco

un incremento de los valores de Kgit* del WPI 'y de H1, encontrando un valor maximo en

el sistema mixto H1:0,5AS (1,0:0,5 %p/p). La adicion de AS en estos sistemas mixtos
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podria aumentar la velocidad de difusion del WPI y de H1 debido a un aumento en el
valor de Sp (como puede deducirse a partir de la Figura 5.39A) debido a la modificacién
de la actividad termodindmica y/o conformacion de las proteinas en presencia del
polisacarido (Pavlovskaya y col., 1993). Ademas, este resultado fue consistente con el
incremento de los valores de = (a cortos 0) tras el aumento de la concentracion de AS en
los sistemas WPI/AS y H1/AS (como puede deducirse a partir de las Figura 5.40A y
5.40B). Sin embargo, un comportamiento opuesto fue observado para H2 (GH = 3,0 %)
y H3 (GH = 5,0 %) (Figura 5.42A). En estos casos, se observo que el aumento de la
concentracion de AS provoco una reduccion gradual de los valores de kgif’ de H2 y H3,
encontrando un valor minimo en el sistema mixto H3:0,5AS (1,0:0,5 % p/p). En estas
condiciones, los efectos del aumento de la concentracion de AS y del GH del WPI
podrian provocar una mayor resistencia a la difusion de los hidrolizados v,
consecuentemente, una disminucion de su disponibilidad para la adsorcion interfacial
(como puede deducirse a partir de las Figura 5.40C y 5.40D). La mayor retencion de los
hidrolizados en la subfase acuosa podria relacionarse con la disminucién de los valores
de Sy de estos sistemas mixtos debido a la existencia de interacciones macromoleculares
entre los biopolimeros (como puede deducirse a partir de la Figura 5.39A).

Por otro lado, la Figura 5.42B presenta el efecto de A-C (en el rango de
concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre la constante de velocidad de difusion aparente
(kgir®) como una funcién del GH (0,0-5,0 %) del WPI. Se observo que en el rango de
GH entre 0,0-3,0 % la adicion de 0,1 %p/p de A-C no tuvo influencia sobre el valor de
kqir® de los hidrolizados; sin embargo, provocé una reduccion del valor de kg a nivel

de GH = 5,0 % (H3) respecto a la proteina pura. Ademas, se observé que la adicion de
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0,5 %p/p de A-C provoco un importante incremento del valor de Kkgi® del WPI, no
modifico el valor de kgis* de H1 y produjo una notable reduccion el valor de kgis®* a nivel
del rango de GH = 3,0-5,0 % (H2 y H3) con respecto a las proteinas puras. EI aumento
del valor de kgis* del WPI podria vincularse con el aumento en el valor de Sy de este
sistema (como puede deducirse a partir de la Figura 5.39B) como consecuencia de la
modificacion de la actividad termodinamica de la proteina en presencia del polisacarido
(Pavlovskaya y col., 1993). Por otra parte, la reduccion de los valores de kgi* de H2 y
H3 indicaria una menor disponibilidad de estos hidrolizados para su adsorcion
interfacial (como puede deducirse a partir de las Figuras 5.41C y 5.41D). Al igual que
para el caso de AS, este comportamiento podria explicarse en términos de la
disminucion de los valores de Sy de estos sistemas mixtos (como puede deducirse a
partir de la Figura 5.39B) y de la mayor retencion de los hidrolizados debido a la
existencia de interacciones macromoleculares entre los biopolimeros en la subfase
acuosa.

Similarmente a los sistemas WPC/PS (Seccion 5.1.2.3), la velocidad de difusion
de los hidrolizados en presencia de los PS estuvo relacionada con la magnitud de su
hidrofobicidad superficial (Sp). Esta relacion se presenta en la Figura 5.43.
Nuevamente, a partir de esta relacion podria deducirse que los factores que promueven
bajos valores de Sy, (e.g., formacién de complejos solubles y/o segregacion con
agregacion de la proteina en solucion), provocarian una disminucién en la velocidad de
difusion de los hidrolizados. Sin embargo, los factores que promueven elevados valores
de Sy (e.g., elevada exposicién de patches hidrofébicos de la proteina debido a la
elevada repulsion entre los biopolimeros) provocarian un incremento en la velocidad de

difusion de los hidrolizados hacia la interfase. Por lo tanto, se podria concluir que las
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distintas interacciones macromoleculares entre los hidrolizados de WPI y los PS en la
subfase acuosa podrian ejercer una importante influencia sobre la difusion de los

hidrolizados y, consecuentemente, en la formacion de sus peliculas interfaciales.
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Figura 5.43. Relacion entre la hidrofobicidad superficial (Sg) con la velocidad de difusion
aparente (k®q¢) para los sistemas Prot:Ps: 1,0:0,0 %p/p (m), 1,0:0,1 %p/p (AS ®, A-C 0), 1,0:0,5

%p/p (AS A, A- C A). Temperatura 20 °C, pH 7,y 1 0,05 M.

Penetracion y reordenamiento

El efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre las
constantes de velocidad de penetracion molecular (kp) Yy reordenamiento
configuracional (kg) de segmentos adsorbidos como una funcion del GH (0,0-5,0 %) del
WPI, se presenta en las Figuras 5.44 y 5.45, respectivamente. Se observo que el modelo
cinético propuesto (Ecuacion 4.6) fue adecuado para describir la adsorcion de estos

sistemas a largos 6 (R > 0,981) (Graham y Phillips, 1979; Suttiprasit y col., 1992). En
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presencia de los PS, se observd que la magnitud de los valores de kp y kg estuvo
fuertemente afectada por el tipo de PS, su concentracion en solucion y por el GH del
WPI.

Las Figuras 5.44A y 5.45A presentan el efecto de AS (en el rango de
concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre la magnitud de las constantes de velocidad de
penetracion (kp) y reordenamiento (kr) como una funcién del GH (0,0-5,0 %) del WPI,
respectivamente. Se observo que los valores de kp y kg del WPI no se modificaron en
presencia de AS en el rango de concentracion evaluado; sin embargo, los valores de kp
y kr de H1 aumentaron levemente conforme aumento la concentracion de AS en el seno
de solucion. Este comportamiento podria estar vinculado con la mayor velocidad de
difusion de H1 en presencia de AS (como puede deducirse a partir de la Figura 5.42A)
lo que podria promover mayores velocidades de penetracion y reordenamiento
configuracional de sus segmentos adsorbidos. Sin embargo, un comportamiento
antagénico fue observado con el incremento del GH del WPI. En estas condiciones, la
presencia de AS provoco una reduccion de los valores de kp y kg, fundamentalmente en
los sistemas mixtos conteniendo H3. Este comportamiento podria relacionarse con la
menor velocidad de difusion de estos sistemas, tal como fue discutido en la seccion
previa.

Por lo tanto, a partir de estos resultados, podria deducirse que la velocidad con la
que los hidrolizados penetran y se reordenan en la interfase podria también depender de
la naturaleza de las interacciones macromoleculares entre los biopolimeros en la subfase
acuosa, las que a su vez dependerian de la concentracion relativa de AS, del cambio
estructural de la proteina (a consecuencia de la hidrolisis enzimatica limitada) y/o del

efecto combinado de ambos factores.
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Figura 5.44. Efecto de la concentracion de AS (A) y A-C (B), en el rango de concentracion de 0,0-
0,5 %pl/p, sobre la constante de velocidad de penetracion molecular (kp) como una funcién del GH
del WPI. Simbolos sistemas Prot:PS: (m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p.

