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RESUMEN

Las caseinas y su correspondiente sal de sodio y calcio son ampliamente utilizadas en la
industria alimentaria debido a sus propiedades fisicoquimicas, nutricionales y funcionales, las
cuales las convierten en ingredientes valiosos en formulaciones alimenticias complejas. Por otra
parte, el suero lacteo constituye cerca de 85-90% del volumen de leche usado para elaborar
quesos, y retiene un 55% de los nutrientes. Las proteinas del lactosuero han llamado la atencion
por su elevado valor biologico en relaciéon a otras proteinas, y por su elevado contenido en
cisteina que auxilia en funciones antioxidantes.

Mediante hidrolisis quimica o enzimadtica, las proteinas son escindidas en aminoécidos
libres y/o péptidos de diferentes tamaiios. La hidrdlisis enzimatica bajo condiciones moderadas
de pH (6-8) y de temperatura (40-60 °C) hace posible el obtener componentes nutricionales
bioactivos con propiedades funcionales aumentadas. Esta hidrolisis busca optimizar Ia
estabilidad térmica, disminuir la alergenicidad, producir biopéptidos, modelar la cantidad y
tamafo de los péptidos para dietas especiales, y modificar las propiedades funcionales tales
como gelacion, emulsificacion y formacion de espumas.

En los ultimos afios, se ha evidenciado que las proteinas lacteas son fuente de péptidos
bioactivos con potencial beneficio para la salud. Estos péptidos estan inactivos dentro de la
secuencia proteica de origen y pueden ser liberados durante el procesamiento del alimento o
digestion gastrointestinal. Una vez liberados, los péptidos poseen diversas actividades biologicas,
entre las cuales se destacan actividades regulatorias de los sistemas gastrointestinal, inmune,
cardiovascular y nervioso.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar las propiedades estructurales, funcionales y
bioldgicas de hidrolizados de caseinas/caseinatos de origen bovino y ovino y proteinas del suero
lacteo bovino obtenidos por hidrélisis enzimatica con proteasas de origen bacteriano. Las
proteasas, denominadas P7 y P45, consistieron en pooles enzimaticos obtenidos a partir de
bacterias identificadas filogenéticamente como linajes de Bacillus sp. P7 y sp. P45
respectivamente, que habitan en el tracto intestinal del pez Piaractus mesopatamicus.

En primer lugar, se caracterizaron las suspensiones acuosas de caseinato de sodio
(NaCAS), evaluando la estabilidad coloidal de las mismas en ausencia y en presencia de iones
calcio; determindndose la composicion proteica, los cambios de tamafo medio y el volumen

especifico parcial de los agregados coloidales solubles. Ademas, se estudiaron los cambios
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conformacionales de dichos agregados mediante la determinacion de la hidrofobicidad
superficial y los espectros de fluorescencia de los fluordforos intrinsecos proteicos.

Comparativamente, se encontré que los agregados ovinos de caseinato de calcio fueron
menos estables que los agregados bovinos. La diferencia observada podria deberse a la
composicion proteica de los agregados y una mayor cantidad de grupos fosfoserinas que actian
como sitios de unidn al calcio. Estos estudios permitieron evaluar el estado inicial de las caseinas
bovinas y ovinas previo a la hidrolisis enzimadtica, adquiriendo una mejor comprension de su
comportamiento frente al i6n calcio.

En segundo lugar, se obtuvieron los pooles enzimaticos a partir del cultivo en medios
nutritivos econdémicos de los Bacillus sp. P7 y sp. P45, a los cuales se los denomindé PEP7 y
PEP4S5, respectivamente. Se determino la actividad enzimatica de los mismos usando azocaseina
como sustrato.

Luego, se realizo la hidrolisis de muestras de NaCAS bovino y ovino y de aislados de
proteinas de lactosuero con PEP7 y PEP45, a diferentes tiempos de hidrélisis. Los hidrolizados
obtenidos en cada caso fueron caracterizados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y
estudios espectrofotométricos y espectrofluorimétricos.

Se determind la actividad antioxidante de los hidrolizados mediante la capacidad de
captura del radical acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS'"), el ensayo de
captura del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH"), la actividad quelante del cation ferroso y
del poder reductor. Ademas, se evaluo6 la actividad antibacteriana y antifingica.

En general, los hidrolizados proteicos evidenciaron actividad antioxidante. Dicha
actividad puede proteger a los sistemas bioldgicos contra el dafio vinculado al estrés oxidativo en
casos de enfermedad. Estos hidrolizados antioxidantes pueden emplearse para prevenir las
reacciones de oxidacion, tales como la peroxidacion lipidica, que conducen al deterioro de los
alimentos. Ademads, evidenciaron propiedades antimicrobianas contra microorganismos
causantes de intoxicaciones alimentarias y del deterioro de los alimentos y que también son
patégenos oportunistas, agregando de esta forma calidad y seguridad en los productos
alimenticios. Adicionalmente, la inhibicion de hongos filamentosos podria representar una
aplicacion adicional como un nuevo agente antifungico.

También se estudio la capacidad de estos hidrolizados, obtenidos a distintos tiempos de
hidrolisis, y sus mezclas con las proteinas de origen, de agregar y gelificar por disminucion
controlada del pH inducida por la adicion de glucono-o-lactona (GDL).

A bajas concentraciones proteicas, se examind la cinética del proceso de agregacion acida

y el grado de compactacion de los agregados obtenidos. La cinética de la agregacion inicial de
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las particulas se evalu6 por medidas turbidimétricas, interpretando los resultados segln
deducciones desarrolladas por nuestro grupo de trabajo. Los posibles cambios de tamafio y/o
grado de compactacion fueron estudiados basandose en la dependencia de la turbidez con la
longitud de onda en el rango de 450-650 nm, rango en donde no hay absorcion de los grupos
cromoforos de la proteina. A partir de estos resultados se pudieron analizar las variaciones en la
velocidad inicial del proceso de agregacion y del grado de compactacion de los agregados
formados a la luz de la teoria de los fractales.

La distinta naturaleza en composicion, carga, tamafo y proteinas de origen de los
péptidos obtenidos por las preparaciones enzimdticas se vieron reflejadas en sus distintos
comportamientos para agregar ante la presencia de GDL, observandose, en algunos casos,
pérdida de la capacidad de agregacion, diferencias en la estabilidad electrostatica o en el tiempo
para iniciar la coagulacion y en el grado de compactacion alcanzado.

Estudios de mezclas de los hidolizados obtenidos con sus proteinas de origen sugieren la
posibilidad de inclusion de los hidrolizados en una matriz de la proteina de origen sin alterar
significativamente los perfiles de la agregacion. Aunque el grado de compactacion alcanzado
puede relacionarse a las propiedades reologicas, se necesitaria realizar estudios adicionales para
evaluar el efecto de la incorporacion de los hidrolizados sobre la estructura y textura de los geles
acidos.

A altas concentraciones proteicas, se investigd la variacion de las propiedades reologicas
durante el proceso de gelacion acida. Estos ensayos fueron realizados bajo cizallamiento para
determinar las propiedades viscoelasticas de los sistemas, a bajas deformaciones y para evaluar
los sistemas durante la formacion de los geles y en el equilibrio. Para ello se utilizd un redémetro
de tension controlada y se estudi6 la cinética de la gelacion, evaluando las variaciones de los
modulos elastico (G') y viscoso (G”) en funcion del tiempo. También se estudid la
microestructura de los geles formados (tamano medio, distribucién de tamafio de poros y
parametros de textura) mediante el analisis de imagenes obtenidas por microscopia convencional
y confocal.

Los resultados evidenciaron que no ocurrieron mayores cambios en la cinética del
proceso, pero si en la elasticidad final alcanzada por los geles. La presencia de los hidrolizados
condujo a la disminucion del caracter elastico de los geles ya que dichos hidrolizados podrian
dificultar los reordenamientos entre particulas. Sin embargo, en todos los casos predomino el
caracter elastico sobre el viscoso. Adicionalmente, el andlisis de la microestructura reveld que a
medida que el tiempo de hidrdlisis fue mayor, la cantidad de poros se increment6 y los mismos

fueron de menor tamafio. De esta forma, la presencia de los hidrolizados en las mezclas
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contribuiria a que la estructura ordenada de los geles sea mas débil, lo que concuerda con los
valores de modulo elastico obtenidos.

Por otra parte, se evalud la capacidad de PEP7 y PEP45 para coagular la leche bovina.
Para ello se evaluo la agregacion post enzimatica de suspensiones de micelas de caseina bovina
reconstituidas a partir de leche en polvo descremada. Se aplicaron disefios de experimentos que
permitieron evaluar la significancia de los factores independientes pH y temperatura sobre las
variables dependientes o respuestas analizadas (actividad coagulante de micelas de caseina,
tamafio medio de poros y pardmetros de textura). Se obtuvieron ecuaciones modelo que
permitieron evaluar y predecir el comportamiento de los sistemas bajo las diferentes condiciones
ensayadas. A los sueros, producto de la sinéresis al final de este proceso de coagulacion, se les

determind la capacidad antioxidante utilizando los métodos anteriormente enunciados.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION
1.1. Importancia del tema

La leche es el primer alimento que recibe el hombre y, a lo largo de su vida, constituye junto
con los derivados lacteos un complemento indispensable en su dieta. Los productos lacteos son
considerados alimentos completos por su calidad nutritiva ya que aportan practicamente todos
los nutrientes que se requieren para el crecimiento y el desarrollo del ser humano.

Por otra parte, gracias al consumo generalizado, continuo y mas o menos regular de estos
productos, es que se los utiliza como vehiculo de aporte de diferentes compuestos, tanto
nutrientes esenciales anadidos con el fin de complementar el contenido nutritivo de la leche,
como ingredientes funcionales de diversos origenes a los que se atribuyen propiedades
beneficiosas para la salud. De esta manera, se logra hacer llegar estos ingredientes adicionados al
amplio espectro de poblacion que consume habitualmente productos lacteos.

Desde el punto de vista tecnologico, las caracteristicas fisicoquimicas y reologicas de los
diferentes derivados lacteos, asi como los procesos tecnoldgicos empleados en su fabricacion,
condicionan el tipo y las dosis de ingredientes que van a poder ser incorporados.

La amplia diversidad de productos lacteos que se producen, constituyen una base alimenticia
que, gracias a su amplio consumo y versatilidad, se esta utilizando para incorporar y acercar a
todos los sectores de la poblacion nuevos ingredientes funcionales. Estos complementos
nutritivos y/o funcionales otorgan valor agregado a los productos lacteos, lo que representa una

ventaja para las empresas productoras.

1.2. La leche

La leche humana es consumida sin cambios por el recién nacido. Sin embargo, el hombre ha
consumido la leche de otras especies por lo menos desde hace 8.000 afios. Varias especies se han
utilizado para la produccion de leche, pero hoy en dia el ganado, especialmente Bos taurus, es la
principal especie lechera, representando ~85% de la produccion total. Las otras especies lecheras
importantes son el bufalo (Bubalus bubalis) (11%), cabras y ovejas (2% cada uno); otras
especies son significativas solo en ciertas regiones o para ciertos propositos.

La leche es a menudo descrita como un alimento "casi perfecto". Aunque esto es cierto solo
para los jovenes de las especies que la producen o de especies relacionadas, la leche de todas las
especies es rica en nutrientes y es un alimento bien balanceado [1-2].

Sin embargo, es muy susceptible al crecimiento de microorganismos, lo que puede causar
deterioro si la misma se almacena. Para contrarrestar esto, el hombre ha desarrollado una gama

de productos que son mas estables que la leche y poseen caracteristicas organolépticas deseables
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ademas de su valor nutricional; algunos de ellos datan de 4.000 afios AC. Hoy en dia, varios
miles de productos alimenticios se producen a partir de la leche. Estos se dividen en los
siguientes grupos principales: leche liquida/bebidas (40%), queso (35%), leche en polvo (15%),
leches concentradas (2%), productos de leche fermentada (2%), manteca, helado, leche
maternizada, cremas, productos ricos en proteinas y lactosa. Algunos de estos grupos son muy

diversos, por ejemplo, se han enumerado 1.400 variedades de queso [3].

1.3. Composicion de la leche

La leche es un liquido muy complejo que contiene varios cientos de especies moleculares.
Los componentes principales son agua, lipidos, azucar (lactosa) y proteinas. Ademas, hay
numerosos constituyentes menores, sobre todo a nivel de trazas, por ejemplo minerales,
vitaminas, hormonas, enzimas y compuestos miscelaneos. La quimica de estos compuestos es
generalmente similar en todas las especies, pero en muchos casos su estructura difiere en detalle,
reflejando los cambios evolutivos. La concentracion de los principales componentes varia
ampliamente entre especies: lipidos, 2-55 %; proteinas, 1-20 %; lactosa, 0-10 %, reflejando
principalmente las necesidades de energia (lipidos y lactosa) y la tasa de crecimiento
(principalmente proteinas) del neonato. Las concentraciones de los constituyentes menores

también varia ampliamente [3].

1.4. Componentes de la leche
1.4.1. Carbohidratos

El principal carbohidrato de la leche en la mayoria de las especies es el disacarido reductor
lactosa, que se compone de galactosa y glucosa unidas por un enlace glicosidico B1-4. Su
concentracion varia de 0 a ~10 % [4].

La leche es la unica fuente conocida de lactosa, la cual es una fuente disponible de energia
para el recién nacido, proporcionando 30% de las calorias en la leche bovina y sirviendo como
una alternativa a los lipidos de mayor aporte energético. Leches con una alta concentracion de
lactosa tienden a tener niveles mas bajos de lipidos [5].

Ademas de la lactosa, un gran numero de otros sacéridos libres se han encontrado en la
leche; los diferentes tipos, su concentracion y sus proporciones muestran grandes diferencias
entre especies. Los oligosacaridos son la forma mas comun, pero pequenas cantidades de

monosacaridos también estdn presentes y algunas proteinas de la leche, especialmente la «-
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caseina (k-CN), estan glicosiladas. Hay bajos niveles de glicoproteinas altamente glicosiladas,

especialmente mucinas, y glicolipidos en la membrana de los globulos de grasa de la leche.

1.4.2. Lipidos
Los lipidos de la leche son muy complejos quimicamente y existen como una emulsion
unica. El nivel de grasa en la leche muestra grandes diferencias entre especies, que van desde

~2% a ~50%, y los mismos aportan 2,5 veces mas energia que la lactosa [4].

1.4.3. Proteinas

Las propiedades de la leche y la mayoria de los productos lacteos estan determinadas por
las proteinas que contienen en mayor medida que por cualquier otro constituyente. Las proteinas
lacteas también tienen muchas propiedades unicas; debido a ésto y su importancia tecnolégica,

las mismas han sido ampliamente estudiadas [6].

1.4.3.1. Proteinas del suero lacteo

Las proteinas de suero de leche (WP, por sus siglas en inglés) representan alrededor del
20 % de las proteinas totales de la leche bovina. El total de la fraccion de WP se obtiene
mediante cualquiera de los métodos para la separacion de las caseinas (CN), es decir, las
proteinas que son solubles a pH 4,6 o en NaCl saturado, o después de la coagulacion de las CN
inducida por cuajo. Las WP son permeables en la microfiltracion y no sedimentan por
ultracentrifugacion. Las mismas tienen propiedades fisicoquimicas y funcionales de relevancia y
su uso se ha incrementado en la industria alimenticia debido a su habilidad para formar
emulsiones, espumas y geles [3].

El suero liquido, que queda después de la precipitacion isoeléctrica de las CN de la leche
descremada o leche entera, es una solucion diluida de WP (~0,7 % en leche bovina), lactosa,
sales orgénicas e inorganicas, vitaminas y varios constituyentes a niveles de trazas.

A escala comercial, productos enriquecidos en WP se pueden obtener por [3, 7-8]:

« Ultrafiltracion/diafiltracion de la leche o del suero lacteo para remover grandes
cantidades de lactosa, y posterior secado spray para producir concentrados de proteinas del
lactosuero (WPC, por sus siglas en inglés; 30-85 % proteina).

« Cromatografia de intercambio i6nico y secado spray para obtener aislados de proteinas
del lactosuero (WPI, por sus siglas en inglés; ~95 %).

o Desmineralizacion por electrodialisis o intercambio idnico, evaporizacion térmica del

agua y cristalizacion de la lactosa.
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e Desnaturalizacion  térmica, remocion de la proteina precipitada por
filtracion/centrifugacion y secado spray para obtener lactoalbimina, la cual posee baja
solubilidad y poca funcionalidad.

Las WP son de naturaleza globular y las principales, que determinan sus propiedades
funcionales, son:

o La B-Lactoglobulina (B-Lg), la cual representa el ~50 % de las WP y cerca del 12 % de
las proteinas totales de la leche bovina. Es una tipica proteina globular y es la principal proteina
del suero en la leche de vaca, bufalo, oveja y cabra, aunque existen leves diferencias interespecie
[9]. La B-Lg es la proteina mas alergénica de la leche bovina para los infantes humanos, por lo
que existe interés en productos de WP libres de B-Lg para el uso en formulas para infantes.
Adicionalmente, la B-Lg posee muy buenas propiedades termogelantes y determina la gelacion
de las WP.

o La a-Lactoalblimina (a-La) representa cerca del 20 % del suero lacteo bovino (3,5 %
de las proteinas totales de la leche). Es una pequefia proteina que contiene 123 residuos de
aminoacidos, con una masa molar de ~14 kDa [10-11].

o La albumina sérica (0,1-0,4 g.L'"), la cual no posee funcioén bioldgica conocida y tiene

poco efecto sobre las propiedades fisicoquimicas de WPC y WPI.

1.4.3.2. Caseinas (CN)

Hay cuatro tipos principales de CN, a saber, o5;-CN, a5-CN, B-CN y k-CN. Las mismas
son fosfoproteinas especificas de la leche, con alto contenido de fosfato inorganico (P;) y que
precipitan a pH 4,6. En general, tienen tendencia a asociarse entre si y autoasociarse en las
condiciones de pH y fuerza io6nica de la leche; aunque presentan ciertas diferencias frente a los
niveles de Ca’" y a la temperatura del medio. Forman complejos tanto en presencia como en
ausencia de Ca® [12].

Dentro de las CN hay diversas caracteristicas que las diferencian entre si basadas en su
distribucion de carga y su sensibilidad a la precipitacion por Ca®". Esto ultimo permite separarlas
en dos fracciones: las sensibles al Ca®" y las insensibles a ¢l. La fraccion insensible al Ca*" actia
como protectora del resto de las CN frente a la precipitacion por accidon de este cation [13]. El
numero promedio de iones calcio unidos a un monomero de proteina crece con el incremento del
pH vy la disminucion de la fuerza ionica. Esta capacidad de unidn al Ca®" aparece como un
proceso completamente reversible y disminuye en el orden o,;-CN > B-CN > k-CN [14]. Esta

aptitud les da a las CN una importancia nutricional esencial, como es la biodisponibilidad del
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calcio asociado a las mismas [13, 15]. Aunque la solubilidad y la estabilidad coloidal de las CN
bovinas en presencia del ion calcio han sido estudiadas por diferentes autores desde puntos de
vistas termodinamicos y cineticos [16-17], las investigaciones con respecto a las CN ovinas han
tenido menor atencion.