Temperatura 20 °C, pH 7, and | 0,05M.
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Figura 5.45. Efecto de la concentracion de AS (A) y A-C (B), en el rango de concentracion de 0,0-
0,5 %p/p, sobre la constante de velocidad de reordenamiento configuracional (kgr) como una
funcion del GH del WPI. Simbolos sistemas Prot:PS: (m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A)

1,0:0,5 %p/p. Temperatura 20 °C, pH 7, and | 0,05M.
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Por otro lado, las Figuras 5.44B y 5.45B presentan el efecto de A-C (en el rango
de concentracién de 0,0-0,5 %p/p) sobre la magnitud de las constantes de velocidad de
penetracién (kp) y reordenamiento (kr) como una funcién del GH (0,0-5,0 %) del WPI,
respectivamente. Al igual que para los sistemas mixtos conteniendo AS, se observo que
los valores de kp y kg del WPI sin hidrolizar no se modificaron en presencia A-C.
Ademas, se observo que los valores de kp y kr de los hidrolizados (H1, H2 y H3)
aumentaron conforme aumento la concentracion de A-C en el seno de solucion
produciendo un efecto sinérgico sobre la magnitud de estos parametros cinéticos. A
pesar de la existencia de una menor velocidad de difusion en los sistemas H2/A-C y
H3/1-C (como puede deducirse a partir de la Figura 5.42B), las caracteristicas cinéticas
interfaciales a largos 6 podrian potenciarse con el aumento de la concentracion relativa
de A-C, el mayor cambio estructural de la proteina (a consecuencia de la hidrdlisis
enzimética limitada) y/o del efecto combinado de ambos factores. Similarmente a los
sistemas WPC/A-C (Seccion 5.1.2.3), estos resultados sugeririan la existencia de
interacciones macromoleculares sinérgicas entre los hidrolizados y A-C, tanto en
soluciéon como en el entorno de la interfase aire-agua.

Finalmente, en todos los casos, se observo que los valores de kp fueron menores a
los de kg, lo que sugeriria que el paso de penetracion seria la etapa limitante del proceso
de adsorcidn interfacial de los sistemas mixtos formulados con hidrolizados de WPI y

PS.

5.3.2.3. Efecto de los PS sobre las caracteristicas dilatacionales superficiales de

peliculas de hidrolizados de WPI
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El efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre la
evolucion temporal de los parametros reologicos dilatacionales superficiales (E, Eq, Ey
y ¢) de las peliculas de hidrolizados de WPI (GH = 0,0-5,0 %) adsorbidos sobre la
interfase aire-agua se presenta en las Figuras A2.4-7 del Apéndice Il. A partir de las
mismas se pudo observar que: (i) los valores de E y E4 fueron altos y similares y (ii) los
valores de E, y ¢ fueron bajos, fundamentalmente, a largos 6. Por lo tanto, como
consecuencia de este comportamiento reoldgico podria concluirse que las caracteristicas
dilatacionales superficiales de los sistemas mixtos formulados con PS e hidrolizados de
WPI fueron esencialmente elasticas a nivel de la frecuencia angular (») aplicada (100
mHz) y especialmente a largos 6. Ademas, se observo que los valores de E y Eg
aumentaron y que los valores de E, y ¢ disminuyeron con el incremento de 0. Este
fendmeno podria relacionarse con la adsorcion interfacial de las proteinas pero,
principalmente, podria ser vinculado con un incremento del carécter elastico (sélido) de
las peliculas debido a un aumento en el nimero de interacciones entre segmentos
adsorbidos (Graham y Phillips, 1979; Damodaran y Song, 1988; MacRitchie, 1990). Sin
embargo, la magnitud de dichos parametros reoldgicos dependié fuertemente del tipo de
PS, de su concentracion relativa en solucién y del GH del WPI.

El efecto de AS (en el rango de concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre la evolucion
temporal de la elasticidad dilatacional, Eq (mN/m), y el angulo de fase, ¢, de las
peliculas de hidrolizados de WPI (GH = 0,0-5,0 %) adsorbidos sobre la interfase aire-
agua se presenta en las Figuras 5.46 y 5.47, respectivamente. Se observo que el aumento

de la concentracion de AS produjo:
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Figura 5.46. Efecto de la concentracién de AS (en el rango de concentracién de 0,0-0,5 %p/p)
sobre la evolucion temporal de la elasticidad dilatacional superficial (Eq, mN/m) de las peliculas
de WPI (A), H1 (B), H2 (C) y H3 (D) adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Simbolos sistemas
Prot:AS: (m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Amplitud de deformacion

(AA/A) 10 %, Frecuencia angular (w) 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M.

(i) Un incremento gradual de los valores de E4 y una disminucion de los
valores de ¢ de la pelicula adsorbida de WPI, (Figura 5.46A y 5.47A) indicando la
existencia de un efecto sinérgico en la adsorcién interfacial y/o un aumento en el
namero de interacciones entre segmentos de WPI adsorbidos (Rodriguez Patino y
Rodriguez Nifio, 1999; Rodriguez Patino y col., 2007a), principalmente, a cortos 6.

Ademas, este comportamiento podria vincularse con el incremento de la velocidad de
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difusion del WPI (como puede deducirse a partir de la Figura 5.42A). Sin embargo, a
largos O, la presencia de AS no modificé la elasticidad dilatacional superficial y la
viscoelasticidad relativa de la pelicula adsorbida de WPI. Este dltimo comportamiento
podria vincularse con la magnitud de los valores de kp y kg para los sistemas WPI/PS

discutidos en la seccién previa.
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Figura 5.47. Efecto de la concentracién de AS (en el rango de concentracién de 0,0-0,5 %p/p)
sobre la evolucion temporal del angulo de fase (¢, mN/m) de las peliculas de WPI (A), H1 (B), H2
(C) y H3 (D) adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Simbolos sistemas Prot:AS: (m) 1,0:0,0
%p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Amplitud de deformacion (AA/A) 10 %, Frecuencia

angular (o) 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M.
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(ii) Préacticamente no modifico los valores de E4 y de ¢ de las peliculas de
H1 (Figura 5.46B y 5.47B).

(i) Una disminucion gradual de los valores de Eq y un aumento progresivo
en los valores de ¢ de las peliculas de H2 y H3 con el aumento de 6 (Figura 5.46C-D y
5.47c-d). Este comportamiento sugeriria la existencia de una reduccion en el nimero de
interacciones entre segmentos adsorbidos y/o un aumento del carécter viscoso (liquido)
de las peliculas. Estos resultados podrian relacionarse con la reduccién observada en los
valores de los parametros cinéticos ke y kr (como puede deducirse a partir de las
Figuras 5.44A y 5.45A).

Por otro lado, las Figuras 5.48 y 5.49 presentan el efecto de A-C (en el rango de
concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre la evolucién temporal de la componente elastica o
elasticidad dilatacional, Eq (mN/m), y el angulo de fase, ¢, de las peliculas de
hidrolizados de WPI (GH = 0,0-5,0 %) adsorbidos sobre la interfase aire-agua,
respectivamente. Se observd que el aumento de la concentracion de A-C provoco:

(1) Un incremento gradual de los valores de E4 y una disminucion de los
valores de ¢ de la pelicula adsorbida de WPI, principalmente a cortos 6 (Figura 5.48A 'y
5.49A). El comportamiento de estos sistemas mixtos fue similar al observado en los
sistemas WPI/AS, discutido previamente.

(i) Un incremento de los valores de E4 y una disminucién gradual de ¢ de
las peliculas interfaciales de hidrolizados (H1, H2 y H3), fundamentalmente a largos 6
(Figura 5.48B-D y 5.49B-D). A la mayor concentracion de A-C y al mayor GH del WPI
se observo un maximo valor de E4 y un minimo valor de ¢ indicando la existencia de un

importante efecto sinérgico sobre la elasticidad dilatacional y viscoelasticidad relativa
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de las peliculas de H3. Este comportamiento podria explicarse considerando un
aumento gradual en el nimero de interacciones entre segmentos adsorbidos (Rodriguez
Patino y Rodriguez Nifio, 1999; Rodriguez Patino y col., 2007a), el que podria estar
promovido por un incremento en las velocidades de penetracion y reordenamiento

configuracional (ke y kr), tal como ha sido discutido en la seccién previa.
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Figura 5.48. Efecto de la concentracion de A-C (en el rango de concentracién de 0,0-0,5 %p/p) sobre
la evolucion temporal de la elasticidad dilatacional superficial (E4, mN/m) de las peliculas de WPI
(A), H1 (B), H2 (C) y H3 (D) adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Simbolos sistemas Prot:A-C:
(m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Amplitud de deformacion (AA/A) 10 %,

Frecuencia angular (m) 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M
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Figura 5.49. Efecto de la concentracion de A-C (en el rango de concentracion de 0,0-0,5 %p/p)
sobre la evolucion temporal del dangulo de fase (¢, mN/m) de las peliculas de WPI (A), H1 (B), H2
(C) y H3 (D) adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Simbolos sistemas Prot:A-C: (m) 1,0:0,0
%p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Amplitud de deformacion (AA/A) 10 %, Frecuencia

angular (o) 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M.

5.3.2.4. Efecto de los PS sobre la estructuracién interfacial de hidrolizados de WPI

Las Figuras 5.50 y 5.51 presentan el efecto de los PS (en el rango de

concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre la estructuracion interfacial de las peliculas de

hidrolizados de WPI (GH = 0,0-5,0 %) adsorbidos sobre la interfase aire-agua.
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Figura 5.50. Efecto de la concentracion de AS (en el rango de concentracion de 0,0-0,5 %p/p)
sobre la estructuracion interfacial (representada por la curva master E-rt) de las peliculas de WPI
(A), H1 (B), H2 (C) y H3 (D) adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Simbolos sistemas Prot:AS:
(m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Amplitud de deformacion (AA/A) 10 %,

Frecuencia angular () 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y | 0,05M.

Como se ha comentado en varias Secciones de la presente Tesis Doctoral, la
estructuracion interfacial podria ser representada por la curva E-m. En general, se
observo que dichas curvas se ubicaron por arriba de la linea que denota el
comportamiento ideal de las peliculas (linea solida en las Figuras 5.50 y 5.51) y que la

pendiente de las mismas fue mayor que la unidad, lo que sugeriria la existencia de un
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gran numero de interacciones entre segmentos adsorbidos (Lucassen Reynders y col.,
1975; Rodriguez Patino y col., 1999, 2003).

Ademas, se observo que estas curvas no se normalizaron con las curvas E-n del
WPI e hidrolizados puros indicando que los segmentos hidrofobicos podrian adsorberse
con diferentes grados de estructuracion (empaquetamiento) y/o condensacion sobre la
interfase (Rodriguez Patino y col., 2003; Mifiones Conde y Rodriguez Patino, 2005),
dependiendo del tipo de PS, de su concentracion relativa y, fundamentalmente, del GH
del WPI.

El efecto de AS (en el rango de concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre la
estructuracion interfacial de las peliculas de hidrolizados de WPI (GH = 0,0-5,0 %)
adsorbidos sobre la interfase aire-agua, se presenta en la Figura 5.50. Se observo que el
aumento de la concentracion de AS produjo:

(1) Un desplazamiento gradual de la curva méster del WPI hacia regiones de
altos valores de E, especialmente a bajos valores de n (Figura 5.50A), indicando que, en
estas condiciones, podria existir un efecto sinérgico sobre las interacciones
macromoleculares entre segmentos adsorbidos (como también puede deducirse a partir
de las Figuras 5.40A, 5.46A y 5.47A).

(ii) Un leve efecto sobre los valores de la curva E-n de H1 (Figura 5.49B).

(iii) Un desplazamiento gradual de las curvas E-r de H2 y H3, ubicandose en
regiones de bajos valores de E (Figuras 5.49C y D). Ademas, se observo, que los
valores de E alcanzaron un valor maximo a nivel de © = 28 mN/m para el sistema
H3:0,1AS (1,0:0,1 %p/p) y a nivel de = = 30 mN/m para el sistema H3:0,5AS (1,0:0,5

%p/p), a partir de los cuales los valores de E disminuyeron (Figura 5.49D). Como se ha
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comentado y discutido en la Seccion 5.1.2.5, estos valores de = podrian considerarse
valores criticos de presion superficial (m;) asociados con una transicion en el
comportamiento viscoelastico de la pelicula de H3 (Bos y van Vliet, 2001). Ademas, se
observo que estos valores de nt estuvieron por debajo de su valor de “pseudoequilibrio”
(34 mN/m) (como puede deducirse a partir de la Figura 5.40D). Por lo tanto, a © > m.
podria tener lugar el colapso de la pelicula de H3 adsorbido sobre la interfase aire-agua
y el deterioro de las caracteristicas elasticas (aumento del caracter viscoso) de la misma
debido a la reduccién en el numero de interacciones entre segmentos adsorbidos
promovido por el aumento de la concentracion de AS y del GH del WPI.

Para estos sistemas mixtos, la existencia de interacciones macromoleculares entre
los biopolimeros (tanto en solucion como en el entorno de la interfase) que promueven
bajos valores de los pardmetros cinéticos de adsorcion interfacial (kp y kgr) podrian
luego deteriorar sus propiedades elasticas (solidas) y, consecuentemente, alterar la
estructuracion interfacial de las peliculas de hidrolizados tras el incremento de la
concentracion relativa de AS, la mayor modificacion estructural debido a la hidrolisis
enzimatica limitada y/o debido al efecto combinado de estos factores.

Por otro lado, la Figura 5.51 presenta el efecto de A-C (en el rango de
concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre la estructuracién interfacial de las peliculas de
hidrolizados de WPI (GH = 0,0-5,0 %) adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Se
observo que el aumento de la concentracion de A-C provocé:

(i) Un desplazamiento de la curva E-n del WPI hacia regiones de altos

valores de E, fundamentalmente, a nivel de bajos valores de = (Figura 5.50A),

indicando la existencia de un efecto sinérgico de A-C sobre las interacciones
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macromoleculares entre segmentos adsorbidos (como también puede deducirse a partir
de las Figura 5.47A y 5.48A). ElI comportamiento de estos sistemas mixtos fue similar

al observado en los sistemas WPI/AS, discutido previamente.
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Figura 5.51. Efecto de la concentracion de A-C (en el rango de concentracién de 0,0-0,5 %p/p)
sobre la estructuracion interfacial (representada por la curva master E-x) de las peliculas de WPI
(A), H1 (B), H2 (C) y H3 (D) adsorbidos sobre la interfase aire-agua. Simbolos sistemas Prot:A-C:
(m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Amplitud de deformacion (AA/A) 10 %,

Frecuencia angular (o) 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M.
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(ii) Un leve efecto sobre los valores de la curva E-rt de H1, principalmente a
elevados valores de &, donde se registré un pequefio desplazamiento de las curvas hacia
mayores de E (Figura 5.50B).

(iii) Un desplazamiento gradual de las curvas E-n de H2 y H3 ubicandose en
regiones de elevados valores de E (Figura 5.50C y D) indicando un gran aumento en el
namero de interacciones entre segmentos adsorbidos promovido, ademas, por el
incremento del GH.

Tal como ha sido discutido en la seccion previa, estos resultados confirmarian la
existencia de un efecto sinérgico de las interacciones macromoleculares entre los
biopolimeros (tanto en solucion como en el entorno de la interfase) sobre los parametros
cinéticos de adsorcion (kp y Kkgr), sobre las propiedades elasticas (sélidas) v,
consecuentemente, sobre la estructuracion interfacial de las peliculas, favorecidos con el
aumento de la concentracion relativa de A-C, la mayor alteracion estructural del WPI
(como consecuencia de la hidrdlisis enzimatica limitada) y/o debido a un efecto

combinado de estos factores.

5.3.3. Efecto de la adicidon de polisacaridos sobre las propiedades espumantes de

hidrolizados de WPI

5.3.3.1. Efecto de los PS sobre la formacion de espumas de hidrolizados de WPI

El efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-0,5 % p/p) sobre la

capacidad espumante global (OFC, ml/s) como una funcién del GH (0,0-5,0 %) del
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WPI, se presenta en la Figura 5.52. Como ha sido discutido previamente, en ausencia de
PS, un pequefio GH podria ser suficiente para provocar un incremento en la magnitud
de OFC y de Cs del WPI permaneciendo practicamente constante tras el aumento del
GH. No obstante, en presencia de los PS, se observé que la magnitud de OFC y Ct de
los hidrolizados dependi6 fuertemente del tipo de PS, de su concentracion en solucién y
del GH del WPI.

La Figura 5.52A presenta el efecto de AS (en el rango de concentracion de 0,0-0,5
%p/p) sobre la magnitud de OFC como una funcién del GH (0,0-5,0 %) del WPI. Se
observo que el aumento de la concentracion de AS produjo:

(i) Un incremento gradual de los valores de OFC del WPI y de H1. Este
comportamiento podria relacionarse con el incremento de la velocidad de difusion de
los sistemas WPI/AS y H1/AS (como puede deducirse a partir de la Figura 5.42A).

Una disminucion gradual de los valores de OFC de H2 y H3; un comportamiento
que también podria asociarse con la menor velocidad de difusion de estos sistemas
mixtos (como puede deducirse a partir de las Figuras 5.39A y 5.42A).