Los distintos tipos de CN se encuentran en todas las especies mamiferas estudiadas hasta
el momento, aunque su proporcion varia ampliamente segin la especie y posean caracteristicas
que las diferencian:

+ 051-CN: Es una proteina altamente fosforilada, por lo cual tiene una gran capacidad para
fijar iones calcio. La a4 -CN bovina existe en dos formas, una mayoritariamente y una
minoritaria, conteniendo 8 y 9 grupos Pi/mol proteina respectivamente [6, 18-19]. Las a,-CN
contienen multiples sitios de fosforilacion incluyendo una importante region entre los residuos
100-110 [20]. La a5 -CN de la leche de oveja es muy heterogénea, hasta el momento han sido
identificadas diez variantes genéticas; no so6lo las propiedades de las variantes difieren, sino
también la concentracion de o -CN varia de 0 a 26 % de la CN total, y, en consecuencia, el
contenido total de proteina varia considerablemente.

+ a-CN: Al igual que las o5 -CN, se hallan altamente fosforiladas. La leche bovina
contiene 4 isoformas fosforiladas que contienen de 10-13 grupos Pi/mol proteina [19, 21-22].

+ B-CN: Son particularmente ricas en glutamina, y si se compara entre diversas especies,
la ubicacion de las mimas en la secuencia primaria estd muy conservada. Poseen también un
importante sitio de fosforilacion cerca de la region N-terminal [20]. Este numero de sitios y el
grado de fosforilacion son menores en comparacion a las ag-CN y agp-CN. La B-CN bovina
existe como una Unica forma fosforilada conteniendo 5 grupos Pi/mol proteina [20].

+ k-CN: Esta fosfoglicoproteina difiere de las CN sensibles al calcio en ciertas
caracteristicas. Es la tnica CN que es soluble en presencia de dicho catiéon y posee menor
contenido de grupos P; en comparacion a las restantes CN (la k-CN bovina s6lo posee uno). Los
sitios de fosforilacion se concentran en la regiéon C-terminal de la molécula y se encuentran en
sitios individuales en lugar de presentarse en grupos como los encontrados para las CN sensibles
al ion calcio. La caracteristica mas importante es su sensibilidad a la quimosina, por accion de la
cual se escinde en dos macropéptidos. Para la k-CN bovina se ha demostrado que el clivado
ocurre en un enlace Phe-Met especifico que se encuentra en la region C-terminal [23-24]. Los
productos de este clivado son un fragmento C-terminal altamente cargado y glicosilado

(caseinomacropéptido) y otro fragmento N-terminal hidrofobico (para-k-caseina).



Introduccidn

Para la leche bovina, los cuatro tipos principales de CN ai1:052::K se encuentran en una
proporcion en peso de 3:1:3:1,3 [25-26].

Los caseinatos (CAS), sales de las CN, se pueden obtener a partir de la precipitacion de
las CN de las MC mediante la reduccién del pH hasta 4,6; seguido de una disolucion del
precipitado con una solucion de hidroxido. Si se utiliza hidroxido de sodio, se obtiene caseinato
de sodio (NaCAS). Los CAS son usados extensamente en la industria alimentaria debido a sus
propiedades fisicoquimicas, nutricionales y funcionales, las cuales los convierten en ingredientes
y/o aditivos utiles de preparaciones alimenticias complejas.

Las particulas de NaCAS se encuentran en solucion acuosa como moléculas proteicas
individuales, oligdbmeros proteicos y hasta como submicelas de CN [27]. Los CAS pueden estar
asociados a iones sodio, calcio, potasio, amonio y magnesio, dando lugar a propiedades
funcionales diferentes.

En general los CAS poseen, al pH isoidnico, carga neta negativa, estructura flexible que
da lugar a la formacion de soluciones viscosas, alta solubilidad en agua, zonas hidrofébicas que
favorecen la disposicion de agua estructurada como asi también la interaccion con lipidos y
estabilidad al calor. Estas propiedades estructurales y fisicoquimicas los convierten en excelentes
nutrientes y les otorga propiedades funcionales diversas. Son ampliamente utilizados en
tecnologia de los alimentos como ingredientes alimentarios o aditivos debido a sus capacidades
emulsificantes, de retencion de agua y gelificantes, por su resistencia a tratamientos al calor y

por su contribucion a la textura y sabor del alimento [28].

1.4.3.3. Micelas de caseina (MC)

A nivel ultraestructural, las MC son similares en la mayoria de las especies. La
microscopia electronica muestra que las MC son esferas con un didmetro en el rango de 50-500
nm (promedio ~120 nm) y una masa que oscila entre 10° a 3-10° Da (promedio ~10° Da). Hay
numerosas MC pequeiias, pero éstas solo representan una proporcién minoritaria de la masa. Hay
10'*-10"® micelas/mL de leche, y se encuentran aproximadamente a dos didmetros de micelas
(~250 nm) de distancia [3]. La masa seca de las micelas es ~94 % de proteina y 6 % especies de
bajo peso molecular, que consisten principalmente de fosfato de calcio, con un poco de magnesio
y citrato y cantidades traza de otras especies, denominados colectivamente como fosfato de
calcio coloidal (FCC) [29]. Las MC contienen ~3,9 g H,O/g de proteina, lo que les otorga una
alta voluminosidad (4,4 mL.g" proteina) [30]. Dispersan la luz y el color blanco de la leche se

debe a este fendmeno; el color blanco se pierde si las micelas son disgregadas por disolucion del
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FCC con citrato, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) u oxalato, mediante el aumento de pH,
o por empleo de urea (>5 M) o etanol (~35 % a 70 °C) [29].

Aunque las opiniones sobre la estructura detallada de la MC se encuentran divididas,
existe consenso o unanimidad sobre su estructura general y propiedades. Las MC tienen una
estructura abierta, como una esponja. La estructura micelar es suficientemente abierta como para
permitir que macromoléculas relativamente pequeias (enzimas) difundan al interior. Las CN
solubles pueden estar incorporadas dentro de los intersticios micelares sin que esto cambie el
radio hidrodindmico de las MC. Son notablemente estables ya que soportan altas velocidades de
centrifugacion (homogenizacion), altas temperaturas (pasteurizacion) y tienen facilidad para
redispersarse después de la deshidratacion de la leche a polvo o granulos.

Existen diferentes modelos propuestos para justificar las propiedades de estas MC. Entre
ellos podemos mencionar el modelo de “submicelas de caseinas” propuesto por Walstra o el
modelo de “malla” o “red” propuesto por Holt [31]. Ambos modelos estructurales coinciden en
que la x-CN se halla localizada mayoritariamente en la superficie de la micela, con una porcion
hidrofobica hacia el interior micelar y otra hidrofilica que se extiende hacia el medio en forma de
“pelos”. La x-CN desempefia un papel esencial en la regulacion del tamafio micelar y en el
mantenimiento de la estabilidad de las MC en suspension en la leche. La proporcion de k-CN
varia en relacion inversa con el tamafio de la micela, mientras que la de B-CN lo hace en forma
directa [32].

La estabilidad de las MC es critica para muchas de las propiedades tecnologicamente
importantes de la leche y, en consecuencia, ha sido el centro de muchas investigaciones,
especialmente durante los tltimos 50 afos [33-37]. Las MC se mantienen estables debido a
factores electroestaticos y estéricos [12]. Los aspectos electrostaticos estan reflejados en el hecho
de que pueden ser agregadas al pH del punto isoeléctrico de las CN y a que la velocidad de
agregacion a pH neutro es sensible a la concentracién de Ca". Esta estabilidad electrostatica se
debe a que, al pH de la leche, los grupos asparticos y glutamicos de la k-CN superficial se
encuentran cargados negativamente. Esto impide el acercamiento de las MC por repulsion
electrostatica [29].

Al mismo tiempo, existe una repulsion estérica adicional que proporciona estabilidad
coloidal, la cual se da por dos mecanismos [38]. En el primer caso, si la presencia de una
segunda micela restringe la libertad de movimiento de los “pelos” flexibles sobre la superficie de
otra micela, esto siempre causa repulsion. Este mecanismo se conoce como término de

restriccion de volumen y su magnitud es proporcional a la densidad de la “capa peluda”. En el
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segundo caso, si las “capas peludas” de dos MC se interpenetran, la calidad del solvente (suero
lacteo) determina que este término, llamado de mezclado, sea repulsivo (repulsion osmotica)
[39].

Por lo tanto, la estabilidad frente a la agregacion se debe principalmente a la repulsion
electrostatica y estérica causada por los “pelos” de k-CN. Pero si se eliminan o colapsan estos
“pelos”, se produce la desestabilizacion de las MC y posterior agregacion espontanea de las

mismas [38, 40-41].

1.4.3.4. Comparacion entre las CN y WP
Algunos aspectos fundamentales en que se diferencian:

« Solubilidad a pH 4.,6. Las CN son, por definicion, insolubles a pH 4,6, mientras que las

WP son solubles en las condiciones i6nicas de la leche. La precipitacion isoeléctrica de las CN se
aprovecha en la obtencion de CN y CAS (sales de las CN), productos lacteos fermentados y
quesos acido-coagulados.

o Coagulacién seguida de proteolisis limitada. Las CN se pueden coagular seguidas de

proteolisis especifica limitada, mientras que las WP no poseen esta propiedad. Esta propiedad de
las CN es aprovechada en la produccion de quesos cuajo-coagulados (~75 % de todo los quesos).

« Estabilidad térmica. Las CN son muy estables al calor. La leche a pH 6,7 puede

calentarse a 100 °C durante 24 h sin coagulacion y resistir el calentamiento a 140 °C durante un
maximo de 20-25 min. Ademas, soluciones acuosas de NaCAS se pueden calentar a 140 °C
durante varias horas sin cambios evidentes. La estabilidad térmica de las WP es la tipica de las
proteinas globulares. Las mismas se desnaturalizan por completo cuando son sometidas a
calentamiento durante 10 min a 90 °C. La alta estabilidad al calor de las CN, que es
probablemente debido a su falta de estructuras secundarias y terciarias estables, permite la
produccion de productos lacteos esterilizados con calor con relativamente pequefios cambios
fisicos.

« Composicién aminoacidica. Las CN contienen altos niveles de prolina (17 % de todos

los residuos en la B-CN), lo que explica su falta de estructuras a-helice y lamina-f. Se encuentran
fosforiladas, mientras que las principales WP no. El grado de fosforilacion varia entre las CN
individuales. La presencia de grupos P; tiene gran significado para las propiedades de las CN,
por ejemplo, (i) carga molecular y propiedades relacionadas y estabilidad al calor; y (ii) de union
a metales que afecta a sus propiedades fisicoquimicas, funcionales y nutricionales. La unién de
las CN a los metales es considerada una funcion bioldgica debido a que permite que una alta

concentracion de fosfato de calcio se transporte en la leche en una forma soluble (para
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suministrar los requisitos del neonato). Caso contrario, el fosfato de calcio precipitaria y
bloquearia los conductos de la glandula mamaria, que conduce a la muerte de la glandula y
quizas del animal.

» Contenido de azufre. Las CN contienen un bajo contenido de azufre (0,8 %) mientras

que las WP poseen un contenido relativamente alto (1,7 %). El azufre en la CN se encuentra
principalmente como metionina, con poca cistina o cisteina, aunque las principales CN estan
desprovistas de estos aminoacidos. Las WP son relativamente ricas en cisteina y/o cistina, las
cuales tienen mayores efectos sobre las propiedades fisicoquimicas de estas proteinas y de la
leche.

o Estado fisico en la leche. Las WP existen en la leche como mondémeros o como

pequenas estructuras cuaternarias, mientras que las CN existen como grandes agregados,
: . . 8 -
conocidos como micelas de caseina, con una masa ~10° Da y conteniendo cerca de 5.000

moléculas.

1.4.3.5. Propiedades moleculares de las WP y de las CN

Las WP son muy estructuradas, pero los cuatro tipos de CN carecen de estructuras
secundarias estables. Consideraciones teoricas indican que son moléculas muy flexibles y se las
refiere como proteinas reomorficas [42-44]. La incapacidad de las CN para formar estructuras
estables se debe principalmente a su alto contenido de prolina. La estructura abierta y flexible de
las CN las hace muy susceptibles a la proteolisis, lo que facilita su funcion natural como fuente
de aminoacidos.

En contraste, las WP, especialmente la B-Lg, son bastante resistentes a la proteolisis.
Esta caracteristica es importante porque la mayoria de las WP de la leche no desempefian una
funcién nutricional.

Las CN se consideran generalmente proteinas muy hidrofobicas pero, con la excepcion
de la B-CN, no son excepcionalmente hidrofobicas. Debido a su falta de estructuras secundarias
y terciarias estables, la mayoria de sus residuos hidrofobicos estan expuestos y, en consecuencia,
tienen una alta hidrofobicidad superficial. Una de las caracteristicas mas notables de la secuencia
de aminoacidos de las CN es que los residuos hidrofobicos e hidrofilicos no estan distribuidos
uniformemente, dando asi a las CN una estructura claramente anfipatica. Esta caracteristica,
junto con su estructura abierta y flexible, les otorga buena actividad superficial, y buenas
propiedades espumantes y emulsificantes, por lo que las CN son las proteinas funcionales de
eleccion para muchas aplicaciones. Sin embargo, debido a sus secuencias hidrofébicas, las CN

tienen una propension a producir hidrolizados de sabor amargo. También debido a su estructura
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abierta, las CN tienen un alto volumen especifico y, en consecuencia, forman soluciones
altamente viscosas. Adicionalmente, la falta de una estructura terciaria estable implica que las
CN no son desnaturalizables en sentido estricto y, en consecuencia, son extremadamente estables
al calor.

Las CN tienen una fuerte tendencia a asociarse, debido principalmente a uniones
hidrofobicas. Incluso en el NaCAS, la forma mas soluble de las CN, las moléculas forman
agregados de 250-500 kDa, es decir, que contiene 10 a 20 moléculas. Esta fuerte tendencia a
asociarse hace que sea dificil fraccionar las CN, para lo que se requiere un agente de disociacion,
por ejemplo, urea o SDS. Por otro lado, una tendencia a asociarse es importante para algunas
aplicaciones funcionales y en la formacion y estabilizacion de las MC. En contraste, las WP se
dispersan molecularmente en solucion acuosa.

Debido a su alto contenido de grupos P;, los cuales se encuentran agrupados en ciertos
sectores de la secuencia aminodcidica, las agi-, as- y B-CN tienen una fuerte tendencia a unirse
a iones metalicos que, en el caso de la leche bovina, son principalmente iones Ca’’. Esta
propiedad tiene muchas consecuencias importantes; la mas importante desde el punto de vista
tecnolodgico es que estas tres proteinas, que representan aproximadamente el 85 % de la CN total,
son insolubles en concentraciones de Ca** > ~6 mM a temperaturas >20 °C. Como la leche
bovina contiene alrededor de 30 mM de Ca®’, se esperaria que las CN precipitaran en las
condiciones que prevalecen en la leche. Sin embargo, la k-CN, que contiene sélo un grupo P;
organico, une al Ca®" débilmente y es soluble en todas las concentraciones de Ca*” que se
encuentran en los productos lacteos.

Ademas, cuando la k-CN se mezcla con las CN sensibles al Ca2+, la misma puede
estabilizar y proteger hasta 10 veces la masa de las mismas mediante la formacion de MC. Las
MC actian como portadores de elementos inorgénicos, especialmente calcio y fosforo, pero
también magnesio y zinc, y son, por lo tanto, muy importantes desde el punto de vista
nutricional. A través de la formacion de micelas, es posible solubilizar mayores niveles de calcio

y Pi, que de otro modo no seria posible.

1.4.3.6. Comparacion interespecie
Las leches de las especies de las que se tienen datos muestran diferencias considerables
con respecto al contenido de proteinas, de ~1 a ~20 %. El contenido de proteina refleja la tasa de

crecimiento del neonato de la especie, es decir, sus requerimientos por los aminoacidos
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esenciales [3]. Las leches de todas las especies contienen los dos grupos de proteinas
mencionados previamente: CN y WP, pero la proporcion de estas varia ampliamente.

En la leche de oveja, el contenido de minerales y vitaminas es mayor que el encontrado
en la leche bovina y el contenido promedio de proteinas (5,8 %) es mayor que el encontrado en
leche bovina (3,3 %) [45]. La misma se utiliza principalmente para la produccion de quesos, con
pequefias cantidades utilizadas para la produccion de leches fermentadas. La aptitud quesera es
mayor que la de leche bovina y se coagula mas rapido. Su rendimiento es mayor con respecto al
de otras leches, como las de vaca y cabra Por lo tanto, la coagulacion y las propiedades de

formacion de los codgulos de la leche de oveja son particularmente importantes.

1.4.4. Otros componentes
1.4.4.1. Sales

La leche contiene protones y cationes calcio, magnesio, sodio y potasio junto con los
aniones cloruro, citrato y P;. Estos componentes se encuentran en concentraciones en un rango de
5 a 40 mM [46].

La solubilidad y el estado de ionizacion de muchas de las principales especies idnicas se
encuentran interrelacionadas, especialmente H', Ca*', P; y citrato. Estas relaciones tienen efectos
importantes sobre la estabilidad del sistema de CN y, en consecuencia, sobre el procesamiento de
la leche. El estado de los diversos componentes de la leche puede ser modificado mediante la
adicion de ciertas sales, por ejemplo, la concentracion de Ca*" se reduce mediante la adicion de
P; o citrato; la adicién de CaCl, afecta la distribucién y el estado de ionizacion del Ca>" y el Py, y

el pH de la leche.

1.5. Sistemas modelos de alimentos

Los alimentos fabricados o elaborados generalmente comprenden una mezcla de
componentes constituidos por lipidos, proteinas, hidratos de carbono simples y complejos,
emulsificantes y sales, los cuales son capaces de interactuar entre si y de modificar las
caracteristicas finales del alimento. A menudo, el procesamiento utilizado en la fabricacion del
alimento también modifica estas interacciones. Los sistemas modelo de alimentos fueron
primero desarrollados debido a la disparidad entre las pruebas funcionales de laboratorio para las
proteinas y la funcionalidad en el alimento. Esta disparidad resulta de la alteracion de la
funcionalidad y la estructura de la proteinas a través de interacciones entre los diversos
componentes, asi como por los cambios producidos debido a tratamientos térmicos y de cizalla

durante el procesamiento [47].
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Los sistemas modelo de alimentos hoy encuentran utilidad para la investigacion de la
funcionalidad de otros componentes de los alimentos, incluyendo almidones, gomas y
emulsificantes. Por lo tanto, estos sistemas proporcionan un medio para determinar como los
ingredientes y el procesamiento alteran las caracteristicas del producto final, asi como la
evaluacion de la sensibilidad de las caracteristicas de los alimentos hacia los diferentes
ingredientes y hacia los pasos de procesamiento. Se basan en la formulacion y elaboracion de
alimentos reales, utilizando instalaciones de laboratorio y planta piloto. Generalmente, se
eliminan los ingredientes que no tienen un efecto principal sobre las caracteristicas finales del
producto. Una posible limitacion es el uso de equipo de procesamiento que no se escala hasta

equipamiento comercial.

1.5.1. Propiedades funcionales de las proteinas

Las principales propiedades funcionales de las proteinas en los alimentos son: solubilidad,
poder emulsificante y gelificante, formacidn y/o estabilizacion de espumas, capacidad de union
del agua y estabilidad al calor [48]. Diferentes tipos de alimentos tienen distintos requerimientos
funcionales y pueden requerir multiples funcionalidades.

Los tratamientos térmicos, variaciones de pH, fuerza idnica, concentracion de
determinados iones o azucares, etc, pueden provocar cambios significativos en la estructura de
CN, CAS y WP que se reflejan en modificaciones de sus propiedades funcionales. Entre dichas
propiedades, la formacion de geles representa un topico de gran relevancia econdmica [49], que
puede se mejorada vinculando la estructura proteica con los mecanismos moleculares
involucrados con dicha propiedad funcional [50].