Por otro lado, la Figura 5.52B presenta el efecto de A-C (en el rango de
concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre la magnitud de OFC como una funcién del GH
(0,0-5,0 %) del WPI. Se observé que:

M La presencia de A-C practicamente no produjo efecto sobre la magnitud
de los valores de OFC del WPI y de los hidrolizados (H1, H2 y H3), principalmente, a
la mas baja concentracion de polisacarido evaluada (0,1 %p/p).

(i) El aumento de la concentracion de A-C provoco una disminucion en la

magnitud de OFC de H2 y H3; un comportamiento que podria ser vinculado con la
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menor velocidad de difusién de los sistemas H2/A-C y H3/A-C (como puede deducirse a

partir de las Figuras 5.39B y 5.42B).
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Figura 5.52. Efecto de la concentracién de AS (A) y A-C (B), en el rango de concentracién de 0,0-
0,5 %p/p, sobre la capacidad espumante global (OFC, ml/s) como una funcién del GH del WPI.
Simbolos sistemas Prot:PS: (m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Temperatura

20°C,pH 7,and | 0,05M.
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La Figura 5.53 presenta el efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-
0,5 %p/p) sobre la conductividad relativa (Ct, %) de las espumas como una funcion del

GH (0,0-5,0 %) del WPI.
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Figura 5.53. Efecto de la concentracion de AS (A) y A-C (B), en el rango de concentracion de 0,0-
0,5 %p/p, sobre la conductividad relativa de espumas (Cs, %) como una funcién del GH del WPI.
Simbolos sistemas Prot:PS: (m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Temperatura

20 °C, pH 7, and 1 0,05M.
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Como se mencioné en la Seccion 4.3.2, la magnitud de C; podria interpretarse
como una medida de la densidad y de la capacidad de retencion de liquido de las
espumas. Los valores de Ct estuvieron afectados por la presencia de los PS y por el GH
del WPI, siguiendo practicamente una misma tendencia que los valores de OFC
discutidos anteriormente. Particularmente, se observo que:

(i) A bajos GH (0,0-1,0 %), el aumento de la concentracion de PS provoco
un incremento en los valores de C; encontrando un valor maximo en los sistemas
H1/PS. En estas condiciones, la formacion de burbujas mas pequefias y mas densas,
como asi también, la incorporacion de liquido en las espumas, estarian favorecidas con
el incremento de la concentracion de PS en la subfase acuosa de los sistemas mixtos,
por un pequefio GH y/o por la accion combinada de ambos factores.

(i) A mayores GH (3,0-5,0 %), los valores de C; de los sistemas H2/PS y
H3/PS fueron practicamente similares a los valores de C; de los hidrolizados puros,
indicando que la adicion de los PS no tendria efecto sobre el tamafio y densidad de

burbujas y sobre la incorporacion de liquido de estas espumas.

Relacion entre la formacion de espumas y las caracteristicas interfaciales a cortos @

Los resultados encontrados sugeririan que la capacidad espumante de los
hidrolizados en presencia de los PS (en el rango de concentracion evaluado) podria estar
relacionada con el transporte difusivo y con las caracteristicas viscoelasticas de las
peliculas interfaciales de los sistemas mixtos. Para comprobar estas hipotesis el
parametro OFC fue relacionado con la constante de velocidad aparente (kgi®) y con la

elasticidad dilatacional superficial inicial, Eq (a 0,5 s de adsorcién interfacial) de las
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peliculas interfaciales (Carrera Sanchez y Rodriguez Patino, 2005; Rodriguez Patino y

col., 2007b). Estas relaciones se presentan en la Figura 5.54.
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Figura 5.54. Efecto de la velocidad difusion aparente, kgi* (A) y de la elasticidad dilatacional
superficial inicial, E4 (B) de las peliculas interfaciales sobre la capacidad espumante global,
OFC (ml/s) de los sistemas Prot:Ps: 1,0:0,0 %p/p (m), 1,0:0,1 %p/p (AS @, A-C O), 1,0:0,5
%p/p (AS A, A- C A). El area sombreada de amarillo corresponde a los sistemas H2/PS y H3/PS.

Temperatura 20 °C, pH 7,y 1 0,05 M.
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La capacidad espumante de los hidrolizados aumento con la velocidad de difusion
hacia la interfase (Figura 5.54A) y con la elasticidad dilatacional inicial de las peliculas
interfaciales (Figura 5.54B). Estos resultados confirman que las caracteristicas cinéticas
e interfaciales (mecanicas) a cortos 6 de adsorcion son relevantes para la formacién de
espumas de hidrolizados de WPI en presencia de los PS.

En presencia de PS, las interacciones que promueven una mayor 0 menor
disponibilidad de los hidrolizados para su adsorcion interfacial (mayormente
determinada por la magnitud de kgi* y de Sg) podrian provocar un aumento (en los
sistemas WPI/PS y H1/PS) o una reduccién (en los sistemas H2/PS y H3/PS) de la
capacidad espumante, respectivamente, dependiendo de la concentracién de PS, de la
extension del tratamiento enzimatico limitado y/o del efecto combinado de ambos

factores.

5.3.3.2. Efecto de los PS sobre la estabilidad de espumas de hidrolizados de WPI

El efecto de los PS (en el rango de concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre el tiempo
de vida media (t1/2, s) de las espumas como una funcion del GH (0,0-5,0 %) del WPI, se
presenta en la Figura 5.55. Se observo que la magnitud de los valores de ty, dependid
del tipo de PS, de su concentracion en solucién de los sistemas mixtos y del GH del
WPI. En ausencia de PS, se observé que los valores de ti, aumentaron con el
incremento del GH alcanzando un valor maximo a nivel de H2 (GH = 3,0 %). Tal como
se ha discutido en la Seccién 5.2.3.2, este comportamiento podria vincularse con la
modificacion estructural del WPI, a nivel de una mayor exposicion de patches

hidrofébicos y de una mayor flexibilidad de los hidrolizados, como consecuencia de la
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hidrolisis enzimatica limitada. Sin embargo, se observo que la presencia de PS afectd
notablemente la estabilidad de las espumas de hidrolizados (tanto a bajos como a altos

GH) dependiendo del tipo de PS y de su concentracion relativa en los sistemas mixtos.
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Figura 5.55. Efecto de la concentracién de AS (A) y A-C (B), en el rango de concentracién de 0,0-
0,5 %p/p, sobre el tiempo de vida media de drenaje (15, S) 0 estabilidad estatica de las espumas
como una funcién del GH del WPI. Simbolos sistemas Prot:PS: (m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1

%p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Temperatura 20 °C, pH 7, and | 0,05M.
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La Figura 5.55A presenta el efecto de AS (en el rango de concentracion de 0,0-0,5
%p/p) sobre el tiempo de vida media (t1/2, S) de las espumas como una funcion del GH
(0,0-5,0 %) del WPI. Se observo que el aumento de la concentracion de AS produjo un
incremento de la magnitud de ty, para el WPI1 y encontro un valor méximo para H1. Sin
embargo, el aumento gradual del GH provocé una reduccién dramatica de los valores de
t12 de las espumas de los sistemas mixtos.

Por otro lado, el efecto de A-C (en el rango de concentracion de 0,0-0,5 %p/p)
sobre el tiempo de vida media (t1/2, s) de las espumas como una funcién del GH (0,0-5,0
%) del WPI, se presenta en la Figura 5.55B. Se observd que el aumento gradual de la
concentracion de A-C y del GH provocé un incremento en la magnitud de t;,. Ademas,
se observo que la estabilidad de las espumas de los sistemas mixtos con A-C fue mayor
que la de los sistemas mixtos con AS. De manera similar que para el caso de los
sistemas WPC/PS (comentados y discutidos en la Seccién 5.1.3.2), el aumento de la
viscosidad, debido al incremento de la concentracion de PS en la fase continua, podria
ejercer algin rol sobre la estabilidad de las espumas de hidrolizados de WPI,
especialmente para los sistemas mixtos conteniendo A-C. Sin embargo, la estabilidad
global de estas espumas podria interpretarse considerando otros factores (ademas de la
viscosidad de la fase continua) tales como las caracteristicas reoldgicas interfaciales de
las peliculas de los sistemas mixtos (a largos 6). Estas caracteristicas, a su vez, podrian
estar estrechamente vinculadas con las interacciones macromoleculares, tanto en la
subfase acuosa continua como en el entorno de la interfase aire-agua, tal como se ha

discutido en varias secciones de la presente Tesis Doctoral. Asi, la naturaleza de las
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interacciones entre biopolimeros podria tener una gran repercusion sobre la estabilidad
de las espumas de estos sistemas mixtos.