Durante la formulacion de un gel alimenticio, la composicion del sistema, las
interacciones entre sus componentes y las condiciones del proceso afectan las propiedades

mecanicas de dicho gel y, por lo tanto, su textura [51].

1.6. Geles de proteinas lacteas

La coagulacion de las MC es la base para la fabricacion de los quesos y otros productos
lacteos fermentados (yogurt, postres acidos). Las proteinas lacteas en suspension pueden ser
desestabilizadas por diferentes tratamientos, como el calentamiento (WP), el uso de la enzima
del cuajo (MC) y la acidificacion (MC y WP desnaturalizadas). Las combinaciones de estos
procesos se pueden utilizar para elaborar productos lacteos.

Los geles proteicos lacteos son en general irreversibles, en contraste con muchos geles de

polisacaridos que son termorreversibles. Los geles lacteos son a menudo clasificados como geles
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particulados aunque ahora se reconoce que no son geles de particulas simples, ya que la
estructura interna de las CN juega un papel importante en las propiedades reoldgicas de dichos
geles [52-53]. Las propiedades de los geles de proteinas de la leche han sido revisadas por

diversos autores [49, 54-56].

1.6.1. Geles de CN

La gelificacion de las CN puede ser inducida enzimaticamente o por acidificacion,
disminuyendo la estabilidad estérica y/o electrostdtica, causando agregacion [57]. Esto
constituye la primera etapa en la fabricacion de los quesos y otros productos lacteos fermentados.

En la gelificacion inducida enzimaticamente, la gelacion o coagulacion comienza con la
hidroélisis de la k-CN, la cual se escinde para dar dos macropéptidos, uno hidrofobico del
extremo N-terminal (que queda unido a las micelas de para-caseina) y otro hidrofilico del
extremo C-terminal (caseinomacropéptido) [12]. Luego ocurre la agregaciéon o floculacion
espontanea de las las micelas de para-caseina para formar agregados que crecen y se reordenan
hasta generar una malla de gel o coagulo [58-59].

En la gelacion 4cida, la acidificacion conduce a la agregacion de las particulas de CN
como resultado principalmente de una neutralizacion de cargas. La agregacion ocurre por la
formacion de cadenas y agrupamientos proteicos los cuales se encuentran unidos entre si para
formar un entramado tridimensional [60]. Los geles dcidos de CN se pueden formar a partir de
NaCAS. Una manera de formar geles acidos es la acidificacion directa de la leche a bajas
temperaturas seguida o no de un calentamiento (descenso rapido del pH). El pH se puede reducir
lentamente por la adicion de cultivos bacterianos que consumen principalmente la lactosa
generando acido lactico, el cual se disocia en lactato y protones. La glucono-6-lactona (GDL) es
también usada para acidificar la leche, presentando estos geles acidos diferentes propiedades
reologicas y estructurales respecto de aquellos producidos por cultivos bacterianos [61]. Esta
diferencia en la velocidad del proceso puede afectar el grado de dureza y elasticidad del gel
formado [62]. El uso de la GDL ha adquirido mayor atencién debido a que en su empleo se
evitan potenciales complicaciones relacionadas con los cultivos iniciadores bacterianos y se
puede controlar la velocidad de acidificacion mediante la variacion de la concentracion de GDL

y la temperatura de trabajo [63].
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1.6.2. Geles de WP
1.6.2.1. Gelacion fria

Los geles también se pueden producir mediante un proceso en dos etapas que implica un
tratamiento con calor a baja fuerza idnica y/o lejos del punto isoeléctrico, seguido de una brusca
disminucién de temperatura y posterior aumento de la fuerza idnica y/o un ajuste de pH [64-65].

Este proceso se conoce como gelacion fria, debido a que el primer tratamiento térmico
produce desnaturalizacion proteica y formacion de agregados proteicos solubles al pH isoionico,
mientras que, en una segunda etapa, la gelificacion se puede producir a bajas temperaturas a
través del apantallamiento de las fuerzas repulsivas por disminucion del pH del medio.

Debido a que la gelacion en frio permite que la estructura del gel sea introducida sin
calentamiento del producto final, puede ser una alternativa atractiva de los ingredientes

espesantes corrientemente utilizados [66].

1.7. Componentes bioactivos en la leche y en los productos lacteos

La vision tradicional del rol de la leche ha sido expandida més alld del horizonte del
sostenimiento nutricional del infante. Aparte del valor nutricional de la leche, compuestos
activos biologicamente y encriptados en las proteinas lacteas (CN y WP) han demostrado ser
importantes para las funciones fisioldgicas y bioquimicas, las cuales tienen impacto crucial en el
metabolismo y la salud humana [67-69]. El término componente bioactivo refiere tanto a
compuestos que existen naturalmente en los alimentos, como a los que se forman y/o son
formulados durante el procesamiento del alimento y que pueden tener funciones fisiologicas y
bioquimicas para el ser humano [70].

Se considera comunmente a la leche como un alimento funcional debido a que contiene
diversos componentes bioactivos. Y debido a su composicion quimica y propiedades
estructurales, también se comporta como un vehiculo adecuado para formular alimentos
funcionales. La composicion de la leche es muy variable entre diferentes especies, y tales
peculiaridades estan atrayendo la atencion de los formuladores de alimentos, con el proposito de
desarrollar productos lacteos con sabores y texturas especificas. En este sentido, el contenido de
proteina de la leche ovina es casi dos veces mayor que la de la leche bovina [45], lo que
representa una valiosa fuente de CN y CAS, que podrian ser utilizado como ingredientes

funcionales en la industria alimentaria.
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1.7.1. Rol del calcio

Los altos niveles de calcio tienen un papel importante en el desarrollo, fortalecimiento y
densidad de los huesos en los nifios y en la prevencion de la osteoporosis en la edad adulta.
También, se ha demostrado que el calcio es beneficioso para la reduccion de la absorcion del

colesterol y en el control del peso corporal y la presion sanguinea [70].

1.7.2. Péptidos encriptados y biologicamente activos

Recientemente se ha descubierto que todas las proteinas de la leche contienen secuencias
que tienen actividades bioldgicas/fisiologicas cuando son liberadas por protedlisis. Los mas
estudiados son los fosfopéptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, péptidos
opidceos, inmunomoduladores y caseinomacropéptidos, los cuales tienen diversas propiedades

biologicas [71-73].

1.7.3. Obtencion de los péptidos con potencial actividad bioldgica

Las enzimas proteoliticas de origen animal, vegetal, y microbiano son ampliamente
empleadas en la industria alimentaria [74]. La hidrélisis tiene como objetivos mejorar la
estabilidad térmica, reducir alergenicidad, modelar cantidad y tamafo de péptidos para dietas
especiales, alterar propiedades funcionales de gelificacion, emulsificacion y formacion de
espumas [75-76].

Se las puede utilizar para la hidrolisis de proteinas lacteas con el objetivo de la liberacion
de péptidos bioactivos codificados en la estructura de la proteina [77-78]. Las formulaciones con
WP hidrolizado son beneficioasas para los nifilos con intolerancia a la leche bovina y
recientemente se demostr6 que la hidrolisis enzimatica parcial de WP resulta en la formacion de
nanoparticulas que permiten la formacion de geles de elevada trasnparencia, reversibles y con
potencial para la encapsulacion de moleculas especificas [79].

El amplio abanico de posibilidades promovido por la hidrolisis de proteinas ha fomentado
el interés en la busqueda de nuevas proteasas adecuadas para aplicaciones particulares. El uso de
enzimas proteoliticas de fuentes microbianas ofrece ventajas de produccion a gran escala en un
tiempo relativamente corto, proporcionando un suministro regular y abundante de enzimas [74].

Enzimas proteoliticas producidas por Bacillus pueden ser utilizadas para hidrolizar
proteinas en sistemas alimentarios. Estas proteasas neutras generan menos amargor en
hidrolizados de proteinas alimentarias que las proteasas de origen animal, por tanto, son de
interés para la industria de alimentos. Su baja termotolerancia es ventajosa para el control de su

reactividad durante la produccion de los hidrolizados [80].
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La obtencion de péptidos bioactivos utilizando proteasas neutras se encuentra en etapa de
experimentacion, pero ya se ha comprobado la bioactividad de los mismos [81-82]. Por otra
parte, se ha reportado la actividad bioldgica diversa de los caseinomacropéptidos [83-84], los
cuales pueden ser recuperados del suero quesero.

Especificamente, cepas de Bacillus sp. P7 y P45, que evidenciaron crecimiento efectivo
degradando harina de plumas de gallina, produjeron proteasas extracelulares durante su
crecimiento en medios liquidos de bajo costo, presentando de esta manera potencial
biotecnoldgico [85-86].

Por lo tanto, resulta de interés establecer las bases metodoldgicas para la evaluacion del
efecto de la hidrdlisis enzimdatica y de la presencia de los productos originados sobre las
propiedades funcionales y biologicas de proteinas lacteas de origen bovino y ovino.

La caracterizacion fisicoquimica de las proteinas modificadas enzimaticamente, a través
del conocimiento de las interacciones y caracteristicas estructurales frente a cambios de
composicion, fisicoquimicos o de procesamiento, permitira vincularlas con sus propiedades
funcionales, con miras a una transferencia a la industria alimentaria.

Ademas, debido a que estas proteinas y los péptidos derivados de las mismas pueden
presentar actividad bioldgica, su inclusion en la formulacion de productos alimenticios otorgaria

valor agregado a dichos productos.

16



Introduccidn

OBJETIVOS

Objetivo general: Otorgar valor agregado a productos alimenticios en cuyo proceso de

elaboracién tome parte la gelacion proteica, por adicion de péptidos bioactivos, producto de

hidrolisis enzimatica de proteinas lacteas de origen bovino y ovino.

Obijetivos parciales:

a) Evaluar el estado inicial de las caseinas bovinas y ovinas previo a la
hidrolisis enzimatica

b) Caracterizar fisicoquimicamente los péptidos obtenidos por hidrolisis de
proteinas de leche bovina y ovina por accion de proteasas neutras producidas por Bacillus
aislados de peces de la cuenca Amazodnica

c) Investigar el efecto de la hidrdlisis enzimatica sobre las propiedades
estructurales y poder gelificante de las proteinas de leche bovina y ovina

d) Evaluar la bioactividad de los productos de hidroélisis
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS
2.1. MATERIALES
2.1.1. Reactivos quimicos utilizados

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron de calidad pro-analisis. Los mas utilizados
fueron: CaCl,.2H,0 y NaNj3 — azida sodica — (Mallinckrodt Chemical; Dublin, Irlanda); HCI,
NaOH, 4cido acético glacial — HAc —, 4cido tricloroacético — TCA —, persulfato de amonio —
APS —, persulfato de potasio, etanol, sacarosa, lactosa monohidrato, FeCls; y CuSO4 (Cicarelli;
Santa Fe, Argentina); acetona, cloroformo, metanol y 3,5-Di-tert-butil-4-hidroxitolueno — BHT —
(Biopak; Buenos Aires, Argentina); Tris(hidroximetil)Jaminometano — TRIS —, Na,HPOs,,
NaH,;PO4, N,N’—metilénbisacrilamida — bis-acrilamida —, SDS y glicerol (Merck; Darmstadt,
Alemania); azul de bromofenol y ferricianuro de potasio (Anedra; Buenos Aires, Argentina); 3-
mercaptoetanol — B-ME — y tetrametiletiléndiamina — TEMED — (BDH Chemicals, Québec,
Canada); acido trinitrobencensulfénico — TNBS —, acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzo-tiazolina 6-
sulfonico) — ABTS —, 4cido 8-anilino-1-naftalén sulféonico — ANS —, azocaseina; glucono-o-
lactona — GDL —, 4cido etilendiaminotetraacético — EDTA —, 4cido 3-(2-piridil)-5,6,-difenil-1,2,4
triazina-p-p’ disulfoénico — ferrozina —, acrilamida, 2,2- difenil-1-picril-hidrazil — DPPH —, azul
brillante de Coomassie R250, reactivo de Folin-Ciocalteu, glicina, Na,COs3;, KNaCsH4O¢ —
tartrato de sodio y potasio —, Rodamina B, tricina, urea y NH4SO4 (Sigma-Aldrich Argentina;
Buenos Aires, Argentina) FeSO4 (Vetec; Rio de Janeiro, Brasil); Agar-Agar tipo I (Himedia;
Mumbai, India); Infusion cerebro-corazén — BHI — (Oxoid; Madrid, Espafa); reactivo de Folin-
Ciocalteu (Mercolab; Buenos Aires, Argentina); harina de pluma de gallina (Bunge; Brasil);
papel de filtro Whatman N°40 (Whatman International Ltd; Kent, Reino Unido); soluciones
reguladoras de pH (EM Science; New York, Estados Unidos) y leche en polvo descremada
(Svelty-Nestlé Argentina; Buenos Aires, Argentina).

Se prepararon soluciones stock de cada una de las drogas en agua destilada a temperatura
ambiente (23°C-25°C) y de acuerdo a los requerimientos, se las valor6 antes de utilizarlas. Las
proteinas que se utilizaron para la preparacion de soluciones testigo fueron NaCAS, B-Lg, a-
CN, B-CN, x-CN, albumina sérica de origen bovino, y pepsina porcina, adquiridas en Sigma-

Aldrich (Argentina). EIl WPI fue proporcionado por Arla Foods Ingredients S. A (Dinamarca).
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2.1.2. Preparacion de soluciones
2.1.2.1. Soluciones de caseinato de sodio

El caseinato de sodio (NaCAS) bovino comercial se disolvié en agua destilada con
agitacion magnética durante 2 h hasta alcanzar la concentracion final deseada. Se adicion6 entre
0,01-0,02 %P/V de azida sddica como preservante microbiano y el mismo fue guardado en
heladera a 4 °C. Para su uso la solucion acuosa de NaCAS bovino se agité 1 h a temperatura (T)
ambiente (23-25 °C). En estas condiciones la misma tiene un pH isoionico de 6,8.

El NaCAS ovino se obtuvo a partir de caseina (CN) 4cida de leches de ovejas de raza
Lacaune del sur de Brasil. La leche fue desgrasada por centrifugacion a 10.000xg a 4 °C durante
10 min. Luego se acidificéd hasta alcanzar pH 4,5 con HCI 1 M bajo agitacion constante a 25 °C.
Después de permanecer 30 min a 40 °C, la mezcla fue filtrada utilizando papel de filtro
Whatman N°40 usando una bomba de vacio. La CN acida precipitada se lavé con un buffer acido
acético/acetato de sodio pH 4,5 y luego con agua destilada, posteriormente se disolvidé con la
adicién de NaOH 10 g.L"' hasta alcanzar pH 7,0 y luego nuevamente se precipito. Se llevaron a
cabo de esta manera 4 ciclos sucesivos de precipitacion, lavado y redisolucion. El precipitado
final (CN 4cida) se lavo con acetona y cloroformo para extraer los glébulos de grasa remanentes
[87-88].

El NaCAS ovino (10 g.L™) se preparo a partir de la disolucién de 1 g de CN 4cida ovina
en 50 mL de NaOH 0,1 N. La disolucion se ajustoé a un pH final de 6,8 por adicion de pequefios
volimenes de HCI 0,1 N y se llevo el sistema a un volumen final de 100 mL con agua destilada

[89-90].

2.1.2.2. Preparacion de las micelas de caseina (MC)
La MC se reconstituyeron al 10 %P/V a partir de leche en polvo descremada en una
solucion buffer TRIS-HCI 0,01 M, CaCl, 0,01 M y pH variable (6,5-8,5). Las mismas se

almacenaron 24 h a 4 °C en la oscuridad para su posterior utilizacion.

2.1.2.3. Soluciones de ANS

El ANS, como sal de amonio, fue usado sin mas purificacion. Para las experiencias
espectrofluorométricas se prepard una solucion acuosa madre 6 mM que se almacend en la
oscuridad a 4 °C.

Su concentracion fue determinada por medidas de absorbancia utilizando un coeficiente

de absortividad molar & =4.950 M".cm™ a 350 nm [91].
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2.1.2.4. Soluciones reguladoras

La composicion de las soluciones reguladoras (buffers) dependié de los requerimientos
de la experiencia a realizar. Las mismas se realizaron a partir de la disolucion de la droga solida
en agua destilada y se el pH se ajusto con agregados convenientes de soluciones de NaOH 0,1 M
y/o HCI 0,1 M. La calibracion del electrodo se efectud con soluciones comerciales reguladoras
de pH, teniendo en cuenta la T de trabajo. Los principales buffers utilizados fueron: Imidazol 0,2
M pH 6,8 para ensayos de estabilidad coloidal, TRIS-HCl 0,02 M pH 8 para hidrolisis
enzimatica, TRIS-HCl 0,01 M, CaCl, 0,01 M y pH variable (6,5-8,5) para ensayos de
coagulacion, TRIS-HCI 1,5 M pH 8,8 y 0,5 M pH 6,8 para electroforesis, fosfato 0,212 M, pH
8,2 para determinacion de grado de hidrolisis, fosfato 0,2 M, pH 6,6 para la determinacién de
poder reductor, fosfato 0,005 M pH 7,0 para determinacion de la actividad secuestradora del

radical ABTS-".

2.1.2.5. Preparacion de muestras, soluciones y geles para electroforesis
Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-

PAGE) o en presencia de SDS vy tricina (tricina-SDS-PAGE)

2.1.2.5.1. SDS-PAGE

Se prepararon soluciones acuosas Stock de acrilamida conteniendo 30 %P/V de
acrilamida y 0,8 %P/V de bis-acrilamida, de buffers TRIS-HCI 1,5 M pH 8,8 y 0,5 M pH 6,8, de
buffer de corrida con TRIS 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1 %P/V y pH 8.3, del colorante
conteniendo 0,1 %P/V de azul brillante de Coomassie R250, 45 %V/V de metanol y 10 %V/V de
acido acético.

El gel de corrida estuvo compuesto de acrilamida al 11,68 %V/V y bis-acrilamida 0,32
%V/V solubilizadas en buffer TRIS-HCI 1,5 M pH 8,8, conteniendo SDS 0,1 %V/V. El gel de
concentracion contenia acrilamida al 3,8 %V/V, bis-acrilamida 0,2 %V/V solubilizadas en buffer
TRIS-HCI 0,5 M pH 6,8, conteniendo SDS 0,1 %V/V. Los geles mencionados se prepararon en
presencia de urea 6 M. La reaccion de polimerizacion fue iniciada por el agregado de 50 uL de
APS (preparado en el momento) y 5 uL. de TEMED.

El buffer de siembra, para la preparacion de muestras para electroforesis estaba
constituido por TRIS-HCI 0,06 M pH 6.,8; SDS 2 %V/V, glicerol 20 %V/V, urea 6M, azul
brillante de Coomassie R250 0,01 %V/V y B-ME al 1 %V/V.
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Las muestras conteniendo una concentracién de proteina entre 0,25 gL' y 1 gL' se

disolvieron en 1 mL de buffer de siembra.