Las Figuras 5.56 y 5.57 presentan el efecto de los PS (en el rango de
concentracion de 0,0-0,5 %p/p) sobre la magnitud de los tiempos de relajacién
correspondientes a los mecanismos de drenaje/regeneracion marginal (tg) vy
desproporcion/colapso de burbujas (tg4c) de las espumas como una funcion del GH (0,0-
5,0 %) del WPI. En ausencia de PS, se observé que el valor de tq. de las espumas de
WPI aumento con el incremento del GH alcanzando un valor maximo a nivel GH = 3,0
% (H2) y que el valor de ty fue de menor magnitud comparado con tq.. Tal como se ha
comentado y discutido en la Seccion 5.2.3.2, el comportamiento observado, indicaria
que la estabilidad estatica de las espumas de hidrolizados seria mayormente atribuida a
un aumento de la estabilidad frente al mecanismo de desproporcidn/colapso de
burbujas.

Por otro lado, la presencia de PS afectd notablemente los valores de tq Y tqc de las
espumas de hidrolizados dependiendo del tipo de PS, de su concentracion relativa en
solucion y del GH del WPI. Se observé que la evolucion de los valores de ty y tg. con el
GH presento, practicamente, la misma tendencia que la de los valores de ti, Este
hallazgo sugeriria que la estabilidad estatica observada en las espumas de los sistemas
mixtos (estimada a partir de los valores de ti,) podria deberse tanto a una mayor
estabilidad frente al drenaje/regeneracion marginal como a la desproporcién/colapso de
burbujas. La variacion en los valores de ty (estabilidad frente a drenaje/regeneracion
marginal) podria relacionarse mayormente con el efecto estabilizante de los PS a través
de su aporte a la viscosidad de la fase acuosa continua. Sin embargo, en todos los casos

se observd que la magnitud de los valores de ty. fue mayor que la de los valores de tg,
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indicando que la velocidad de drenaje/regeneracion marginal fue mayor que la de

desproporcion/colapso de burbujas.
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Figura 5.56. Efecto de la concentracion de AS (A) y A-C (B), en el rango de concentracion de 0,0-
0,5 %p/p, sobre el tiempo de relajacion correspondiente a la cinética de drenaje gravitacional de
liquido y regeneracién marginal (tg, s) de las espumas como una funcién del GH del WPI.
Simbolos sistemas Prot:PS: (m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Temperatura

20°C,pH 7,and | 0,05M.
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Figura 5.57. Efecto de la concentracién de AS (A) y A-C (B), en el rango de concentracién de 0,0-
0,5 %p/p, sobre el tiempo de relajacién correspondiente a la cinética de desproporcion de burbujas
y colapso (tg, s) de las espumas como una funcion del GH del WPI. Simbolos sistemas Prot:PS:

(m) 1,0:0,0 %p/p, (®) 1,0:0,1 %p/p, (A) 1,0:0,5 %p/p. Temperatura 20 °C, pH 7, and | 0,05M.
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Relacion entre la estabilidad de espumas y las caracteristicas interfaciales a largos 8

Los resultados encontrados sugeririan que la estabilidad de las espumas de
hidrolizados en presencia de los PS (en el rango de concentracion evaluado) podria estar
vinculada con las caracteristicas viscoelasticas de las peliculas interfaciales a largos 6.
Para comprobar esta hipdtesis el parametro ti, fue relacionado con la elasticidad
dilatacional superficial final, E4 (a 10.800 s de adsorcion interfacial) de las peliculas
interfaciales (Carrera Sanchez y Rodriguez Patino, 2005; Rodriguez Patino y col.,

2007b). Esta relacion se presenta en la Figura 5.58.
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Figura 5.58. Efecto de la elasticidad dilatacional superficial final, E4, de las peliculas de los
sistemas WPC/PS y WPI/PS en el rango de concentracion de PS de 0,0-1,0 % p/p, sobre el
tiempo de vida media o estabilidad estatica, t;,. Simbolos: WPC/AS (m), WPI/AS (o), WPC/A-

C (@), WPI/A-C (O). Concentracion de proteina 1,0 %p/p, temperatura 20 °C, pH 7 y 1 0,05 M.

260



Capitulo 5. Resultados y Discusion

Se observd que la estabilidad estatica de las espumas de los sistemas mixtos
aumento con la elasticidad dilatacional inicial de las peliculas interfaciales confirmando
que las caracteristicas interfaciales (mecanicas) a largos 6 de adsorcidn son relevantes
para la estabilidad de espumas de hidrolizados de WPI en los sistemas mixtos.

Finalmente, en presencia de PS, las interacciones biopoliméricas que promueven
una mayor o menor elasticidad dilatacional de las peliculas interfaciales (a largos 0),
podrian provocar un aumento (sistemas WPI/PS, H1/PS, H2/A-C y H3/A-C) o una
reduccion (sistemas H2/AS y H3/AS) de la estabilidad de las espumas de hidrolizados
de WPI, respectivamente, dependiendo de la concentracion de PS, de la extension del

tratamiento enzimatico limitado y/o del efecto combinado de ambos factores.
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En primer lugar, la presente Tesis Doctoral abordd el estudio del efecto de la
adicion de dos polisacaridos anidnicos no superficialmente activos (PS), alginato de
sodio (AS) y A-carragenina (A-C), en el rango de concentracion de 0,0-1,0 %p/p, sobre
las propiedades interfaciales y espumantes de un concentrado de proteinas de suero
lacteo industrial (WPC), en condiciones de pH neutro y fuerza ionica 0,05 M. Las
conclusiones derivadas de este estudio fueron:

<> La adicion de los PS afectd fuertemente la dindmica molecular del WPC
en solucion acuosa. Aunque la complejidad quimica del WPC pudo haber hecho maés
dificil la interpretacion de los eventos moleculares en los sistemas WPC/AS y WPC/\-
C, los estudios complementarios realizados revelaron diferencias significativas en el
comportamiento de interaccion de ambos tipos de sistemas, dependiendo de la
estructura quimica del PS y de su concentracion en la fase acuosa y de las distintas
fracciones proteicas (nativa y desnaturalizada o agregada) presentes en la muestra de
WPC. Los sistemas WPC/AS se caracterizaron por presentar un comportamiento de
segregacion y agregacion de la proteina en solucion debido a la incompatibilidad
termodindmica entre el WPC y AS. Por otro lado, los sistemas WPC/A-C se
caracterizaron por presentar interacciones electrostaticas atractivas que dieron lugar a la
formacion de complejos WPC-A-C solubles.

X La adicion de PS modifico la dindmica de formacion de peliculas de
WPC debido a la existencia de interacciones macromoleculares entre los biopolimeros,
tanto en la subfase acuosa como en el entorno de la interfase aire-agua. Dichas
interacciones tuvieron un fuerte impacto sobre la cinética de adsorcion interfacial

(velocidad de difusion, penetracion y reordenamiento), las caracteristicas viscoelasticas
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de las peliculas y la estructuracion interfacial del WPC, dependiendo de la estructura
quimica del PS, de su concentracion en solucion y del tiempo de adsorcién. En los
sistemas WPC/AS, la existencia de fendmenos segregativos debido a la
incompatibilidad termodindmica entre los biopolimeros repercutieron de manera
compleja sobre la formacién y las caracteristicas viscoelasticas de la pelicula de WPC.
A elevada concentracion de AS, se observo un deterioro de las propiedades mecanicas
interfaciales debido al colapso de la monocapa de WPC adsorbido. Sin embargo, en los
sistemas WPC/A-C, la formacion de complejos electrostaticos WPC-A-C solubles tuvo
un mejor control de las caracteristicas interfaciales (cinéticas y mecanicas) de la pelicula
de WPC favorecido por el aumento de la concentracién de A-C y del tiempo de
adsorcion.

X En ausencia de PS, el WPC present6 una pobre capacidad espumante
debido a su elevado contenido de grasa residual (8,0 %p/p). Sin embargo, la adicion de
PS, mejor0 la formacion y la estabilidad de sus espumas, alcanzando, en algunos casos,
un comportamiento espumante comparable con el WPI. Las propiedades espumantes
(formacion y estabilidad) de los sistemas WPC/PS se relacionaron con las
caracteristicas interfaciales (cinéticas y reoldgicas) de las peliculas. Dichas propiedades
pudieron explicarse en términos de la existencia de interacciones macromoleculares
sinérgicas (segregacion y/o complejacion) entre el WPC y los PS, tanto en solucién
como en el entorno interfacial, cuya naturaleza dependié del tipo de PS y de su
concentracion en solucién. La capacidad espumante y la estabilidad de las espumas de
los sistemas mixtos fueron mas elevadas para los sistemas WPC/A-C respecto de los

sistemas WPC/AS. Este hallazgo sugiere que las interacciones que promueven la
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formacion de complejos solubles podrian ser mas efectivas para el mejoramiento de las
propiedades interfaciales y espumantes del WPC comparadas con las interacciones que
conducen a la segregacién y agregacion del WPC debido a la incompatibilidad
termodinamica entre los biopolimeros.

En segundo lugar, la presente Tesis Doctoral abordd el estudio del efecto de un
tratamiento enzimatico limitado con a-quimiotripsina Il, en el rango de grado de
hidrolisis (GH) de 0,0-5,0 %, sobre las propiedades interfaciales y espumantes de un
WPI, en condiciones de pH neutro y fuerza iénica 0,05 M. Las conclusiones de este
estudio fueron:

<> La hidrdlisis enziméatica limitada modifico la estructura del WPI
provocando, principalmente, una reduccion del tamafio molecular de la proteina y una
mayor exposicion de sus residuos hidrofobicos, ocluidos en el interior de la misma,
hacia el solvente acuoso.

<> Las modificaciones estructurales del WPI tuvieron una gran repercusion
sobre las propiedades en el equilibrio y dinamicas de la pelicula interfacial. La hidrolisis
enzimatica limitada provocd un incremento de la actividad superficial, de los
parametros cinéticos de adsorcion (velocidad de difusion, penetracion 'y
reordenamiento) y de la elasticidad (caracter solido) de la pelicula de WPI adsorbido
sobre la interfase aire-agua.

<> Un pequeiio GH (1,0 %) fue suficiente para aumentar la capacidad
espumante del WPI. Sin embargo, la estabilidad de las espumas fue méaxima a nivel de
un GH de 3,0%. Las propiedades espumantes (formacion y estabilidad) de los
hidrolizados de WPI se relacionaron con las caracteristicas interfaciales (cinéticas y

reoldgicas) de las peliculas. EI aumento de la capacidad espumante de los hidrolizados
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pudo explicarse en términos de una mayor difusion hacia la interfase y de una mayor
elasticidad inicial de las peliculas interfaciales; mientras que el aumento de la
estabilidad de las espumas de los hidrolizados se relaciond con un incremento de la
elasticidad de las peliculas a largos tiempos de adsorcién.

Por Gltimo, la presente Tesis Doctoral abordo el estudio del efecto de la adicion de
dos polisacaridos anionicos no superficialmente activos (PS), alginato de sodio (AS) y
A-carragenina (A-C), en el rango de concentracion de 0,0-,0,5 %p/p, sobre las
propiedades interfaciales y espumantes de hidrolizados de WPI, en condiciones de pH
neutro y fuerza ionica 0,05 M. Las conclusiones derivadas de este estudio fueron:

<> La adicion de los PS afecto fuertemente la dindmica molecular de los
hidrolizados de WPI en solucidn acuosa. Los estudios realizados revelaron diferencias
significativas en el comportamiento de interaccion de los sistemas mixtos. La fuerza y
naturaleza de estas interacciones dependieron del tipo de PS, de su concentracion en
solucion, del GH del WPI y/o de la accion combinada de estos factores. Altas
concentraciones de PS promovieron, por un lado, un aumento de la hidrofobicidad
superficial de los hidrolizados a bajos GH (0,0-1,0 %) debido a una elevada repulsién
electrostatica entre los biopolimeros y, por otro lado, una disminucién de la
hidrofobicidad superficial a elevados GH (3,0-5,0 %) debido a fendmenos segregativos
y/o de complejacion.

<> La adicion de PS provoco diferentes efectos sobre las propiedades
interfaciales y espumantes (formacion y estabilidad) de los hidrolizados de WPI en
relacién con la dinamica de interaccion entre los biopolimeros, tanto en la subfase
acuosa como en el entorno de la interfase aire-agua. Dichas interacciones tuvieron un

fuerte impacto sobre la cinética de adsorcion interfacial (velocidad de difusion,
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penetracién y reordenamiento), las caracteristicas viscoelasticas de las peliculas y la
estructuracion interfacial de los hidrolizados. A bajos GH (0,0-1,0 %), el incremento de
la concentracién de PS mejord las caracteristicas cinéticas, viscoelasticas y espumantes
de los hidrolizados debido a la existencia de interacciones macromoleculares sinérgicas
entre los biopolimeros. Sin embargo, a elevados GH (3,0-5,0 %), las caracteristicas
cinéticas, viscoelasticas y espumantes de los hidrolizados dependieron,
fundamentalmente, del tipo de PS. Asi, el aumento de la concentracion de AS en la
subfase acuosa provoc6 un deterioro de las caracteristicas interfaciales (cinéticas y
viscoelasticas) debido a interacciones biopoliméricas que promovieron una menor
disponibilidad de los hidrolizados para su adsorcion interfacial. Sin embargo, el
incremento de la concentracion de A-C en la subfase acuosa provoc6 un mejor control
de las caracteristicas cinéticas y viscoelasticas de las peliculas de los hidrolizados,
principalmente, a largos tiempos de adsorcion.

<> La adicion de PS, afectdo fuertemente a las propiedades espumantes
(formacion y estabilidad) de los hidrolizados de WPI dependiendo de la concentracion de
PS, de la extension del tratamiento enzimatico limitado y/o del efecto combinado de ambos
factores. Dichas propiedades se relacionaron con las caracteristicas interfaciales
(cinéticas y reoldgicas) de las peliculas interfaciales y con la dindmica de interaccion
entre los biopolimeros. Asi, las interacciones que promueven una mayor 0 menor
disponibilidad de los hidrolizados para su adsorcion interfacial podrian provocar un
aumento (en los sistemas WPI/PS y H1/PS) o una reduccion (en los sistemas H2/PS y
H3/PS) de la capacidad espumante, respectivamente. Por otra parte, las interacciones
biopoliméricas que promueven una mayor o menor elasticidad de las peliculas interfaciales

(a largos tiempos de adsorcion), podrian provocar un aumento (sistemas WPI/PS, H1/PS,
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H2/A-C y H3/L -C) o una reduccion (sistemas H2/AS y H3/AS) de la estabilidad de las
espumas de hidrolizados de WPI, respectivamente.

En general, los resultados encontrados en la presente Tesis Doctoral confirmaron
las hipdtesis planteadas sobre el control de las propiedades espumantes de proteinas de
suero lacteo a través del conocimiento de su comportamiento de adsorcion interfacial
(cinético y reoldgico) y de las interacciones con otros ingredientes de la matriz
alimenticia (tanto en la subfase acuosa como en el entorno de la interfase aire-agua),
tales como los polisacaridos.