2.1.2.5.2. Tricina-SDS-PAGE

Para la preparacion de buffer de muestra (no reductor) se prepararon: buffer B (SDS 12
%P/V, glicerol 30 %P/V, azul brillante de Coomassie R250 0,05 % y TRIS-HCI 0,15 M), buffer
B/4 (buffer B diluido con 3 volimenes de agua) y buffer D (buffer B sin glicerol). El buffer gel
estuvo compuesto por TRIS 3 M, HC1 1 M, SDS 0,3 % a pH 8,45. El buffer anodo estuvo
compuesto por TRIS 1 M, HC1 0,225 M a pH 8,9. El buffer catodo estuvo compuesto por TRIS 1
M, tricina 1 M, SDS 1% a pH ~8,25 (pH no corregido). La solucion stock AB-3 estuvo
compuesta por acrilamida 48 %P/V y bis-acrilamida 1,5 %P/V. La solucion stock AB-6 estuvo
compuesta por acrilamida 46,5 %P/V y bis-acrilamida 3 %P/V.

El gel de separacion (16%/6M urea) se prepard a partir de 5 mL de solucion stock AB-
6, 5 mL de buffer gel (3x) y 5,4 g de urea para obtener un volumen final de 15 mL. La
polimerizacion del mismo se inici6 por el agregado de 50 pL. APS 10 % P/V y 5 uLL de TEMED.

El gel espaciador (10 %) se preparé a partir de 3 mL de solucion stock AB-3, 5 mL de
buffer gel (3x) y 1,5 g de glicerol para obtener un volumen final de 15 mL. La polimerizacion del
mismo se inicié por el agregado de 75 pL de APS 10 %P/V y 8 uL de TEMED. El gel de
concentracion (4 %) se preparo a partir de 0,5 mL de solucion stock AB-3 y 1,5 mL de buffer gel
(3x) para obtener un volumen final de 6 mL. La polimerizacion del mismo se inicié por el

agregado de 45 uL de APS 10 % P/V y 8 uL. de TEMED.

2.1.3. Equipos utilizados
2.1.3.1. Mediciones espectroscopicas

Las medidas espectrofotométricas en el espectro ultravioleta (UV) y visible (V) se
realizaron en los espectrofotometros Spekol 1200 y Jasco V-550, ambos equipados con
portacubetas termostatizables. Las medidas consistieron en la obtencion de espectros de
absorcion, lecturas de absorbancia (A) y turbidez (t) a una longitud de onda () fija, y curvas
cinéticas a A fija y variable.

Las medidas de t se efectuaron como medidas de A en un rango de 450 a 650 nm, en
donde no se produce absorcion por parte de cromodforos proteicos, sin necesidad de corregir

dichas mediciones por el efecto de la luz dispersada a pequefios dngulos, debido a que los
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tamafios de las particulas estudiadas son comparables con la A utilizada, lo que implica
diferencias minimas entre las medidas de Ty A [92].

Las medidas espectrofluorimétricas se hicieron en un espectrofluorometro Aminco-
Bowman Series 2, equipado con portacelda termostatizable. Las medidas consistieron en la
obtencion de espectros de excitacion y emision de la fluorescencia y lecturas de intensidad
relativa de la fluorescencia (IF) a una dada longitud de onda de excitacion (Aexc).

Las medidas del tamafio medio de particulas y la distribucion de tamano de las mismas
fueron realizadas a través de medidas de dispersion dindmica de la luz (DLS) y de difraccion
laser. Los ensayos de DLS fueron realizados en un equipo Brookhaven Modelo 9863
termostatizable, con laser He-Ne como fuente de luz coherente y poder maximo de 15mV, a una
A de 632,8nm. La intensidad de la luz dispersada fue medida a un angulo de 90°. Los didmetros

hidrodindmicos fueron calculados utilizando el software BI9000AT.

2.1.3.2. Mediciones potenciométricas
Las medidas de pH se realizaron utilizando un pH-metro digital Horiba D24, equipado
con un electrodo de membrana de vidrio selectivo a protones combinado con un electrodo de

referencia de calomel saturado.

2.1.3.3. Mediciones reologicas
Las determinaciones de los modulos de elasticidad o de almacenamiento (G') y viscoso o
de pérdida (G") se efectuaron en un redmetro de tension controlada ARG2, de Texas Instruments

(Brookfield Engineering Laboratories, E.U.A).

2.1.3.4. Microscopia
2.1.3.4.1. Microscopio optico

Para la obtencion de iméagenes digitales por microscopia Optica convencional se utilizd
un microscopio invertido (Union Optical, Japon) al cual se le acopldo una camara fotografica
digital (Canon Powershot A640) para la obtencion de imagenes, las cuales fueron digitalmente
almacenadas para su posterior analisis. Las imagenes fueron tomadas con un objetivo de 100x,

zoom 4x y adaptador de la camara para microscopio de 52 mm.
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2.1.3.4.2. Microscopio confocal

Para la obtencion de imagenes digitales por microscopia confocal se utilizd6 un
microscopio confocal invertido NIKON TE2000E (Nikon Instruments Inc., USA) con un
objetivo de 40x, zoom de 2x, laser de excitacion He-Ne 543 nm y banda de emisioén de 605-675

nm. Las imagenes adquiridas fueron almacenadas en formato TIFF para su posterior analisis.

2.1.3.5. Equipos de apoyo

Se utilizaron bafios termostaticos, bafios de circulaciéon de agua, bombas de vacio,
centrifugas, agitadores magnéticos Jonomex y Hanna HI 190 M, cronémetros digitales, equipo
para electroforesis Mini-PROTEAN 3 Cell (BIO-RAD, Estados Unidos), rectificador y fuente de
poder estabilizada Chemar S.A.C.ILF. CHF 1.4, micropipetas Oxford, BOECO 921, V3-series
(High Tech. Lab.), Wheaton 851303 y Hamilton 171 ORN, viscosimetro de Ostwald y
densimetro digital Anton Paar GmbH.

2.1.4. Programas de procesamiento de datos utilizados

Se desarrollaron programas especificos en lenguaje de programacion Python para procesar
las imagenes digitales, desarrollado por el Dr. Horacio Castellini [93]. Se us6 el programa
informatico de analisis de imagenes Imagel para la obtencion del diametro medio de los poros y
de la distribucion de tamafio de los mismos a partir de las imagenes obtenidas por microscopia.
Se usaron los programas informaticos OriginPro 8.0, SigmaPlot 10.0, Minitab 16 y R 2.11.0 para
los procesamientos estadisticos de los datos obtenidos. Para el analisis de las densidades de los
pixels de las bandas proteicas digitalizadas de los geles de electroforesis se utilizO un programa

informatico especialmente disefiado para este proposito (X-GEL).
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2.2. METODOS
2.2.1. Determinacion de proteinas por el método de Lowry

La concentracion de WPI y péptidos producto de hidrolisis fue determinada mediante el
método de Lowry-Peterson que consiste en una modificacion del método colorimétrico de Lowry

original [94].

Técnica operatoria

« Solucién A: Na,CO;3 20 g.L”!', NaOH 4 g.L”!, KNaC4H406 1 g.L™! (tartrato de sodio y

potasio)
« Solucion B: CuS04 5 g.L™!
« Solucidon C: reactivo de Folin-Ciocalteu diluido al medio con agua destilada.

Se prepararon las soluciones A, B y Cy, en el momento de su uso se prepar6 una solucion
alcalina (solucién D) de la siguiente manera: se mezclaron 50 mL de soluciéon A con 1 mL de
solucion B.

Se colocaron 100 pL de las muestras en 2,5 mL de solucion D. Para el blanco se utilizo
agua destilada. Se incubaron las mismas a 37 °C durante 10 min y a continuacion se les agregd
300 uL de solucién C. Se mantuvieron las mezclas durante 30 min en oscuridad y luego se
determind la A de las mismas a 750 nm.

Para la confeccion de la curva patron se prepar6d una solucién de albimina sérica bovina

de concentracion 1 gL y se realizaron las siguientes diluciones (Tabla 2.1):

Tabla 2.1: Soluciones utilizadas para la confeccion de la curva patron Lowry

Sol. D (mL)  Agua (uL) Sol. Albimina Conc. final (g.L")

blanco 2,5 100 0 0
1 2,5 90 10 0,1
2 2,5 80 20 0,2
3 2,5 70 30 0,3
4 2,5 60 40 0,4
5 2,5 50 50 0,5
6 2,5 40 60 0,6
7 2,5 30 70 0,7
8 2,5 20 80 0,8
9 2,5 10 90 0,9
10 2,5 0 100 1,0
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Se repitieron los mismos procedimientos de incubaciéon y se determind la A a 750 nm. Se
obtuvo una relacion lineal entre los valores de A obtenidos y la concentracion de albumina sérica

bovina (valor del coeficiente de correlacion lineal obtenido: 0,982).

2.2.2. Determinacion de la concentracion de CN utilizando el método de Kuaye

La concentracion de CN (Ccy) en las distintas muestras de NaCAS y MC fue determinada
por el método espectrofotométrico propuesto por Kuaye el cual se basa en la modificacion del
espectro del amino4cido tirosina a altas A de la region UV, en un medio alcalino fuerte (pH = 13)
[95].

En la region entre 248 y 256 nm, la A es una funcion lineal de la A y la pendiente es

directamente proporcional a la concentracion proteica segun:
Con = (A™, — AP, (factor dil.)n, / (A**; — A%%).(factor dil.), 2.1

donde los supraindices representan las A a las cuales se mide la A y los subindices sefialan si se
trata de la muestra (m) o del testigo (t). Esta formulacion es valida para los casos donde la
relacion lipidos/proteinas < 0,05. El testigo debe contener 1 g.L”' de proteinas en total y respetar

las proporciones de los constituyentes de la muestra a medir.

Técnica operatoria:

Se realizaron las siguientes diluciones en NaOH 0,25 N: 1/100 V/V para las muestras y 1/5
V/V para un testigo (solucion NaCAS comercial 1 g.L”', preparado en el momento a T
ambiente). Se registr6 la A de dichas diluciones a 248 y 256 nm y luego se aplic6 la relacion

mostrada en la Ecuacion 2.1.

2.2.3. Evaluacion del tamafio medio de las particulas de NaCAS por medidas de t

Los posibles cambios de tamafio y/o grado de compactacion de las particulas fueron
estudiados basandose en la dependencia de la Tt con la A en el rango de 450-650 nm, rango de A
en donde no hay absorcion de los grupos croméforos de la proteina.

La relacion entre el tamafio de una particula y las caracteristicas de la luz que dispersa se
encuentra bien descripta en la bibliografia para particulas de forma simple [96]. Por ejemplo,
para particulas esféricas monodispersas de peso molecular MM, concentracion ¢ y con indice de

refraccion cercano al del solvente, la T esta dada por:
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2
32.n2.n§.(alj
t=HeMM.Q siendo H=——— ¢ 22

donde ng y n; son los indices de refraccion del solvente puro y de la solucion respectivamente, N
es el numero de Avogadro, on,/Oc es el incremento especifico del indice de refraccion y la
funcién de disipacion Q resulta de las interferencias internas de la luz dispersada por las
particulas a todos los 4ngulos 0 y se incorpora a la expresion cuando las particulas poseen un
tamafio mayor que la A incidente. Esta funcion Q, que depende de la forma de las particulas, se

puede definir como:

Q= %IP(q,R)(l +cos? 0)sen0do 2.3
0

en la que 0 es el angulo de dispersion de la luz y P(q, R) es un factor de forma donde q es el
vector de onda y R el radio de la particula [97]. Los resultados de estudios de simulaciéon por
computadoras utilizando diferentes modelos de agregacion han permitido definir la estructura de
los agregados coloidales en términos del concepto de dimension fractal [98-99]. Para un objeto

fractal, Q se ve modificada como sigue:
Q= % I P(q,R)S(q)(1+ cos” B)senOd0 2.4
0

siendo S(q) un factor de estructura que describe el arreglo espacial de los elementos de
dispersion o mondmeros dentro del agregado [100].

De la Ecuacion 2.2 se puede obtener la derivada:

dlogt O0lo 8c}
gr_0logQ ,, —4=By-4 25

dlogh oOlogh  ologh

El pardmetro B estd por lo tanto relacionado en forma directa con el tamafio y grado de
compactacion de las particulas en suspension.

Teniendo en cuenta que las soluciones de proteinas a estudiar no son muestras
monodispersas, la T serd funcion del peso molecular promedio en peso (Mj) y del factor de

disipacion promedio z (Q,) que depende de la distribucion de tamafios promedio:
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T= H.Mp.Q 2'6

z

A partir de esta ecuacion se puede demostrar la relacion directa entre B y el tamafio promedio en
peso de las particulas en solucion [101].

Aceptando un valor de -0,2 para v, que es el estimado para proteinas en un rango de A de
400 a 800 nm, se puede calcular el valor de [ a partir de la pendiente de graficos lineales de log t
vs. log A midiendo la t en el citado rango de A a intervalos frecuentes durante el tiempo

necesario para alcanzar un maximo de t durante la agregacion del sistema [97]:

ologt

42+ 0 2.7
Ologh

=42+

Técnica operatoria:

El valor de B se obtuvo teniendo en cuenta que [102]:
a1
T=b lnT 2.8

donde Ij e I son las intensidades de luz incidente y transmitida respectivamente y b es el camino

optico; y dado que la A se define como:

I 29
A =log—2>
I
la T queda expresada como:
1=2303.Ab" 2.10
Aplicando log:
log T =10g(2,303) + log A —log b 211

y si se deriva con respecto a A:

dlogt OlogA .
dlogh dlogh 2.12

De esta manera, el valor de dlogt/dlogh es la pendiente de un grafico lineal de log A vs.

log A y a partir de €l se obtiene B segiin la Ecuacion 2.7.
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Para obtener dichas mediciones se colocaron alicuotas de las distintas muestras en cubetas
rectangulares de 1 cm de paso Optico y 3 mL de volumen y se midio la A entre 450 y 650 nm en
un espectrofotometro con portaceldas termostatizable.

Con los valores de  y de t a 600 nm (medida como A 600 nm) se evalud el estado de las
suspensiones coloidales o de los agregados formados por la floculacion y/o agregacion de las
particulas durante el proceso de gelificacion acida inducida por GDL o agregacion post
enzimatica, y los posibles cambios de estos procesos frente a las distintas condiciones de trabajo.

A modo de ejemplo, la Figura 2.1 presenta un grafico lineal de log t vs. log A de los

numerosos realizados en el presente trabajo.

03

0.2

0.1

log t

0.0

-0.1

02+

03[, 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 278 280

log A

Figura 2.1. Ejemplo de la obtencién de B. o = Olog t/Olog A = -2,997; r* = 0,999; B = 1,203

Los métodos de DLS, como el de difraccion laser, empleados para estudiar la distribucion
de tamafio de las particulas, han alcanzado amplia difusiéon en la actualidad merced a la
posibilidad de utilizar fuentes luminosas laser, monocromaticas, coherentes y de gran energia, lo
que aumenta de forma notable la posibilidad de detectar la radiacién dispersada [103]. Para

corroborar la relacion entre B y el tamafio medio de las particulas, se realizaron medidas de DLS.

2.2.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
La composicion proteica de las diferentes muestras fue analizado por SDS-PAGE, usando
un sistema de gel vertical, de acuerdo al método de Laemmli [104]. Se realizaron ademas tricina-

SDS-PAGE para evaluar la presencia de proteinas de peso entre 2 'y 30 kDa [105-106].
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Técnica operatoria

Se sembraron cantidades adecuadas de proteina disueltas en buffer de siembra de modo
de obtener 10-20 pg de proteina por cada 20 uL de muestra. El tiempo de corrida fue de
aproximadamente 45 min, a 25 °C y con intensidad de 12 mA para el gel de separacion y de 25
mA para el gel de corrida. Las proteinas fueron tefiidas con una solucion colorante de Coomassie
brillant blue R250, y decoloradas con metanol al 10 %V/V y una solucion decolorante de acido
acético al 10 %V/V. La intensidad relativa de las bandas coloreadas fue determinada por
escaneado digital de las fotografias de los geles y posterior andlisis de las densidades de los
pixeles de las bandas proteicas digitalizadas, incluyendo la deconvolucion del patron de curvas
escaneado, cuando fue necesario. Las bandas proteicas fueron identificadas usando un patrén de

pesos moleculares (Sigma-Aldrich Argentina).

2.2.5. Determinacion de la Estabilidad Coloidal

Durante la formacion de agregados de caseinato de calcio (ACC) el modelo asume la
existencia de dos clases de sitios de unién para el cation, el primero da lugar a la formacion de
complejos insolubles (precipitacion o salting-out), mientras que la union al segundo tipo de sitios
provocaria la redisolucion de dichos complejos (redisolucion o salting-in). Los equilibrios

involucrados se pueden formular como:

K! K>
p+nCa«——pCa,  + mCa«—=—>pCa Ca 713

donde p es la CN no unida al Ca®", n y m los nameros de moles de Ca** unidos a los dos tipos de
sitios (pCa, y pCa,Cay,) por mol de proteina y K; y K, son las constantes aparentes de fijacion
por sitio. K; es la constante de equilibrio del proceso de precipitacion o salting-out y K,
corresponde al segundo proceso de redisolucion o salting-in [16].

La cantidad de proteina libre se denomina solubilidad aparente de la proteina (Sap). So, S1'y
S, son definidas como solubilidades intrinsecas de p, pCa, y pCa,Cay, respectivamente. El

modelo para S,, en este caso adopta la forma:
Sap = fpSO + pransl + pranCamS2 2.14

donde S,, da una medida de la estabilidad coloidal a una dada concentracion total de sal de
calcio y fi son los componentes fraccionales de especies i referidos al equilibrio senalado.

La incorporacion de las constantes de equilibrio a la Ecuacion 2.14 conduce a:
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sl skbler] soskepled ]
" IeleKipl[ca ] [p]+Ki[p)[Ca¥ ] [p]+KI[p][Ca¥ ]"

donde [p] es la concentracion de proteina no unida y [Ca®"] es la concentracion de Ca®" libre.

Cancelando los factores comunes se obtiene:

S, L SKi [Ca | LS -S)KS [ca |

S =
1+K[[Ca™ | 1+Kj[Ca™ | 1+K7[Ca* |

ap

2.16

Deberia remarcarse que la expresion anterior es valida para la secuencia de la fijacion en la
que K; > K, vy los n sitios se saturan antes que el Ca*"se fije a los m sitios de la proteina y para
mas simplicidad n y m no interactian entre si. Cuando la concentracion total de proteina es
pequeiia en relacion a la concentracion total de Ca>*, esta tltima puede usarse en la expresion en
lugar de la concentracién libre de Ca*". La concentracion de calcio total, [Ca®"]r es la suma de
[Ca’] y la concentracion de calcio ligada a las especies pCa, y pCayCam y estd dada por la

siguiente expresion:

nK;'M; [Ca“]m1 mK )M, [Ca2+ ]mfl
+
1+Kp[Ca™ | 1+Ky[Ca” |

2.17

[Ca2+ ]T = [Ca“] 1+

siendo Mt la concentracion total de CN. De la Ecuacion 2.17 puede verse con facilidad que
[Ca®"]r = [Ca®] cuando la concentracion de Mt es relativamente menor que [Ca®"] [16]. Para las
experiencias realizadas se asume esta aproximaciéon como razonable dado el rango de [Ca®]r
que utilizamos y la masa molar de las CN.

Si se trabaja en un rango de concentraciones de Ca’" en el que predomina el primer
equilibrio y ademas K; > K, podemos despreciar el altimo término y la Ecuacion 2.16 se reduce

a.

S, +SK] [Ca™ |

2.18
1+K} | Ca™ |

ap

n
T
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Los perfiles de solubilidad fueron analizados mediante regresiéon no lineal fijandose el
valor de n y calculando el valor de K; y S, los cuales fueron testados por comparacion de los
valores residuales calculados como la suma de los cuadrados de las diferencias entre los datos
experimentales y el correspondiente a la curva tedrica.

Alvarez (2000, 2007) incorpor6 un termino adicional a la expresion 2.18 para resolver en
mayor detalle la aparicion de un “hombro” en la region de salting-out de los perfiles de
solubilidad [107-108]. Considerando dicho término, la Ecuacion 2.18 se transforma en la

siguiente expresion:

S, +SK] [ca> ] (s)-s)Ky[ca> ] 519
1+K}[Ca™ | 1+K[Ca™ ]

ap n n'
T T

donde se incorporan nuevos parametros S';, K'; y n' de igual significado a sus homélogos Si, K;

y n, pero haciendo referencia a una segunda etapa de salting-out.

Técnica operatoria:

Para NaCAS bovino y ovino, se prepararon mezclas a T ambiente, conteniendo las
siguientes concentraciones finales:

eNaCAS5gL" 10gL ' 0o15gL"

« buffer Imidazol 0,01 M pH 6,8

« CaCl, 0,001-0,04 M de Ca™".

Se homogeneizaron los sistemas por inversion suave, 3 veces. Se incubaron los tubos de
centrifuga 1 h a T ambiente para que el sistema alcance el equilibrio. Luego, se centrifugaron a
1.500xg durante 15 min [109]. Se descartd el precipitado (agregados insolubles) y en los
sobrenadantes (ACC) se determinaron los valores de S,p, Ty B.

Los valores de S,, se obtuvieron utilizando el método de Kuaye y, junto con los valores
de [Ca®]r, fueron analizados por un ajuste no-lineal mediante el algoritmo de Levenberg-

Marquardt [110], utilizando la Ecuacion 2.19.

2.2.6. Mediciones viscosimétricas de los ACC
2.2.6.1. Determinacion de la viscosidad relativa
La determinacion de la viscosidad se realizd utilizando un viscosimetro de Ostwald.

Segun la ley de Poiseville:
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_ n.h.g.p.r4.te
8-L-V

2.20

donde n es la viscosidad de la solucion, g es la aceleracion de la gravedad, h es la altura media
de la columna de liquido, p es la densidad de la solucidn, r es el radio del capilar, t. es el tiempo
que tarda en pasar el liquido desde un enrase A a uno B (tiempo de escurrimiento), L es la
longitud del capilar y V es el volumen del liquido.

Para el solvente puro, que en este caso fue agua destilada, resulta:

4
T[.h.g.po.r .tO 2]

Dividiendo miembro a miembro 2.20 y 2.21, se obtiene:

,r,l — tsol ’ psol 222
to’po

siendo pso la densidad de la solucion, py la densidad del agua, ty y to son los tiempos de

escurrimiento de la muestra y el agua respectivamente y n; la viscosidad relativa.

Técnica operatoria:

Se determind la variacion de m, producida por el incremento de la concentracién de
proteina a relaciones fijas de concentracién de ion Ca®/concentracion de CAS (Ca’":CAS)
utilizando un viscosimetro de Ostwald termostatizado, el cual puede ser usado satisfactoriamente
para determinaciones de viscosidad en liquidos Newtonianos. El viscosimetro fue situado en un
bafio de agua controlado termostaticamente a la T de (30,00 £ 0,05) °C.

La relacion de Ca’":CAS se mantuvo siempre en el rango en el cual no se observo
precipitacién de proteina (0 a 0,5-10-3 M.L.g"). Se us6 el mismo viscosimetro para todas las
determinaciones y se mont6 de manera que siempre ocupd la misma posicion en el bafo. Los
tiempos de escurrimientos fueron como méximo de 3 min, en este tiempo se puede considerar el
equilibrio de los agregados en solucién. De la misma manera se determiné la viscosidad del

solvente.
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2.2.6.2. Determinacion de la viscosidad intrinseca

La viscosidad intrinseca ([n]) esta definida por la siguiente ecuacion:

/n,)—1
fim (/M) 1 ~[n] 223
c,—0 CZ
donde ¢, es la concentracién de la proteina en gmL™, y 1 y 1o son las viscosidades de las
soluciones y del solvente, respectivamente. La [n] depende idealmente so6lo de la forma y el
grado de compactacion de las moléculas individuales en solucion y es independiente de la

concentracion.

Técnica operatoria:

Las viscosidades de soluciones de concentraciones crecientes de suspensiones de ACC a
diferentes relaciones fijas de Ca*":CAS fueron medidas como se indico en la Seccion 2.2.6.1.

La [n] se determiné por mediciones de n de una serie de soluciones diluidas (0,006 a
0,014 gmL™), graficando ((m/Mo)-1)/c, en funcién de la concentracién c, y extrapolando a

concentracion cero [111].

2.2.6.3. Determinacion del volumen especifico parcial y del factor de forma

El volumen especifico parcial (52) de un componente de una solucién esta definido por

la siguiente ecuacion:

A 2.24
om,
donde V es el volumen de la solucion y m; es la masa del componente considerado.

Para macromoléculas que usualmente interaccionan con el solvente, Vs depende de la
concentracion de la solucion. Debido a que cambios en la concentracion de la solucidon se
relacionaran con cambios en su densidad (p), es posible expresar v a cualquier concentracion
en términos de la rapidez del cambio de p, dp/Oc,. Usando este parametro y la concentracion ca,

se puede escribir la siguiente ecuacion:

5, = 1=(@p/0cy) 2.25
p—c,-(dp/ac,)

33



Materiales y métodos

donde el término en el numerador puede ser calculado de un grafico de p vs. ¢, y el

denominador es la densidad a concentracién cero, po. Entonces, este tipo de grafico permite
calcular v, a diferentes concentraciones.

Cuando estos graficos son lineales, v, puede ser considerado como independiente de la

concentracion, y puede ser determinado por la siguiente ecuacion:

L2 =[LM —EJ 2.26
Po C,

donde Ap/c; es la pendiente de la recta obtenida del ajuste de los datos experimentales.

La[n]y v, estan relacionados por la siguiente ecuacion:
[n]=v-v 227

donde v es el factor de forma o Simha, directamente relacionado a la conformaciéon de la

macromolécula [112].

Técnica operatoria:

Se midieron las p de las suspensiones de los ACC a diferentes relaciones de Ca*":CAS,
pH 6,8 y 30 °C. Luego, los valores de p se graficaron en funcion de la concentracion.

Estos graficos fueron lineales en el rango de concentracion de proteina estudiado (0,006
20,014 g.mL™), luego v: se calculd a partir de la Ecuacion 2.26. Con estos valores se calculd el

factor de forma v, segun la Ecuacion 2.27.

2.2.7. Estudio espectrofluorimétrico
2.2.7.1. Estudio de los cambios estructurales del NaCAS

Se registraron espectros de excitacion y de emision de la fluorescencia intrinseca
proteica, con el objeto de detectar corrimientos de las bandas espectrales y/o cambios en la IF
frente a la presencia de distintos cosolutos. Las longitudes de onda de excitacion (Aexc) y €mision
(Aem), y el rango de concentracion en el cual el efecto de filtro interno resultd despreciable,

fueron determinadas para los sistemas bajo estudio.
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Técnica operatoria:

Las muestras (3 mL) para las determinaciones espectrales o las medidas de IF fueron
transferidas a cubetas de fluorescencia de cuarzo de 1 cm de paso dptico y éstas colocadas en un
portacubetas termostatizable capaz de mantener la T de trabajo deseada. Se registraron los
valores de IF dentro del rango 300400 nm, a 35 °C, utilizando como Acx. 286 nm para NaCAS y
sus hidrolizados y Aexc 298 nm para WPI y sus hidrolizados.

2.2.7.2. Determinacion de la hidrofobicidad superficial
La hidrofobicidad superficial (Sy) fue estimada de acuerdo al método de Kato y Nakai

[113-114], utilizando ANS como marcador fluorescente hidrofobico.

Técnica operatoria:

Previamente, se registraron espectros de excitacion y emision de fluorescencia del ANS,
el NaCAS y de la mezcla de los anteriores, para determinar las Aexe ¥ Aem.

La IF de las muestras conteniendo 3 mL de ANS 0,04 mM y consecutivos agregados de
NaCAS 0,001 g.mL™" (IF,), como también la de la proteina sola en el correspondiente solvente a
la misma concentracion (IF,), fueron medidos, usando una Aexc y Aem de 397 y 480 nm
respectivamente para CAS bovino y 396 y 474 nm respectivamente para CAS ovino, a
temperatura constante (25 °C para CAS bovino y 35 °C para CAS ovino). La IF neta (AF) fue
calculada como la diferencia entre IF;, e IF,, y la Sy fue determinada como la pendiente inicial de

. <7 . -1
la curva obtenida al graficar AF versus concentracion de proteina en g.mL™.

2.2.8. Estudio de la agregacion de particulas de NaCAS o WPI por acidificacion inducida
por GDL

Dependiendo de la concentracion y T, la hidrolisis de la GDL en é4cido gluconico puede
promover una reduccion lenta del pH de soluciones proteicas [115]. Cuando el pH disminuye se
produce un aumento de las interacciones proteina-proteina, debido al descenso de la carga neta
en el punto isoeléctrico de las mismas.

Se evalud el proceso de agregacion acida de hidrdlizados de NaCAS o WPI obtenidos a
partir de los pooles enzimaticos P7 o P45 como asi también de mezclas de los mismos con sus
proteinas de origen. El proceso se evalu6 por medidas turbidimétricas, que permitieron
monitorear el cambio de tamafio de las particulas en suspension, basandose en la dependencia de

latconlaA.
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Técnica operatoria:

La cinética de agregacion acida fue iniciada por adicion de GDL sobre 3 mL de las
muestras, luego las mismas fueron transferidas a cubetas de 1 cm de camino Optico y colocadas
en un portacubetas termostatizado a 35 °C.

La cantidad de GDL utilizada fue la necesaria para obtener una determinada relacién
proteina:GDL (R) seglin la siguiente ecuacion:

C
R =—9L
C, 2.28

donde Cgpr es la concentracion de GDL expresada en %P/P y Cp es la concentracion de las
muestras evaluadas, expresada en %P/P.

Se prepararon muestras conteniendo hidrolizados de NaCAS ovino por accion de PEP7
(0,35 %P/P, R=1); de PEP45 (0,35 %P/P, R=1,5); de NaCAS bovino por accion de PEP7 (0,5
%P/P, R=0,5) y de WPI por accion de PEP7 (0,125 %P/P, R=1,5). Se evualu6 ademas la mezclas
de los hidrolizados con sus proteinas de origen: hidrolizdos NaCAS ovino (accién de
PEP7):NaCAS ovino (0,125 %P/P:0,5 %P/P, R=1); hidrolizdos NaCAS ovino (accion de
PEPP45):NaCAS ovino (0,125 %P/P:0,5 %P/P, R=2); hidrolizdos NaCAS bovino (accién de
PEPP7):NaCAS bovino (0,125 %P/P:0,5 %P/P, R=0,5); hidrolizdos WPI (accién de
PEPP7):WPI (0,125 %P/P:0,5 %P/P, R=1,5) y hidrolizdos WPI (acciéon de PEPP45):WPI (0,125
%P/P : 0,5 %P/P, R=0,5)

Una vez adicionada la GDL, la mezcla se agité suavemente durante 5 s con un agitador
de Teflon y se mididé la A de la suspension dentro del rango 450—650 nm, donde no hay
absorcion de grupos cromoforos proteicos, hasta que se alcanzd un valor maximo y constante de
A. Simultaneamente se midi6 el descenso de pH.

El proceso de agregacion fue seguido a través de mediciones del parametro 3. Se
determinaron el tiempo y el pH a los cuales comienza la agregacion (tag y pHag).

En la Figura 2.2 se muestran, a modo de ejemplo, los valores de B graficados en funcion

del tiempo y el pH.
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Figura 2.2. Variacion de la 3 a lo largo del tiempo y en funcién del pH luego de
adicionada la GDL.

2.2.9. Evaluacion de la gelacion acida
2.2.9.1. Determinacion de las propiedades reoldgicas

Se realizaron ensayos reoldgicos oscilatorios en un redmetro de tension y deformacion
controladas (TA Instruments, modelo AR G2; Estados Unidos). Se utilizd una geometria de tipo
cono/plato (didmetro: 40 mm; dngulo cono: 2°; truncacidon: 55 mm) y se coloc6 un kit de cubierta
trampa de solvente para evitar la contraccion de la muestra por evaporacion de agua. La T fue
controlada con un bafio con recirculacion conectado al plato Peltier del instrumento. En el
redometro se configur6 un procedimiento de adquisicion de datos a intervalos de 20 s durante 120
min, fijando los valores de tension de oscilacion en 0,1 Pa y de frecuencia de oscilaciéon en 0,1
Hz. Una vez alcanzado el equilibrio, se realiz6 un barrido de frecuencia entre 0,1 y 10 Hz.

Se graficaron las curvas de Lissajous a varios tiempos para controlar que las
determinaciones del modulo elastico (G'), médulo viscoso (G") y de la elasticidad compleja
fueran siempre obtenidas dentro de la region viscoelastica lineal. Se estimé el tiempo de
coagulacion (t;) o de gelificacion (ty) segun el caso, como el tiempo en que se igualan G'y G"
conforme a varios estudios que han adoptado este criterio [63, 116]. Ademads, se registrd el
maximo valor de G' (G'max) ¥ G" (G"max) alcanzado, com asi también el valor de (tan ). Las

determinaciones fueron realizadas al menos por triplicado.
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2.2.9.2. Obtencion de las imagenes de los geles acidos formados

Para la obtencion de las imdgenes en el microscopio Optico invertido se colocaron un
pequeiio volumen de cada muestra en placas LAB-TEK II de ocho compartimientos (por
triplicado) como se muestra en la Figura 2.3.

El volumen oOptimo a utilizar en cada placa se determind colocando diferentes
cantidades de muestra en cada compartimiento (80-120 pL), eligiendo el minimo volumen que
luego de la gelificacion formaba la menor pelicula delgada y completa de gel cubriendo la

totalidad de la celda, para la realizacion de las medidas en el microscopio Optico invertido.

Figura 2.3. Placa LAB-TEK II conteniendo distintas muestras.

Figura 2.4. En estas fotografias se observa: A) Imagen de la regla utilizada [93]. B) Imagen tomada con
un objetivo de 100x, zoom 4x y adaptador para microscopio de 52 mm .

Para determinar a cudntos um equivale un pixel de las imagenes obtenidas, se tomaron
fotografias de una regla de 1 cm de longitud que poseia 200 divisiones [93]. En la Figura 2.4.A
se muestra la regla utilizada, y en la Figura 2.4.B la imagen obtenida con un aumento de 100x.
En esta ultima se puede visualizar la distancia entre cada division la cual es de 0,05 mm,

permitiendo obtener la resolucion de las imagenes de los geles proteicos la cual fue:

1 pixel = (0,0718 = 0,0005) um 2.29
Resolucion = 13,92 pixel/um 2.30
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Para la obtencion de imagenes en el microscopio confocal, mezclas de NaCAS bovino
(3 %P/P) con sus respectivos hidrolizados (0,75 %P/P) obtenidos con el pool enzimatico P7 a
distintos tiempos (t) de accion enzimatica fueron tefiidas con una soluciéon del marcador
fluorescente Rodamina B (2.10 g.L™). El proceso de gelacién 4cida fue iniciado mediante la
adicion de una cantidad adecuada de GDL (R = 0,5) y posteriormente alicuotas de 200 uL fueron
depositadas inmediatamente sobre los compartimentos de placas LAB-TEK II. El proceso de
gelacion se realizo a 35 °C con humedad controlada. Las imagenes adquiridas se almacenaron en

formato TIFF para su posterior analisis.

2.2.9.3. Determinacion del diAmetro medio de los intersticios de los geles acidos
Se evalu6 la microestructura de los geles proteicos mediante el andlisis digital de las
imagenes obtenidas, determinando el didmetro medio de los intersticios o poros formados

durante el proceso de gelacion, asi como la distribucién de tamafios de los mismos.

Técnica operatoria:

Se utilizd el programa informatico Image] para determinar el didmetro y el area
promedio de los poros y la distribucion de diametro de poro. El valor de corte para determinar
los pixeles pertenecientes al objeto en estudio o que forman parte del fondo de la imagen fue
determinado de acuerdo al método propuesto por Pugnaloni et al., el cual se basa en la eleccion

del maximo en una grafica de nimero de poros vs. valores de corte [117].

2.2.10. Analisis textural de imagenes

Tal como fuera propuesto por Costa et al. [93], para reducir la complejidad
computacional en el analisis de las imagenes de los geles obtenidos, en este trabajo se usaron
solo los 2 estimadores mas relevantes utilizados en la literatura [118]. Se supuso que la sucesion
de escala de grises, N; donde el indice i es un nivel de gris, corresponde a un proceso estocastico
de medida estacionaria con varianza finita, sobre el cual se usan los siguientes estimadores: la
entropia de Shannon (S) y la Uniformidad (U) las que se definen a través de las Ecuaciones 2.31,

y 2.32 respectivamente [119].
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L-1
S == p(N;)log,(p(N;)) 231
1=0

donde o*(N) es la varianza, p(Ni) es la frecuencia estadistica muestral normalizada de la escala
de grises y L es el méximo nivel de negro.

La varianza es una medida del contraste de los niveles de grises y se puede usar para
establecer descriptores de la suavidad relativa. El valor de U es maximo para una imagen en la
que todos los niveles de grises son iguales y decrese de ahi en mas. El pardmetro S es una

medida de la variabilidad y toma el valor 0 para una imagen constante.

Técnica operatoria:

Previo al analisis, las imagenes obtenidas en formato numérico de 8 bits RGB (rojo,
verde, azul) en cada uno de los niveles de color, fueron transformadas a formato YUV (sistema
de transmision digital de television) donde se extrajo la escala de grises, Y, por la siguiente
transformacion:

Y= 10,299 Rojo + 0,587 Verde + 0,114 Azul 2.34

El codigo del programa usado para procesar la imagen escrito en Python fue desarrollado
por el Dr. Horacio Castellini y fue descrito por Costa, 2011 [93, 120]. En este codigo se hace uso
de la biblioteca de procesamiento de imagen del lenguaje informadtico, ésta da la imagen en el
formato RGB (Rojo, Verde, Azul) el cual es una escala entera de valores que va desde el 0 a 255.

Tomando la parte entera de la Ecuacion 2.34 se obtiene la escala de grises buscada para
los analisis estadisticos, y se normalizan los valores por medio de la siguiente transformacion:

N = (L 1) Yo 235

donde L es el maximo nivel de negro, Ymi, es el minimo valor de la escala de grises y Ymax €l

valor maximo.
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2.2.11. Obtencion de los pooles enzimaticos P7 y P45

Las proteasas fueron producidas por Bacillus sp. P7 o por Bacillus sp. P45, las bacterias
se inocularon en tubos de ensayo con BHI liquida (5 mL) y se dejaron 24 h a 30 °C. Luego, una
muestra de 1 mL se traspas6 a otro tubo de ensayo con BHI (5 mL) y se volvi6 a incubar 24 h a
30 °C. Por tultimo, se tomaron 500 pL y se inocularon en un medio agar-BHI que se dejo en
estufa por 24 h a 37 °C. Al cumplirse dicho tiempo, se aislé una colonia y se inoculd en un nuevo
medio agar-BHI. Seguidamente se puso en estufa por 24 h a 37 °C. Por Ultimo, se tomd una
colonia aislada y se colocd en un erlermeyer conteniendo 100 mL de medio de cultivo (NaCl 0,5
g L', KH,PO,4 0,4 g L', K,HPO, 0,3 g L y harina de pluma de gallina al 1 %), y se incub6 48 h
a 30°C con agitacion constante a 180 g en un agitador rotatorio. Posteriormente, se centrifugd
durante 15 min a 3.000xg.