Los conocimientos basicos y aplicados aportados en esta investigacion podrian ser
de interés practico para el desarrollo de nuevos productos a base de proteinas de suero
lacteo, para el mejoramiento de los existentes o para la industria alimentaria en general.
Ademas, los avances en el desarrollo de nuevos ingredientes a partir de estas proteinas,
ya sea mediante estrategias de formulacion (adicion de PS), hidrolisis enzimatica
limitada y/o combinacion de ambas, podrian diversificar y aumentar su utilizacion

beneficiando al sector industrial de nuestro pais.
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o-LA

B-LG

Oi

ADO

AA

AA/A

AE

AGm

AHwm

ASy

AP

AWij

Grado de disociacion de grupos a-NH,
Alfa-lactoalbimina
Beta-lactoglobulina

Concentracion superficial

Parametro de solubilidad

Variacion de densidad Optica
Variacion de area interfacial

Amplitud de deformacion dilatacional
Variacion de energia de vaporizacion
Variacion de energia libre de mezclado
Variacion de entalpia de mezclado
Variacion de entropia de mezclado
Variacion de presion

Variacion de energia de interaccion entre dos
componentesiy j

Angulo de fase

Relacion entre el angulo de fase y la presion
superficial
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n Viscosidad de una disolucion

Mo Viscosidad del solvente puro

Ns Viscosidad superficial de cizalla

0 Tiempo de adsorcion interfacial

1-C lota-carragenina

k-C Kappa-carragenina

A-C Lambda-carragenina

A-C-AM Complejo metacromatico entre A-C y azul de
metileno

AM Longitud de onda a nivel del pico de maxima
intensidad de fluorescencia del Trp

T Presion superficial

Tleq Presion superficial de equilibrio

7010.800 Presion superficial a 10.800 s

c Tension superficial

Go Tension superficial del solvente puro

Ceg Tension superficial de equilibrio

0 Fraccién de volumen de biopolimeros
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Pi

Xii

AM

ANS

AS

AS-AM

BSA

Co

Ct

CN

DO

DSC

Fraccion de volumen del componente i
Parametro de interaccion o segundo coeficiente
virial entre dos componentes iy j

Frecuencia angular

Azul de metileno

Acido 1-anilino-8-naftalen sulfonico

Alginato de sodio

Complejo metacromatico entre AS y azul de
metileno

Albumina sérica bovina

Concentracion de proteina en la subfase acuosa
Conductividad relativa de espumas

Caseinas

Coeficiente de difusion

Densidad oOptica

Calorimetria diferencial de barrido

Maodulo dilatacional superficial

Curva caracteristica 0 méster de una proteina
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Eq

Eai

Eat

Ev

GH

GMP

GRAS

H1

H1/AS

H1:0,1AS

H1:0,5AS

H1/A-C

H1:0,1A-C

H1:0,5A-C

H1/PS

Componente elastica de E o elasticidad dilatacional
superficial

Elasticidad dilatacional superficial a cortos
tiempos de adsorcion

Elasticidad dilatacional superficial a largos
tiempos de adsorcion

Componente viscosa de E o viscosidad dilatacional
superficial

Acido a-L-gulurénico

Grado de hidrolisis

Glicomacropéptido

Generalmente reconocido como seguro

Hidrolizado de WPl al GH=1,0 %

Sistemas mixtos formados por H1 + AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H1 + 0,1
%p/p de AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H1 + 0,5
%p/p de AS

Sistemas mixtos formados por H1 + A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H1 + 0,1
%p/p de A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H3 + 0,5
%p/p de A-C

Sistemas mixtos formados por H1 + PS
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H2

H2/AS

H2:0,1AS

H2:0,5AS

H2/)A-C

H2:0,1A-C

H2:0,51-C

H2/PS

H3

H3/AS

H3:0,1AS

H3:0,5AS

H3/A-C

H3:0,1A-C

H3:0,5A-C

H3/PS

Hidrolizado de WPI al GH = 3,0 %

Sistemas mixtos formados por H2 + AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H2 + 0,1
%p/p de AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H2 + 0,5
%p/p de AS

Sistemas mixtos formados por H2 + A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H2 + 0,1
%p/p de A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H2 + 0,5
%p/p de A-C

Sistemas mixtos formados por H2 + PS

Hidrolizado de WPl al GH =5,0 %

Sistemas mixtos formado H3 + AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H3 + 0,1
%p/p de AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H3 + 0,5
%p/p de AS

Sistema mixtos formado H3 + A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H3 + 0,1
%p/p de A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de H3 + 0,5
%p/p de A-C

Sistemas mixtos formados por H3 + PS
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Kr

Ksv

MFC

NSI

OFC

PAGE

Fuerza ionica

Intensidad de Fluorescencia del Trp
Inmunoglobulinas

Constante de velocidad de difusion
Constante de velocidad de difusion aparente
Constante de velocidad de penetracion
Constante de velocidad de reordenamiento
Constante de Stern-Volmer

Constante de Boltzman (1,38.10%% J.K™)
Numero total de uniones peptidicas
Lactoferrina

Acido b-D-manuronico

Microscopia de fluorescencia confocal
indice de solubilidad de nitrgeno
Capacidad espumante global

Electroforesis en geles de poliacrilamida

275



Nomenclatura

PS

i

So

SE-HPLC

SDS

SH

S-S

UF

te

tq

tdc

Tq

u.a.

Punto isoeléctrico

Polisacaridos

NUmero de segmentos de interaccion
Constante de los gases (8,3144 J.mol™.K™)
Hidrofobicidad superficial

Excl_u,sién molecular-cromatografia liquida de alta
presion

Dodecil-sulfato de sodio

Grupo sulfidrilo libre

Puente disulfuro

Temperatura absoluta

Ultrafiltracion

Tiempo de vida media o estabilidad estatica de

espumas

Tiempo de relajacion correspondiente a la cinética
del mecanismo de drenaje/regeneracion marginal

Tiempo de relajacion correspondiente a la cinética
del mecanismo de desproporcion/colapso
Temperatura de desnaturalizacion

Unidades arbitrarias
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UV/Vis

WPC

WPC/AS

WPC:0,1AS

WPC:0,5AS

WPC:AS

WPC/A-C

WPC:0,11-C

WPC:0,51-C

WPC:A-C

WPC/PS

WPI

WPIAS

WPI:0,1AS

WPI:0,5AS

WPI:AS

Ultravioleta/Visible

Concentrado de proteinas de suero lacteo

Sistemas mixtos formados por WPC + AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPC +
0,1 %p/p de AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPC +
0,5 %p/p de AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPC +
1,0 %p/p de AS

Sistemas mixtos formados por WPC + A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPC +
0,1 %p/p de A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPC +
0,5 %p/p de A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPC +
01,0%p/p de A-C

Sistemas mixtos formados por WPC + PS

Aislado de proteinas de suero lacteo

Sistemas mixtos formados por WPI + AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPI + 0,1
%p/p de AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPI + 0,5
%p/p de AS

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPI + 1,0
%p/p de AS

277



Nomenclatura

WPI/A-C

WPI:0,11-C

WPI:0,5A-C

WPI:A-C

WPI/PS

Sistemas mixtos formados por WPI1 + A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPI + 0,1
%p/p de A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPI + 0,5
%p/p de A-C

Sistema mixto formado por 1,0 %p/p de WPI +
01,0%p/p de A-C
Sistemas mixtos formados por WP1 + PS

NuUmero de coordinacién
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APENDICE |

CALCULO DE LA TENSION SUPERFICIAL DINAMICA POR EL METODO

DE GOTA PENDIENTE AXISIMETRICA

La tension superficial dinamica, o, se calculd por medio del analisis del perfil de
la gota en funcion del tiempo de acuerdo al método descripto por Rodriguez Nifio y
Rodriguez Patino (2002). Del perfil completo de la gota se puede calcular el valor de la
tension superficial en un periodo de tiempo muy corto y con una gran precision. Para
determinar la tension interfacial y el angulo de contacto se emplea la correlacion entre
las coordenadas de la forma de la gota y la ecuacion de Gauss-Laplace (Anastasiadis y
col., 1987; Cheng y col., 1990; del Rio y Neumann, 1997).

La ecuacion de Gauss-Laplace se describe como:
1d 2
;E(x. sen @) = o C.z (Ec. Al1.1)

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/c, donde 6 es la tension
interfacial, Ap es la diferencia entre las densidades de las dos fases y g es la aceleracion

de la gravedad).
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Figura Al.1. Definicién de coordenadas y parametros caracteristicos

de una gota pendiente axisimétrica.

Por otro lado, el perfil de una gota axisimétrica puede calcularse en coordenadas
adimensionales a partir de las siguientes ecuaciones (Rotenberg y col., 1983; del Rio y

Neumann, 1997):

de/dS = 2-BY -sen¢/X (Ec. Al.2)
dX/dS = coso (Ec. A1.3)
dY/dS = sen¢ (Ec. Al.4)

donde X, Y y S son las coordenadas adimensionales obtenidas al dividir x (coordenada
horizontal), y (coordenada vertical), s (longitud del perfil medido por el arco de
curvatura y el eje y) por el radio de curvatura, R,, respectivamente. El parametro 8 =

ApgRo?/o, contiene la diferencia de densidades de las fases (Ap), o es la tension
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superficial del liquido y g es una constante. La definicion de todas las coordenadas y de
los parametros caracteristicos de una gota axisimétrica se presenta en la Figura Al.1.
La tension superficial (o) se puede calcular teniendo en cuenta las dimensiones

caracteristicas de la gota, De y Ds a partir de la siguiente relacion (Girault y col., 1984):

ApgRo?/c = 0.02664 + 0.62945[(Ds/ De)?] (Ec. AL.5)

Una relacion mejorada para el célculo de o fue propuesta por Hansen y Rosdrud

(1991):

ApgR%6=0.12836-0.7577(Ds/Dg)+1.7713(Ds/Dg)*-0.5426(Ds/De)’ (Ec.