El sobrenadante de cultivo fue precipitado con sulfato de amonio al 60% de saturacion,
se dejo 1 h en agitacion y luego 1 h a 4 °C. Posteriormente, se centrifugd 15 min a 10.000xg a 4
°C. El precipitado se resuspendio en la menor cantidad posible de buffer TRIS-HC1 0,02 M pH 8.
Por tltimo, se realizo una cromatografia liquida en Sephadex G-100® (1 g en 100 mL de buffer
TRIS-HCI 0,02 M pH 8). A todas las fracciones obtenidas se les midi6 su actividad proteolitica

usando azocaseina como sustrato.

2.2.12. Determinacion de la actividad enzimatica de PEP7 y PEP45

El sustrato se prepard inmediatamente antes de ser usado, por disolucion de 0,01 g de
azocaseina en 1 mL de buffer TRIS-HCI 0,02 M pH 8. Se incubaron a 37 °C, durante 30 min,
100 uL del buffer, 100 uL de la enzima y 100 uL del sustrato. Pasado el tiempo de incubacion,
se detuvo la reaccion con el agregado de 100 uL de TCA 10 % (para el blanco se adiciond6 TCA
previo a la incubacion). Se centrifugd la muestra a 10.000xg durante 15 min y se adiciond 200
uL de NaOH 1,8 N al sobrenadante. La actividad proteolitica se midi6 como A a 420 nm en
espectrofotometro y se definidé una unidad de actividad enzimatica (Uag) como la cantidad de
proteasa que causé un aumento de 0,1 unidades en la A en las condiciones del ensayo. Las
fracciones que mostraron actividad proteolitica fueron mezcladas formando un pool enzimatico

que se denomind PEP7 o PEP45 segtn corresponda.
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2.2.13. Determinacion de la actividad coagulante de PEP7 y PEP45
La actividad coagulante de las MC se determin6 basandose en el método propuesto por
Arima (1970) [121], con ligeras modificaciones, el cual se basa en la evaluacion visual de la

aparicion de los primeros coagulos.

Técnica operatoria:

Se reconstituyeron las MC mediante la suspension de 10 g de leche en polvo descremada
en 100 mL de una solucion de 10 mM de CacCl, al pH a evaluar, se midi6 la concentracion de CN
y las suspensiones se almacenaron durante 24 h previo a su utilizacion. Posteriormente, se
adiciond 0,1 mL de PEP7 (7 Uag) o PEP45 (7 Uag) a 2 mL de la suspension antes mencionada y
se incubd el sistema a 34, 44 o 55 °C. Se registrd el tiempo trasncurrido (t;) desde que se
adicion6 el coagulante hasta que ocurrio la coagulacion de las MC como el tiempo de
coagulacion. Se definio6 la unidad de actividad coagulante de las MC (Uxcm) como la cantidad de

enzima presente en 1 mL necesaria para coagular 1 mL de MC en 2.400 s.

U 2400 Vo,
ACM Ty V, 2.36

tr

donde Vyc es el volumen (mL) de suspension de MC empleado y Vg es el volumen (mL) del

pool enzimatico utilizado.

2.2.14. Obtencion de los hidrolizados proteicos de NaCAS y WPI
Muestras de NaCAS bovino, ovino o WPI fueron sometidas a hidrolisis enzimatica en
medio alcalino utilizando PEP7 o PEP45. La hidroélisis fue interrumpida a distintos tiempos por

desnaturalizacién térmica y se determind el grado de hidroélisis alcanzado para cada tiempo.

Técnica operatoria:

Se colocaron 0,25 g de NaCAS o WPI en erlermeyers a los cuales se agregaron 50 mL de
buffer TRIS-HC1 0,02 M pH 8 y se incubaron a 45 °C durante 10 min. Posteriormente, se
adiciono a cada erlermeyer 1 mL del pool enzimatico (PEP7, Uag = 8,6 0 PEP45, Uag = 7,4),
siendo la relacion volumen pool enzimatico/volumen substrato de 1:50 V/V. A diferentes
tiempos de incubacion: inmediatamente después de adicionada la enzima (ty), y 1,2,3,4y 7 h
después (t;, to, t3, t4 y t; respectivamente), se detuvo la reaccion de hidrolisis por calentamiento

de las muestras a 100 °C durante 15 min. Las muestras obtenidas fueron centrifugadas 15 min a
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10.000xg y los sobrenadantes fueron liofilizados y almacenados en freezar hasta su posterior
utilizacion.
2.2.15. Grado de hidrolisis

El grado de hidrolisis (GH) estd vinculado a la cantidad de enlaces peptidicos clivados y

puede ser determinado midiendo los grupos amino libres por el método del TNBS [122].

Técnica operatoria:

Se mezclaron muestras de hidrolizados proteicos (250 uL) con un volumen de 2 mL de
buffer fosfato 0,212 M, pH 8,2 y con 2 mL de TNBS 1%. La mezcla se incub6 1 h a 50 °C y
luego se adicionaron 4 mL de HCI1 0,1 N. Finalmente se mantuvieron las muestras a T ambiente
durante 30 min antes de realizar las lecturas a 340 nm. La cantidad de aminoacidos totales se
determind a partir de una muestra de 10 mg la cual fue hidrolizada completamente en 4 mL de

HCl1 6 N a 110 °C durante 24 h [123].

2.2.16. Espectrometria de masa

Se determino la distribucion de masa peptidica de los hidrolizados por espectrometria de
masa MALDI-TOF-TOF en la plataforma de protedmica del CEQUIBIEM (Universidad de
Buenos Aires), usando un espectrometro de masa Ultrafex II (Bruker Corporation, USA). Se

fragmentaron picos con una relacion sefal/ruido mayor a 10.

2.2.17. Ensayos de bioactividad de los hidrolizados obtenidos
2.2.17.1. Evaluacion de la capacidad antioxidante
2.2.17.1.1. Determinacion de la actividad secuestradora de radical ABTS-"

Se realizaron los experimentos utilizando el reactivo ABTS [124] el cual genera un
radical croméforo ABTS*" debido a la oxidacion del ABTS con persulfato de potasio. El mismo
es aplicable tanto para compuestos hidrofilicos como lipofilicos. La extension de la captura de

radicales libres ABTS*" es un indicador o medida de la actividad antioxidante.

Técnica operatoria:

El cation radical ABTS" se produjo mediante la reaccién de una solucion stock de
ABTS 0,007 M con persulfato de potasio 0,14 M (concentraciones finales) y posterior
conservacion de la mezcla en la oscuridad por lo menos 12 h a T ambiente antes de su uso. Para

el ensayo, la solucién del cation radical ABTS*" se diluyo con buffer fosfato salino (PBS) 0,005
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M pH 7,0 para alcanzar una A de 0,7 (£0,02) a 734 nm. Se tomaron 10 uLL de la muestra y se
mezclaron con la solucion diluida del cation radical ABTS" y luego de 6 min se midi6 la A a
734 nm.

Los hidrolizados de NaCAS bovinos y ovinos obtenidos con PEP7 o con PEP45
fueron ensayados a 15 gL', los hidrolizados de WPI obtenidos con PEP7 a 15 gL' y los
obtenidos con PEP45 a 30 g.L"'. Los sueros obtenidos por accidon post enzimatica de PEP7 o
PEP45 fueron ensayados a 15 g.L ™. El compuesto Trolox® se usé como estandar de referencia y
los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion de la A a 734 nm [124], calculado

como.:

% Actividad de secuestro = [1 _Aij -100 2.37

0

donde Ag es la A del blanco.

2.2.17.1.2. Ensayo de actividad secuestradora de radical DPPH"
Este método, realizado como describen Brand-Williams, Cuvelier, & Berset [125] se
basa en la captura del radical DPPH" por antioxidantes, lo cual produce un descenso de la A a

517 nm.

Técnica operatoria:

El DPPH se us6 a una concentraciéon de 60 uM disuelto en alcohol metilico. La
solucion se homogeneizd y se transfirid a frascos color caramelo. La solucion se utilizo
solamente el dia de los andlisis. En la oscuridad, alicuotas de 0,1 mL de las muestras se
transfirieron a tubos de ensayo con 3,9 mL de solucion de radical DPPH- 60 uM y se
homogeneizd por agitacion. Después de 45 min, la actividad secuestradora se determino
espectrofotométricamente por el descenso de la A a 517 nm. De la misma forma, estas mismas
proporciones (0,1 mL de agua destilada y 3,9 mL de radical DPPH") fueron usadas como control,
utilizando alcohol metilico como blanco.

La concentracion ensayada de los hidrolizados de NaCAS ovino obtenidos con PEP7
fue de 250 g.L"' y para los hidrolizados de WPI obtenidos con PEP45 fue de 30 g.L"'. La curva
patrén se confecciond con concentraciones de DPPH desde 0 a 60 uM.

Los resultados se expresaron como:
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% Actividad de secuestro = (1 —AAJ -100 238

0

donde Ag es la A del blanco.

2.2.17.1.3. Determinacion de actividad quelante de metal

Metales de transicion, como por ejemplo el Fe**, promueven la peroxidacion lipidica
y su secuestro o captura ayuda a retardar este proceso y prevenir de esta forma la rancidez en los
alimentos. Se midio la actividad quelante de Fe*" usando el método descrito por Chang et al.con

ligeras modificaciones [126-127].

Técnica operatoria:

Se mezcld 1 mL de muestra con 3,7 mL de agua destilada, y posteriormente se le
agreg6 0,1 mL de FeSO, (Fe") 0,002 M y 0,2 mL de ferrozina 0,005 M. Se midi6 la A a 562 nm
después de 10 min, usando como control 1 mL de agua destilada en lugar de muestra.

Lo hidrolizados proteicos de NaCAS ovino o bovino obtenidos con PEP7 fueron
ensayados a una concentracion de 3,5 g.L"!, los hidrolizados de WPI obtenidos con PEP7 a 15
gL' y los obtenidos con PEP45 a 50 g.L"'. Los sueros post coagulacion enzimética fueron
ensayados a una concentracion de 15 g.L”. Se utilizo EDTA (20 g.L") como estandar de
referencia.

Los resultados se expresaron como:

% Actividad quelante = [1 - A] -100
A 2.39

0

donde Ag es la A del control.

2.2.17.1.4. Determinacion del poder reductor
El poder reductor de las muestras se determin6 segin el metodo de Oyaizu el cual se
basa en la capacidad de la muestra de reducir el complejo Fe’/ferricianuro a la forma ferrosa

[128].
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Técnica operatoria:

Se mezclaron 2,5 mL de las muestras con 2,5 mL de buffer fosfato (0,2 M, pH 6,6) y
2,5 mL de ferricianuro de potasio 1 %, y luego la mezcla se incub6 a 50 °C por 20 min. A
continuacion se agregd 2,5 mL de TCA 10 % y se centrifugé a 3.000xg por 10 min. Se
mezclaron 2,5 mL del sobrenadante con 2,5 mL de agua destilada y 0,5 mL de cloruro férrico 1
gL, y se midi6 la A a 700 nm. Valores altos de A de la mezcla de reaccién indican mayor
poder reductor.

Los hidrolizados fueron ensayados a 15 g.L”' y los sueros obtenidos post coagulacion
enzimatica a 5, 10, 15 y 20 gL'. Se us6 BHT como control positivo a las mismas

concentraciones que las muestras.

2.2.17.2. Determinacion de actividad antibacteriana

Se determind la actividad antibacteriana de las muestras contra microorganismos
deteriorantes o patdogenos presentes en los alimentos como se describe en Motta & Brandelli
(2002) [129]. Las cepas ensayadas fueron Listeria monocytogenes ATCC 15131, Bacillus cereus
ATCC 9634, Staphylococcus aureus ATCC 1901, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Escherichia coli ATCC 8739 y Corynebacterium fimi NCTC 7547. Este Gltimo microorganismo
se usd como control positivo debido a que el mismo es descripto como suceptible a todas las

bacteriocinas ensayadas [130].

Técnica operatoria:

Los microorganismos indicadores, a concentraciones de 108 unidades formadoras de
colonia/mL en solucidn salina (0,85 %P/V NaCl) fueron inoculados con un algodon sobre placas
de petri de agar-BHI. Alicuotas de 15 pL de las muestras se colocaron sobre las cepas
indicadoras, preparadas frescas y crecidas sobre toda la superficie de la placa de petri en forma
continua y homogénea, y las placas fueron incubadas a la T 6ptima para cada microorganismo. A
continuacion, se midieron las zonas de inhibicion de crecimiento (representadas por halos claros)
y presentada como zona de inhibiciéon (mm). Lo hidrolizados proteicos de NaCAS fueron
ensayados a una concenctracion de 250 g.L”', mientras que los hidrolizados proteicos de WPI a

una concentracién de 130 g.L™".
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2.2.17.3. Determinacion de actividad antifungica
Para determinar la actividad antifiingica de las muestras se utilizaron los hongos
filamentosos Fusarium oxysporum ssp. lycopersici, Aspergillus fumigatus, Penicillium expansum

y la levadura Candida tropicalis.

Técnica operatoria:

Lo hidrolizados proteicos de NaCAS se ensayaron a una concenctracion de 250 g.L™',
mientras que los hidrolizados proteicos de WPI se ensayaron a una concentracion de 130 g.L™.

Los hongos se cultivaron en placas de agar-dextrosa-patata durante 5 dias a 30 °C. Se
prepararon las suspensiones de células de levadura con el mismo método para determinaciones
de actividad antibacteriana. Se prepararon las suspensiones de conidia de los hongos
filamentosos, y luego se adicionaron en el agar-dextrosa-patata a 50 °C en un volumen suficiente
para lograr una concentracion final de 106 conidias/mL. El medio se vertié en placas de petri y
luego de la solidificacion, se colocaron 15 puL. de las muestras a ensayar. Las placas se incubaron
a 30 °C durante 48 h y a continuacion se observo la actividad inhibitoria contra los indicadores

fingicos.

2.2.18. Analisis estadistico

Las distintas determinaciones se realizaron al menos por triplicado. Los datos fueron
reportados como el valor medio + sus desviaciones estandares. El andlisis estadistico de los
resultados se realiz6 mediante los programas informaticos indicados en la Seccion 2.1.4. Las
relaciones entre variables fueron analizadas estadisticamente por analisis de correlacion
utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson (r). Para los andlisis de la varianza se
verificaron los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia de las
observaciones. Se usé el Test de Tuckey HSD para comparaciones multiples y en el caso de
analisis de la varianza con dos criterios de clasificacion con una replica, se utilizo el Test de
Aditividad de Tuckey para evaluar la interaccion entre los factores involucrados. La significancia

estadistica fue considerada para valores de p < 0,05.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacion del estado inicial del NaCAS bovino y ovino previo a la hidrdlisis
3.1.1. Efecto de la presencia de iones calcio

3.1.1.1. Estabilidad coloidal (Solubilidad)

Con el objetivo de evaluar el estado inicial de las caseinas bovinas y ovinas previo a la
hidrélisis enzimatica, se evalu6 la estabilidad coloidal de suspensiones de NaCAS en ausencia y
en presencia de Ca", catién presente en la leche, con un importante rol bioldgico y que para
estar biodisponible debe ser ligado a CN estables en suspensién. En presencia de Ca”", parte del
CAS forma agregados coloidales de caseinato de calcio (ACC) estables en suspension.

Tal como se indico en la Seccion 2.2.5, se determind la concentracion proteica remanente
en solucion (S, solubilidad aparente), obtenida durante la precipitacion del NaCAS bovino
inducida por diferentes concentraciones de Ca>" total. Dichos valores experimentales y el ajuste

matematico de los mismos con la Ecuacion 2.19 se presentan en las Figuras 3.1, 3.2 y 3.3.

1 l 1 1 1 l 1 1 1 l 1 1 1 l 1 1 1 l 1
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04

[Ca®" ], (M)

Figura 3.1. Solubilidad de las suspensiones de ACC (S,,) a distintas concentraciones de calcio total, [Ca®]r
(M). Concentracién inicial de NaCAS bovino: 5 g.L”. La curva continua (—) corresponde al ajuste
matematico de los datos con la Ecuacion 2.19.
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Figura 3.2. Solubilidad de las suspensiones de ACC (S,,) a distintas concentraciones de calcio total, [Ca®']r
(M). Concentracién inicial de NaCAS bovino: 10 g.L”'. La curva continua (—) corresponde al ajuste
matematico de los datos con la Ecuacion 2.19.
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Figura 3.3. Solubilidad de las suspensiones de ACC (S,,) a distintas concentraciones de calcio total, [Ca®']r

(M). Concentracién inicial de NaCAS bovino: 15 g.L”'. La curva continua (—) corresponde al ajuste
matematico de los datos con la Ecuacion 2.19.

Los valores de los parametros de estabilidad coloidal S; y S';, K; y K';, y n y n' del

NaCAS bovino, los cuales se determinaron a 25 °C y pH 6,8 se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Parametros de estabilidad coloidal de de los ACC a diferentes concentraciones iniciales
de NaCAS bovino estimados por regresion no lineal utilizando la Ecuacion 2.19. T=25°C y pH 8

NaCAS (g.L™) S (g.L™)? K; (M)? n S @L")? K,™MY n'
5 2,78 £ 0,01 782+ 04 8 1,77 £005 43+ 1 18
10 6,9 = 02 82 + 3 8 32+02 41 +1 8
15 11,4 + 03 76 + 4 8 51+03 36+1 8

2 R . i
valores estimados + desviacion estindar
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A partir de los resultados obtenidos para NaCAS bovino, se observd que en la primera
etapa de salting-out los valores de n y K; se mantuvieron practicamente constantes, pero en la
segunda etapa de salting-out ocurrié una reduccion en el valor de K'y (~ mitad) y un valor
constante de n', excepto para Cn,cas de 5 g.L'l.

Esto indicaria que la primera etapa de salting-out, inducida por el Ca*", no es afectada por
cambios en la Cyacas (K; practicamente constante). Es decir, que en esta etapa, agregados
preexistentes presentarian la misma accesibilidad al cation y éste interactuaria con la misma
poblacion de sitios de union.

Si la concentracion de Ca>" iguala a la inversa de K, la S;, queda determinada por la

Sap=£sozslj 3.1

El valor de 1/K; es el valor de concentracién a la cual ha ocurrido el 50 % de la

siguiente ecuacion:

desestabilizacion. Los valores obtenidos de esta manera, para las distintas concentraciones
proteicas iniciales (5-15 g.L™), se encuentran en el rango de concentraciones de Ca*"de 0,0118-
0,0139 M, indicando un aumento en la estabilidad del sistema con el aumento de 1a Cnacas.

La constante de equilibrio K'j, correspondiente a la segunda etapa de salting-out,
evidencid una leve disminucion a la Cnacas mas alta, indicando que la concentracion afecta esta
etapa generandose condiciones que incrementan la estabilidad de los ACC. Esto podria deberse a
una variacion en la poblacion de los sitios de union disponibles del CAS y a su diferente
accesibilidad para asociarse al Ca’" debido a cambios estructurales. La composicion proteica
podria ser diferente si existe una mayor cantidad de proteina presente. Los sitios de unién n y n'
calculados son valores promedios de poblaciones de sitios y estarian de alguna manera
relacionados con el numero de grupos de residuos de carboxilato y fosfoserina de las CN, los
cuales act@ian como sitios de union [90, 108, 131]. A bajas Cnacas, €l arreglo espacial de los
ACC expone mayor nimero de grupos inespecificos.

Debido a que la composicién y conformacion del CAS en la presencia de Ca®" puede
variar a medida que la concentraciéon de proteina se modifica, es necesario evaluar la S, a
diferentes Cnacas, a igual relacion Ca’":CAS. Para el NaCAS bovino, en la Figura 3.4, se
muestra como a una dada relacion Ca>:CAS, la solubilidad porcentual (calculada como
Sap-100/Cnacas) decrecid a medida que se incrementd la Cnacas. Este resultado indica que una

mayor cantidad de proteina presente favoreceria el equilibrio de precipitacion inducido por Ca*".
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Figura 3.4. Solubilidad porcentual de los ACC en funcién de la relacién Ca*":CAS
(M.L.g™"). Cnacas bovino inicial: (8) 5 g.L", (+) 10 gL, (0) 15 gL

Al estudiar la estabilidad coloidal del NaCAS ovino (5 g.L™') en presencia de Ca*", se
observo similitud en el perfil de S, vs. [Ca®*]r con el perfil del NaCAS bovino (5 g.L™),
diferenciandose entre si en los valores de los parametros de solubilidad. La forma de la curva
obtenida para ambos CAS, muestra la presencia de dos procesos de salting-out bien definidos.

El proceso de precipitacion comenzé a [Ca’‘]r de ~0,003 M, continuando hasta que
precipitdé una importante fraccion proteica (50% del total de proteina precipitada a 0,02 M de

[Ca®]1). Esto puede observarse en las Figura 3.5.
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Figura 3.5. Solubilidad de las suspensiones de ACC (S,,) a distintas concentraciones de calcio
total [Ca’']r (M). Cnacas OVino inicial 5 gL' La curva continua (—) corresponde al ajuste
matematico de los datos con la Ecuacion 2.19.
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Comparando estos resultados con los obtenidos para NaCAS bovino de igual
concentracion, se observo que en este Ultimo caso la precipitacion comenz6 aproximadamente al
doble de valores de [Ca®]r y solo un 35 % de CAS bovino fue precipitado a 0,02 M de [Ca®]r
(Figura 3.6).
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Figura 3.6. Valores experimentales promedios de fraccion S,, de los ACC ovinos (e) y
bovinos (0) (Cyacas inicial 5 g.L™' en ambos casos) como funcién de [Ca*']r, pH 6,8 y
25°C.

En la Tabla 3.2 se presentan los parametros de estabilidad coloidal obtenidos por el ajuste

no lineal aplicando la Ecuacién 2.19 para ambas Cnacas iniciales ensayadas.

Tabla 3.2. Parametros de estabilidad coloidal de ACC ovinos y bovinos obtenidos por regresion
no lineal con la Ecuacion 2.19. T =25 °Cy pH 6,8.

Parametros K, (M* n K'; (M)? n'
NaCAS ovino (5 g.L™") 306 + 6 23 67 + 2 4
NaCAS bovino (5 g.L™") 78,2 + 0,4 8 43 + 1 18

a . . . ’
valores estimados + desviacion estandar

Tanto para las muestras bovina y ovinas, se observaron en los perfiles de solubilidad, dos
clases de sitios de unién al Ca®" (Figura 3.1, 3.2, 3.3 y 3.5), presentando constantes promedio de
unién aparentes que difirieron en un orden de magnitud. Los valores de K, corresponden al paso
inicial de proceso de precipitacion. Debido a que la afinidad al Ca®* de los residuos de
fosfoserina es mayor que la de cualquier otro sitio de union, se asume que este primer paso de
unién del Ca®" involucra principalmente a dichos residuos [16, 107]. Sin embargo, en esta etapa

no se puede descartar la participacion de otros residuos anidnicos, tales como los grupos
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carboxilatos. Para la constante promedio de asociacion de la segunda etapa de salting-out (K';,
Tabla 3.2) se obtuvieron valores menores, sugiriendo la participacion de sitios de menor afinidad
en este proceso. Los valores de las constantes K; y K'| y numeros de sitios de uniéon n fueron
mayores para el NaCAS ovino comparado con los valores para el NaCAS bovino.

El NaCAS ovino fue precipitado en un 50% a una concentracion relativamente menor de
[Ca®"]r, (0,0032 M, calculada como 1/K,), mientras que el NaCAS bovino precipité en un 50% a
una concentracion de 0,0128 M. En todo el rango de concentracion de [Ca®"]r, estudiado se
observé que, para una dada [Ca®"]r, la Sap del NaCAS ovino fue siempre menor en comparacion

ala S,; del NaCAS bovino (Figura 3.6).

3.1.1.2. Composicion proteica

Se determino por SDS-PAGE la composicion en as-, B-, y k-CN del Cnacas bovino a 5,
10y 15 g.L" y sus correspondientes ACC (Figura 3.7), como asi también para el Cyacas 0Vino a
5 gL'y sus ACC (Figura 3.8). La composicion porcentual fue calculada usando un programa
informatico (X-GEL) especialmente disefiado para el analisis de la densidad de pixels de las
bandas proteicas digitalizadas (Ver Seccion 2.2.4).

Usando este método se obtuvieron los siguientes porcentajes de masa de CN para el
NaCAS bovino: 44 % as-CN, 33 % B-CN, y 24 % «-CN. Siendo los mismos similares a los
publicados en la literatura por Mora-Gutierrez [109]. Para una Cngcas inicial de 15 gL', se
evidencid una precipitacion uniforme de todas las CN (Figura 3.7.A). Para Cnacas inicial de 10
gL', se observd una precipitacion importante de las fracciones as- y k-CN y un consecuente
aumento en la fraccion porcentual de B-CN en los ACC (Figura 3.7.B). Para Cnacas de 5 gL, se
revel6 una marcada precipitacion de as-CN y una composicion constante de k-CN resultando en
un aumento de la fraccion porcentual de B-CN (Figura 3.7.C). La mayor precipitacion de og-CN
se podria relacionar con la aparicion de una especie de “hombro” en la curva de solubilidad. Las
distintas CN precipitadas dependieron de la concentracién inicial de Cnacas como puede
evaluarse en los perfiles de solubilidad.

En la segunda etapa de salting-out, se puede observar una disminucion en la fraccion de
as-CN y un incremento en las de B- y k-CN para las tres Cnacas 1niciales analizadas. Se puede
inferir que, si bien todas las CN precipitaron, la as-CN lo hizo en una mayor extension. Estos

resultados son consistentes con aquellos obtenidos por Pitkowski et al. [132].
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Figura 3.7. Composicion proteica (barras) y solubilidad (e) de ACC bovino para distintas
relaciones Ca’":CAS; Cynacas bovino inicial: A) 15 g.L”!, B) 10 gL, C) 5 g.L"". a-CN (o), B-
CN (m) y k-CN (m).

Los ACC ovinos, para todas las [Ca®']r, presentaron mayor cantidad de as- y B-CN, en
comparacion a k-CN (Figura 3.8). Por otro lado, la fraccion porcentual de k-CN ovina fue
siempre menor en comparacion a la fraccion porcentual de k-CN bovina (Figura 3.7.C). Esto se
podria relacionar con el mayor tamafio medio de los ACC ovinos para todas las [Ca*"]r, ya que

la k-CN es la que limita el crecimiento de los ACC [133].

54



Resultados y discusion

Los cambios observados en composicion para los ACC bovinos no se detectaron en los
sistemas de origen ovino debido probablemente a las diferencias existentes entre ambas especies

en el nimero de residuos fosforilados de la as-CN (Figura 3.7 y 3.8).
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Figura 3.8. Composicion proteica porcentual (barras) y solubilidad proteica de los ACC
ovinos (@) en funcion de [Ca®']r. (0) as-CN, (=) B-CN y (m) k-CN. Cyacas OVino inicial
des5glL’!

De acuerdo a los resultados obtenidos, a una dada T y pH, los ACC ovinos fueron menos
estables que los ACC bovinos. Las diferencias observadas podrian estar relacionadas a la
composicion y a las diferentes proporciones de CN en la leche de vaca y en la de oveja [107]. La
leche de oveja presenta mayores proporciones de as- y f-CN [134], las cuales tienen una gran
cantidad de residuos fosfoserina con la capacidad de unir al Ca*", lo cual lleva a que las CN

ovinas sean mas sensibles a la precipitacion por este cation.

3.1.1.3. Cambios en el tamafio medio de los ACC

El grado de agregacion de los ACC fue estudiado mediante la determinacion de la t de
las suspensiones de NaCAS bovino (5, 10, y 15 g.L™") y NaCAS ovino (5 g.L'").

En la Figura 3.9 se observa la variacion de T en funcién de la relacién Ca*:CAS para los
ACC bovinos a diferentes concentraciones proteicas iniciales de NaCAS y en la Figura 3.10 se
muestra la comparacion del cambio de T en funciéon de la [Ca®']r para ambos CAS a una
concentracion de 5 g.L'l. Se observo, en todos los casos, un incremento inicial de los valores de t
seguido por un descenso del mismo aunque sin alcanzar nuevamente su valor inicial. Esto
indicaria un incremento en el nimero de particulas como resultado del incremento de [Ca®"]r. Se

puede asumir que el i6n Ca®’ tendria la habilidad para disociar agregados preexistentes de
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NaCAS. Debido a que la t depende de la concentracion de las particulas, este Gltimo factor

s . ./ +
explicaria el incremento en los valores de T para una relacion Ca>":CAS dada.
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Figura 3.9. Turbidez (t) de los ACC bovinos en funcién de la relacién Ca*":CAS
(M.L.g™"). Cnacas bovino inicial: 5 g.L" (e), 10 gL (+) y 15 g.L"! (o).
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Figura 3.10. Turbidez (t) de los ACC ovinos (®) y bovinos () (Cnacas inicial de 5 g.L" en
ambos casos) como una funcion de [Ca*']r, pH 6,8 y 25 °C.

La 7 se incremento hasta alcanzar un méaximo a 0,02 M de [Ca*"]r en el caso de NaCAS
bovino y hasta alcanzar 0,0075 M de [Ca®]r en el caso de NaCAS ovino, disminuyendo a partir
de alli para ambos casos (Figura 3.10).

También se llevo a cabo un estudio de la variacion del tamafio medio de los ACC, para lo

cual se evaluaron los cambios del parametro [3, el cual esta relacionado en forma directa con el
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tamafio medio de las particulas en solucion (Ver Seccion 2.2.3). En la Figura 3.11, 3.12 y 3.13,
para NaCAS bovino, se puede apreciar que, para todas las Cnacas iniciales estudiadas, en la
presencia de un aumento de [Ca’]r, el tamafio medio de los ACC decreci6 inicialmente
(disminucion del parametro ) hasta que se alcanzé un minimo seguido de un leve incremento en
el tamafio medio, pero en todos los casos, estos valores se hallaron por debajo de sus valores
iniciales. Cuando [Ca®']r se incrementd, los agregados preexistentes sufrieron una brusca caida
en su tamafio medio hasta que los mismos alcanzan un minimo en un rango de 0,0075 a 0,01 M
de [Ca®"]r, antes de alcanzar la mitad de la desestabilizacion de la primera etapa de salting-out.

Como consecuencia, el tamafio de los agregados se incremento6 hasta un valor constante.
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Figura 3.11. Parametro 3 de los ACC bovinos vs. relacion Ca?":CAS (M.L.g"l), Ciacas bovino inicial de 5
gL' (o).
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Figura 3.12. Parametro 3 de los ACC bovinos vs. relacion Ca?":CAS (M.L.g'l), Cyacas bovino inicial de 10
-1
gL” (9).
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Figura 3.13. Parametro 3 de los ACC bovinos vs. relacion Ca’":CAS (M.L.g"), Cyacas bovino inicial de 15
gL (0).

A modo de comparacion se presentan los resultados obtenidos para Cnacas Ovino inicial

de 5 g.L"" en forma conjunta con los correspondientes para Cygcas bovino 5 g L™ (Figura 3.14).

30 F )
2,5 F

g ¢
2,0 -

L [ )

lanl C
1,5 L2

B )

C ®iece .
LoF R " e o
0,5 — ° a @ Q Q
OO : | | | | | | | | | | | | | |

0,00 0,01 0,02 0,03

[Ca™"], (M)

Figura 3.14. Parametro B de los ACC ovino (®) y bovino (0) (Cnacas inicial de 5 g.L' en ambos
casos) como funcion de [Ca*']r a pH 6,8 y 25°C.

Para los ACC ovinos, los valores del parametro [} decrecieron abruptamente hasta
alcanzar ~0,005 M de [Ca*']r y luego continuaron decreciendo mas lentamente (Figura 3.14).
Estos resultados indicarian la desaparicion de los ACC de mayor tamafio a altas [Ca*']r. Para
NaCAS bovino los resultados indicarian una formacion inicial de pequenas cantidades de
particulas relativamente pequefias, seguido de un segundo paso con la posterior formacion

progresiva de particulas mas grandes. Por otra parte, se observd que el tamano medio de los
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ACC ovinos siempre fue mayor en comparaciéon a los ACC bovinos, especialmente a bajas

[Ca®"]r.

3.1.1.4. Viscosidad intrinseca y el volumen especifico parcial

La viscosidad intrinseca ([n]) y el volumen especifico parcial (52) fueron determinados,

como se indica en la Seccion 2.2.6, a partir de medidas de ) y de p en un rango de Cn,cas bovino

de 6 a 16 g.L'1 y bajo distintas relaciones Ca*":CAS (0, 0,2.10'3, 0,25.10'3, y 0,5.10'3) M.L.g'1

(Figura 3.15y 3.16).
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Figura 3.15. Viscosidad intrinseca [n] de ACC bovinos. ((1/N0)-1)/Ccas vs. Ccas. Relacion
Ca®:CAS (M.L.g"): 0 (e); 0,2.10° (»); 0,25.107 (0); 0,5.107 (+). Lineas continuas: ajustes

= 0,999 F

0,997 f

Ceas (g.mL'l)

Figura 3.16. Volumen especifico parcial (52) para ACC bovinos. Densidad (3) en funcién de
Ccas. Relacion Ca*":Cas (M.L.g™"): 0 (®); 0,2.107 (#); 0,25.107 (0); 0,5.107 (+). Lineas continuas:
ajustes lineales correspondientes.
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En la Tabla 3.3 se muestran los valores calculados correspondientes a [1], va, y V.

Tabla 3.3. Valores calculados de [1], v, y v para ACC bovinos a diferentes relaciones Ca*":CAS. T = 30

°CypH 6,8.
Ca:CAS (M.L.g") _[n] (mL.g"* U2 (mL.g") Ve
0 21,6 + 0,3 0,73 + 0,02 29,6 + 0,1
0,2.10° 163 + 0,5 0,66 +0,02 247 + 0,1
0,25.10°° 152 + 04 0,64 + 0,02 23,6 + 0,1
0,5.10° 12,8 + 02 0,60 + 0,02 21,2 + 0,1

a . . . .y 7
valores estimados con la Ecuacion 2.23 + desviacion estandar
valores estimados con la Ecuacion 2.26 + desviacion estandar

C . . . .y 7
valores estimados con la Ecuacion 2.27 + desviacion estandar

Se observo una reducciéon en la [n] y en v mientras la relacion Ca*:CAS aumenta,
probablemente debido a una disminucién en el grado de hidratacion de los ACC. Los valores de
v decrecieron significativamente, indicando que un incremento en la relacién de Ca’":CAS

también causaria o seria responsable de un aumento en la simetria de los ACC.

A partir de las determinaciones de [n], L2, y v se puede inferir que los ACC en la
presencia de Ca®" alcanzan una mayor simetria y un menor grado de hidratacion (estructuras mas

compactas) en comparacion con los obtenidos en ausencia del cation.

3.1.1.5. Conformacion proteica evaluada mediante espectrofluorimetria

Se determiné la Sy de los ACC para Cnacas bovino inicial de 0,15 g.L'1 y para diferentes
relaciones Ca’":CAS, rango en que no se observa precipitacion, como se indica en la Seccién
2.2.7. En presencia de Ca®", no se observaron cambios significativos en los valores de Sy al

variar la relacién Ca*":CAS (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Valores Sy; de ACC bovinos a diferentes [Ca®"] obtenidos a pH
6,8y 25°C. Ccps 0,15 gL

[Ca®] (mM) Ca’":CAS (M.L.g")  Sy(mL.g")*
0 0 1,35 + 0,07
0,225 0,0075 1,37 + 0,04
0,375 0,0125 1,37 + 0,01
0,6 0,0200 1,49 + 0,01
0,75 0,0250 1,40 + 0,02

a . .1 .
valores promedios + desvacion estandar
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Por otra parte, se obtuvieron los espectros de emision de IF de suspensiones acuosas de
NaCAS bovino (0,15 g.L") en ausencia y presencia CaCl, (0,0004-0,00207 M) a pH 6,8 (Figura
3.17).
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Figura 3.17. Intensidad de fluorescencia (IF) intrinseca vs. longitud de de onda (1) de mezclas de NaCAS
bovino (0,15 g.L™") y CaCl,. (===) Sin Ca*', () 0,0004 M [Ca®'], (= =) 0,00083 M [Ca®'], ( )

0,00124 M [Ca®], (=====) 0,00165 M [Ca®'], (=*=~) 0,00207 M [Ca']. Rango Aepm = 295-430 nm, Aeye = 281
nm, T 25°C v pH 6.8.

Se observo un corrimiento del maximo de IF en los espectros de emision hacia la banda
azul con un aumento de la IF que se magnificé con el aumento de la relacion Ca*":CAS. Esto
indicaria un cambio en las cercanias de los fluoroforos proteicos hacia un entorno de baja
polaridad con caracteristicas hidrofobicas.

En el caso del NaCAS ovino, se obtuvieron los espectros de emision de fluorescencia
intrinseca de suspensiones acuosas (0,15 g.L™") en ausencia y en presencia de CaCl, (0,0004-

0,00207 M) a pH 6,8 (Figura 3.18).
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Figura 3.18. Intensidad de fluorescencia (IF) intrinseca vs. longitud de de onda (1) de mezclas de
NaCAS ovino (0,15 g.L™") y CaCl,: (====) sin Ca*"; (—) 0,0005 [Ca®']; (== =) 0,001 [Ca*'];
( ) 0,0015 [Ca®"];(=====) 0,002 [Ca®"]; y (-*=*-) 0,0025 M [Ca**]. Rango A, = 300-400
nm, A= 286 nm, T 25 °C y pH 6,8.
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Se observo un corrimiento del maximo de emision hacia la banda azul como también un
incremento en la IF intrinseca a medida que aument6 la relacion Ca>":CAS. En este caso también
se puede inferir que esto se debe a un cambio en el entorno de los grupos fluoréforos de las CN
hacia ambientes mas hidrofobicos.

Se determind la Sy para ACC ovinos (Cnacas = 1 g.L'l) para distintos cantidades de Ca*"

afladidas. Las mismas se muestran la siguiente Tabla.

Tabla 3.5. Valores Sy; de NaCAS ovino 1 g.L™" a diferentes [Ca?'] obtenidos a 35 °C.