AL.6)

Para valores de B comprendidos entre los valores 0.1 y 0.5 se propone el uso del

siguiente polinomio para el célculo de R, (Hansen y Rodsur, 1991):

De/2Ro = 0.9987 + 0.1971p - 0.0734p+ 0.34708p°

(Ec. AL.7)

Con este sistema de ecuaciones (Ecuaciones Al.2-4) puede calcularse la tension

superficial directamente a partir de las dimensiones caracteristicas de la gota, Dg y Ds.

El dispositivo experimental cuenta con un programa informatico que puede realizar
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automaticamente la deteccion de la gota, el calculo de sus coordenadas y el ajuste de las

mismas a la ecuacion de Gauss-Laplace.
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APENDICE Il

COMPORTAMIENTO REOLOGICO DILATACIONAL SUPERFICIAL DE

LOS SISTEMAS ESTUDIADOS

60 60
/'\\ D
N e ——— SO 1 40
° [e}
) S 3
g 1 g
% 20 % 20{ 1
510 810
0 0
0 2000 4000 6000 8000 1000012000
0(s)
60 60 n T T
0
|\ L
Tt —— 5
D 40 D 40
° °
< 30 S 304 ,
7 S - LR s o AP, X
= S 20l 8 pyvyy Adddads, |
£ 2 = = v AR A abd
N \©
S 104 S 10
o g
0

0
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 0 2000 40009%0)00 8000 10000 12000
9 (s) S

Figura A2.1. Efecto de la concentracion de AS (en el rango de 0,0-1,0 %p/p) sobre la evolucion
temporal de los pardmetros reolégicos: modulo dilatacional superficial, E (m), componente
elastica de E o elasticidad dilatacional superficial, E; (®), componente viscosa de E o
viscosidad dilatacional superficial, E, (¥) y angulo de fase, ¢ (A) de las peliculas de WPC
adsorbido sobre la interfase aire-agua. Concentracién de AS: 0,0 %p/p (A), 0,1 %p/p (B), 0,5
%p/p (C) y 1,0 %p/p (D). Concentracion de WPC 1,0 %p/p. Amplitud de deformacion (AA/A)

10 %, Frecuencia angular () 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M.
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Figura A2.2. Efecto de la concentracion de A-C (en el rango de 0,0-1,0 %p/p) sobre la
evolucion temporal de los pardmetros reoldgicos: modulo dilatacional superficial, E (m),
componente eléastica de E o elasticidad dilatacional superficial, Eq4 (®), componente viscosa de
E o viscosidad dilatacional superficial, E, (V) y angulo de fase, ¢ (A) de las peliculas de WPC
adsorbido sobre la interfase aire-agua. Concentracion de A-C: 0,0 %p/p (A), 0,1 %p/p (B), 0,5
%p/p (C) y 1,0 %p/p (D). Concentracion de WPC 1,0 %p/p. Amplitud de deformacion (AA/A)

10 %, Frecuencia angular () 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M.

285



Apéndices

80 A 80 B

@ 10 @ 70

8 8

500 18 ’
8% E

8 40 )

B ol 5

% 30 %

g 20 18

"0} - ORI |

Y 10 N
0 2000 4000 6000 8000 1000012000 0 2000 4000 6000 8000 1000012000
0(s) 0(s)
80 C T T T T T 80 D T T T

g 10 1 70
2
S

o

o

%]

£

[5)

£
‘G

S
o
0 2000 4000 6000 8000 10000

0(s) 0(s)

Figura A2.3. Efecto del GH (en el rango de 0,0-5,0 %) sobre la evolucion temporal de los
parametros reoldgicos: médulo dilatacional superficial, E (m), componente eléstica de E o
elasticidad dilatacional superficial, E4 (®), componente viscosa de E o viscosidad dilatacional
superficial, E, (V) y angulo de fase, ¢ (A) de las peliculas de WPI adsorbido sobre la interfase
aire-agua. GH: 0,0 % (A), 1,0 % (B), 3,0 % (C) y 5,0 % (D). Concentracién de proteina 1,0
%p/p. Amplitud de deformacion (AA/A) 10 %, Frecuencia angular () 100 mHz, Temperatura

20 °C, pH 7, y 1 0,05M.
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Figura A2.4. Efecto de la concentracion de PS (en el rango de 0,0-0,5 %p/p) sobre la evolucién
temporal de los pardmetros reolégicos: modulo dilatacional superficial, E (m), componente
elastica de E o elasticidad dilatacional superficial, E; (®), componente viscosa de E o
viscosidad dilatacional superficial, E, (V) y angulo de fase, ¢ (A) de las peliculas de WPI
adsorbido sobre la interfase aire-agua. Sistemas mixtos WPI:AS: 1,0:0,1 %p/p (A), 1,0:0,5 %
(B). Sistemas mixtos WPIL:A-C: 1,0:0,1 %p/p (C), 1,0:0,5 % (D). Amplitud de deformacion

(AA/A) 10 %, Frecuencia angular (») 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M.

287



Apéndices

80 A 80
70 1 70

g 60 { e ]

8 50 850

(@] -

S 40 8 40

[72) —

S 30 £ 30

£ ] €2 ]

p-

g 10 “ 10

0 0
0 2000 4000 6000 8000 1000012000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
0(s)

80 —~ !
701 =

g £ 60

8 8 50

o o

& L 40

[70) [72]

€ 0] f € ]

g XXXXXXXXX | & 2 TEXXXTEX |

& 10 & 10
0

0 2000 4000 6000 8000 1000012000 0 2000 4000 6000 8000 1000012000
0(s) 0(s)

Figura A2.5. Efecto de la concentracion de PS (en el rango de 0,0-0,5 %p/p) sobre la evolucion
temporal de los pardmetros reolégicos: modulo dilatacional superficial, E (m), componente
elastica de E o elasticidad dilatacional superficial, E; (®), componente viscosa de E o
viscosidad dilatacional superficial, E, (V) y angulo de fase, ¢ (A ) de las peliculas de H1 (GH =
1,0 %) adsorbido sobre la interfase aire-agua. Sistemas mixtos H1:AS: 1,0:0,1 %p/p (A), 1,0:0,5
% (B). Sistemas mixtos H1:A-C: 1,0:0,1 %p/p (C), 1,0:0,5 % (D). Amplitud de deformacion

(AA/A) 10 %, Frecuencia angular (®) 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M.
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Figura A2.6. Efecto de la concentracion de PS (en el rango de 0,0-0,5 %p/p) sobre la evolucién
temporal de los pardmetros reolégicos: modulo dilatacional superficial, E (m), componente
elastica de E o elasticidad dilatacional superficial, E; (®), componente viscosa de E o
viscosidad dilatacional superficial, E, (V) y angulo de fase, ¢ (A ) de las peliculas de H2 (GH =
3,0 %) adsorbido sobre la interfase aire-agua. Sistemas mixtos H2:AS: 1,0:0,1 %p/p (A), 1,0:0,5
% (B). Sistemas mixtos H2:A-C: 1,0:0,1 %p/p (C), 1,0:0,5 % (D). Amplitud de deformacion

(AA/A) 10 %, Frecuencia angular (») 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M.
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Figura A2.7. Efecto de la concentracion de PS (en el rango de 0,0-0,5 %p/p) sobre la evolucién
temporal de los pardmetros reolégicos: modulo dilatacional superficial, E (m), componente
elastica de E o elasticidad dilatacional superficial, E; (®), componente viscosa de E o
viscosidad dilatacional superficial, E, (V) y angulo de fase, ¢ (A ) de las peliculas de H3 (GH =
3,0 %) adsorbido sobre la interfase aire-agua. Sistemas mixtos H3:AS: 1,0:0,1 %p/p (A), 1,0:0,5
% (B). Sistemas mixtos H3:A-C: 1,0:0,1 %p/p (C), 1,0:0,5 % (D). Amplitud de deformacion

(AA/A) 10 %, Frecuencia angular (») 100 mHz, Temperatura 20 °C, pH 7, y 1 0,05M.
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