[Ca®'] (mM) Ca’":CAS (M.L.g™") Sy (mL.g™"?
0 0 1,5 + 0,1
0,5 0,0005 0,86 + 0,03
1 0,001 0,74 + 0,02
1,5 0,0015 1,06 + 0,02
2 0,002 0,85 + 0,01
2,5 0,0025 0,60 + 0,03

a . s .
Valores promedio + desviacion estandar

I3 . 2+ ’, .
El mayor valor de Sy se observo en ausencia de Ca™', luego Sy present6 una tendencia a
disminuir para valores crecientes del mismo. Estos resultados indicarian la formacion de ACC

. ; -
ovinos de estructura mas compacta cuando el Ca” se encuentra presente.

3.1.1.6. Modelo propuesto para el sistema CAS/Ca®*

Los resultados obtenidos para sistemas proteina-calcio, en los rangos de concentraciones
ensayados, a T y pH constantes, indicarian que las particulas de CAS estarian involucradas en
multiples equilibrios. Por lo tanto, se propone un modelo para la explicitacion de los mismos.

El primer equilibrio ocurre entre la proteina asociada (p,) y la disociada (p):

0gCN B-CN k-CN
@ O O

& 00O
P @665 5% - — 1 %Ooo%%o o

(P)n n(p)

P, = np

62



Resultados y discusion

Se conoce que el NaCAS en solucidon acuosa tiene un marcado grado de asociacion
(como submicelas o micelas), y que el grado de estas asociaciones entre las particulas de CN
depende de factores tales como la concentracion de proteina, la composicion proteica,
concentracién del ién Ca®", fuerza iénica, T y pH [135-136].

El segundo equilibrio corresponderia a la incorporacion del Ca*" al CAS (primera etapa
de salting-out). Este cosoluto se uniria inicialmente a la proteina disociada debido a la mayor

accesibilidad a los sitios de union disponibles:

0 o — 0009
Oooo o C 9@@
o o)

e Q
oOoo © ﬁ og%ggoo

donde p representa a las caseinas (as, By k), y p~Ca a particulas de CN unidas a Ca”".

La union del Ca®" a la proteina en el segundo equilibrio desplazaria el primer equilibrio,
generando una disminucién en la cantidad de submicelas o micelas agregadas y en el tamaio
medio de las particulas y/o agregados coloidales en suspension (el pardmetro B disminuye). Sin
embargo, la T de las muestras aumentd, indicando esto un incremento en la cantidad de particulas
agregadas de tamafio promedio menor.

A medida que se aumenta la concentracion de Ca*" (aumento de la relacion Ca>":CAS),
el tamafio medio de las particulas en suspension se incrementd hasta alcanzar un maximo (valor
del parametro 3 maximo). Si se contintia aumentando la concentracion del cation, los agregados
de gran tamafo precipitan y los ACC estables en suspension se compactan. Esto se corrobora
con los perfiles de la variaciéon de t y 1 vs. la concentracion de Ca®" que fueron informados
previamente (Secciones 3.1.1.3 y 3.1.1.4).

Este comportamiento esta ejemplificado en el tercer equilibrio, donde se muestra como
las proteinas unidas a Ca*" (p~Ca), en presencia de cantidades mayores de este catién, se

asocian, aumentando asi su tamano medio:
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n(p ~ Ca) = (p ~ Ca),

donde (p~Ca), indica agregados de p~Ca.

Posteriormente a este estudio, trabajos realizados por otros miembros del grupo de
investigacion demostraron que la presencia de hidrolizados de NaCAS bovinos obtenidos con el
pool enzimatico P45 aumenta la biodisponibilidad del Ca** debido, no sélo al aumento de la
estabilidad coloidal de los ACC, sino también debido al aumento del nimero de sitios de uniéon

al cation [137].
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3.2. Protedlisis del NaCAS ovino
3.2.1. Estudios de los hidrolizados proteicos de NaCAS ovino obtenidos con PEP7
3.2.1.1. Obtencion de los hidrolizados

Muestras de NaCAS ovino fueron sometidas a hidrdlisis enzimatica en medio alcalino
utilizando el PEP7. La hidrdlisis fue interrumpida a distintos tiempos (t;) por desnaturalizacion
térmica enzimatica, tal como se explico en la Seccion 2.2.14.

Los perfiles electroforéticos revelaron que, para todos los t;, la masa molecular de todos
los hidrolizados fue menor a 6,5 kDa. Estos hidrolizados no permanecieron en el gel
electroforético; en concordancia con estos resultados, los espectros de masa de los hidrolizados
mostraron masas moleculares menores a 2 kDa (datos no mostrados).

Por otra parte, el grado de hidrélisis se incrementd a medida que aumento el t,
alcanzando 4,5 % a las 4 h (Figura 3.19). El grado de hidrélisis es una medida del contenido de
enlaces peptidicos clivados en el sustrato por la accion enzimatica, es decir, que cuanto mayor es
el grado de hidrolisis, mayor el contenido de grupos amino liberados. Esto es de importancia ya
que se han reportado que la actividad biologica de los hidrolizados depende del tipo de sustrato

proteico, de la especificidad enzimatica y de las condiciones de hidrolisis [78, 138].
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Figura 3.19. Grado de hidrolisis (GH, %) vs. tiempo de hidrdlisis de hidrolizados de
NaCAS ovino obtenidos con PEP7 a distintos tiempos (t;, h).

Ademas, el grado de hidrolisis luego de 4 h no se modifico significativamente (datos no
mostrados). Esto sugiere que el PEP7 no podria hidrolizar ulteriormente los enlaces que quedan
dentro de los péptidos generados, un hecho que estd directamente influenciado por la

especificidad enzimatica.
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3.2.1.2. Evaluacion del proceso de agregacion acida de los hidrolizados obtenidos con el
PEP7
Se evalud la capacidad de agregacion de los hidrolizados obtenidos a tiempos to, t, ta,

ts, t4 y t7 frente a la adicion de GDL (Figura 3.20), segiin como se indica en la Seccion 2.2.8.
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Como puede observarse, los hidrolizados obtenidos a todos los tj no conservaron la
capacidad de agregar, excepto a ty (control), la muestra que no sufrié hidrolisis (Figuras 3.20.A
y B). La ausencia de formacioén de agregados a partir de los hidrolizados t;.4, detectables por
turbidimetria, probablemente se deba al pequefo tamafio de las particulas que no forman
agregados o generan pequefios agregados (mds pequefios que la A incidente) no detectados por
medidas turbidimétricas. Por otra parte, no se detectaron cambios en la velocidad a la cual

disminuye el pH (Figura 3.20.C).

3.2.1.3. Evaluacion del proceso de agregacion acida de NaCAS ovino en presencia de sus
hidrolizados
Se evalu6 la capacidad de agregacion de mezclas NaCAS ovino y sus hidrolizados

obtenidos a to, ti, to, t3, t4 y t7 frente a la adicion de GDL (Figura 3.21), segun como se indica en

la Seccién 2.2.8.
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En todos los casos estudiados pudo observarse la existencia de dos etapas bien
definidas. En la primera etapa, que es mas lenta, se observa un descenso del parametro B a lo
largo del tiempo; comportamiento que indicaria la existencia de un proceso de disociacion y/o un
cambio conformacional. Algunos autores sugieren que, en soluciones acuosas, el NaCAS bovino
presenta un considerable nivel de autoasociacion, formando micelas o submicelas [139-140].
Otros autores han sugerido que el NaCAS bovino se asocia formando pequefios agregados bien
definidos con forma similar a una estrella, y con un nimero de agregacion que depende de las
condiciones del medio como T, pH o fuerza idnica. Estos agregados estarian formados por un
centro hidrofébico y una corona hidrofilica cargada [141]. Se podria asumir que el NaCAS ovino
podria presentar un estado similar en solucidén acuosa. Por lo tanto, en esta primera etapa, el
descenso del didmetro medio, estimado por los valores de 3, puede deberse a la disociacion de
los agregados preexistentes en simultdneo con la formaciéon de una gran cantidad de nuevos
agregados de menor tamafno debido a la reduccion de la carga neta de las particulas, lo que
reduce su estabilidad electrostatica y las hace mas susceptibles a la floculacion.

La segunda etapa, a valores de pH cercanos al punto isoeléctrico, cuando las particulas

han perdido su estabilidad electrostatica, revela la formaciéon de agregados de gran tamaino
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reflejada por un aumento brusco de 3. Esta segunda etapa se inicia a un determinado tiempo (tag)
y pH (pHag). Luego, al formarse una red o malla, el pardmetro § permanece constante y su valor
puede considerarse como la dimension fractal (Dy) de los agregados formados. Como puede
observarse en las Figuras 3.21.A y B, durante el proceso de agregacion acida del NaCAS ovino,
la presencia de los hidrolizados no modificd apreciablemente la cinética de agregacion del
NaCAS (similar t,;) ni su estabilidad electrostatica (similar pH,,). Tampoco se observaron
modificaciones en la velocidad de descenso del pH (Figura 3.21.C). Adicionalmente, no se
detectaron cambios significativos del grado de compactacion de los agregados formados al final

de la acidificacion, evaluado a través de la D¢ de dichos agregados.

3.2.1.4. Ensayos de actividades biologicas de los hidrolizados
3.2.1.4.1. Ensayo de la capacidad antioxidante

Se ha reportado que los péptidos e hidrolizados proteicos, obtenidos a partir de la
proteolisis de diversas proteinas alimentarias, poseen actividad antioxidante. Dicha actividad
puede proteger a los sistemas biolodgicos contra el dafio vinculado al estrés oxidativo en casos de
enfermedad. Estos péptidos e hidrolizados antioxidantes pueden emplearse para prevenir las
reacciones de oxidacion, tales como la peroxidacion lipidica, que conducen al deterioro de los
alimentos [138, 142].

La actividad antioxidante incluye la actividad de secuestro de los radicals ABTS" y
DPPH, el poder reductor y la habilidad para quelar al i6n ferroso por parte de los hidrolizados.

Los resultados de la actividad de secuestro de los radicales ABTS-" y DPPH" de los
hidrolizados obtenidos a tiempos to, to s, t1, t2, t3 y t4 se muestran en la Tabla 3.6, obtenidos segun

se indica en la Seccion 2.2.17.1.

Tabla 3.6. Actividades antioxidantes de hidrolizados de NaCAS ovino obtenidos a
distintos tiempos de accion enzimatica de PEP7

Tiempo de Secuestro del radical Secuestro del radical
hidrolisis (h) ABTS" (%)* DPPH (%)*

0 69,3 + 0,1 27,5 £ 0,4

0,5 754 £ 14 20,7 £ 0,1

1 75,6 £ 0,5 30,9 £ 04

2 82,1 + 1,5 234 + 0,4

3 814 £ 1,2 279 + 0,4

4 83,4 £ 0,8 209 £ 0,2

a - - .
valores promedios + desviacion estandar
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Como puede observarse, los hidrolizados presentaron mayores actividades
antioxidantes en comparacion al NaCAS sin hidrolizar (tp), medidas con el método del radical
ABTS". El radical ABTS"" es reducido en presencia de antioxidantes donadores de hidrogeno o
que pueden romper cadenas. Esta actividad antioxidante de los hidrolizados del NaCAS ovino
aumentd hasta las 2 h de hidrolisis. Sin embargo, tiempos mayores de hidrolisis no
incrementaron la reduccién del radical ABTS " (Tabla 3.6).

El DPPH' es un radical libre que acepta un electron o un radical hidrégeno,
convirtiéndose en una molécula estable. Por este motivo, se puede emplear como sustrato para
evaluar la actividad antioxidante de los hidrolizados y péptidos. En el caso de la actividad
secuestradora del radical DPPH", los resultados variaron para los distintos t; (Tabla 3.6), y no fue
posible establecer una relacion entre el t; y la actividad secuestradora. Sin embargo, se observo
una mayor actividad luego de 1 h de hidrolisis.

Si bien se ha reportado que la hidrolisis de las proteinas promueve un aumento en la
actividad secuestradora de radical DPPH- [77], esto no siempre se observa [126]. Mas
especificamente, hidrolizados de CN bovina obtenidos a partir de diversas enzimas proteoliticas
mostraron bajos valores de actividad secuestradora en comparacion con la caseina entera [143].

El distinto comportamiento por parte de los hidrolizados en los ensayos de secuestro
de los radicales ABTS-" y DPPH" se podria explicar por la diferente estereoselectividad de los
radicales, distintos péptidos presentes en la muestra capaces de reaccionar y extinguir diferentes
radicales y distintas estequeometrias de reaccion entre los compuestos antioxidantes en los
hidrolizados y los radicales ABTS-" y DPPH" [144]. Ademas, la habilidad antioxidante de las
CN vy de péptidos derivados de las mismas no se basa totalmente en la capacidad para donar
hidrogeno y diferencias en la eficacia de secuestro se pueden atribuir a la solubilidad y
difusividad de los radicales [143]. Por lo tanto una mayor actividad evidenciada por el método
ABTS no necesariamente implica un incremento en la habilidad para secuestrar radicales DPPH".

El resultado de la determinacion del poder reductor de los hidrolizados obtenidos a
tiempos to, to s, t1, t2, t3 y t4 puede observarse en la Tabla 3.7.

El poder reductor de los hidrolizados de NaCAS ovino alcanz6 su valor maximo luego
de 1 h de hidrdlisis, decreciendo posteriormente. Este ensayo se basa en la habilidad de un
compuesto para reducir al complejo Fe*"/ferrocianuro a la forma ferrosa (Fe*") [145]. Por lo
tanto, el poder reductor de los hidrolizados de proteinas indican que ellos pueden actuar como
dadores de electrones, reducir los intermediarios oxidados de los procesos de peroxidacion de

lipidos y contribuir a la actividad antioxidante [146].
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Tabla 3.7. Poder reductor de hidrolizados de NaCAS ovino
obtenidos a distintos tiempos de accion enzimatica de PEP7.

Tiempo de Poder reductor
hidrdlisis (h) (A a 700 nm)”
0 0,607 + 0,016
0,5 0,755 + 0,005
1 1,094 + 0,007
2 0,824 + 0,055
3 0,780 + 0,072
4 0,487 + 0,011

a . . .7 r
valores promedio + desviacion estandar

El hierro actia como un catalizador para la generacion de radicales hidroxilo a través
de la reaccion de Fenton [145], de esta forma contribuye potencialmente a enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo. Ademas, los metales de transicion podrian estimular la
peroxidacion de lipidos en los alimentos promoviendo de esta forma la rancidez [138]. Como
consecuencia, la formaciéon de quelatos de iones metalicos por hidrolizados proteicos puede
contribuir a la actividad antioxidante. Se ha reportado la accidén quelante de metales por parte de
las caseinas y péptidos de las caseinas [142-143]. Los resultados de la determinacion de la
actividad quelante de Fe?" de los hidrolizados (3,5 g.L'l) obtenidos a tiempos to, tos, t1, t2, t3 Y ta

se observan en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Habilidad para quelar al Fe** de los hidrolizados de NaCAS
ovino obtenidos a distintos tiempos de accion enzimatica de PEP7

Tiempo de Actividad quelante
hidrélisis (h) de Fe** (%)*
0 76,2 £ 0,02
0,5 83,30 + 0,02
1 77,40 £ 0,01
2 72,60 £ 0,06
3 72,20 £+ 0,07
4 70,80 + 0,03

a . . .7 r
valores promedios + desviacion estandar

El hidrolizado de NaCAS ovino obtenido a las 0,5 h exhibié un 83,3 % de habilidad
para quelar al Fe*™ en comparacion con el hidrolizado control (ty; 76%); mientras que mayores

tiempos de hidroélisis resultaron en una disminucion de la habilidad para quelar al metal. Se ha
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reportado, para un aislado de proteina de arveja hidrolizado con termolisina, una habilidad
quelante del 95 % de iones metalicos a 1 g.L' [145] y que la habilidad quelante de hidrolizados
de hemoglobina porcina (5 g.L™") variaban entre 8 y 61 %, siendo estos valores siempre menores
que los de la hemoglobina no hidrolizada [126].

Por lo tanto, el NaCAS ovino y sus hidrolizados podrian haber interferido con la
formacion del complejo Fe*"/ferrozina mediante la captura de iones Fe*" antes que la ferrozina,
sugiriendo que la capacidad antioxidante también podria estar relacionada con su capacidad para

unir hierro [146].

3.2.1.4.2. Actividad antimicrobiana

Segiin la Seccion 2.2.17.2 y 2.2.17.3 se determind la actividad antibacteriana y
antiftingica de los hidrolizados obtenidos a tiempos to, tos, ti, t2, t3 y t4 (Tablas 3.09 y 3.10).

Solo el hidrolizado obtenido a las 3 h mostro actividad antibacteriana contra Bacillus
cereus y Corynebacterium fimi. Las bacterias inhibidas, particularmente el B. cereus, son
causantes de intoxicaciones alimentarias y del deterioro de los alimentos, y también son
patogenos oportunistas [147]. Varios autores han reportado el efecto antimicrobiano de péptidos
obtenidos por hidrélisis de a,-CN bovina y ovina, asi como de caseinato proveniente de leche
humana, por accion de diversas enzimas [148-150]. Usualmente, los péptidos antimicrobianos
derivados de las proteinas lacteas poseen caracter anfifilico y catidonico, lo que parece ser
significativo para su mecanismo de accion dado que se ha propuesto que la etapa inicial de
formacion de poros en la membrana bacteriana, que conduce a la muerte celular, estaria dada por
la union electrostatica entre los péptidos y la membrana cargada negativamente [151]. En
general, estos péptidos muestran un amplio rango de actividad frente a microorganismos de
importancia para la salud y/o el deterioro de los alimentos. En el caso de los péptidos obtenidos
con el PEP7, solo fueron inhibidas bacterias Gram-positivas (Tabla 3.10). Dado que la envoltura
celular de las bacterias Gram-negativas es estructural y funcionalmente mas compleja que la de
las bacterias Gram-positivas, estas diferencias en la composicion de la membrana bacterial
podria tener implicancias para el modo de accién y la especificidad bacteriana de estos

hidrolizados antibacterianos.
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Tabla 3.09. Actividades antibacterianas de hidrolizado de NaCAS ovino obtenido a las 3 h de hidrolisis (t3)
por accioén enzimatica de PEP7.

Microorganismos indicadores Zona de inhibicion (mm)®

Bacterias Gram positiva

Listeria monocytogenes ATCC 15131 -
Bacillus cereus ATCC 9634 9,3
Corynebacterium fimi NCTC 7547 11,5
Staphylococcus aureus ATCC 1901 -

Bacterias Gram negativa
Salmonella enteritidis ATCC 13076 -
Escherichia coli ATCC 8739 -

valores obtenidos del promedio de tres mediciones independientes
b . . ...,
sin inhibicion

Han sido reportados pocos estudios sobre actividad antifungica de péptidos o
hidrolizados de proteinas. El indicador fingico mas comun es la Candida albicans, y la
utilizacion de hongos filamentosos como cepa de prueba ha sido poco reportada [151]. En
este caso, solo el hidrolizado obtenido a las 3 h mostrd actividad antifingica contra
Penicillium expansum y Aspergillus fumigatus (Tabla 3.10), los cuales pueden ocasionar
enfermedades en plantas y humanos. En consecuencia, la inhibiciéon de hongos filamentosos
podria representar una aplicacion adicional como un nuevo agente antifingico.

La busqueda de fungicidas alternativos es un topico de gran interés debido a las
desventajas asociadas con la sintesis quimica de los mismos, tales como costos elevados,

contaminacion del medioambiente e induccion de resistencia en patogenos [152].

Tabla 3.10. Actividades antifingicas de hidrolizado de NaCAS ovino obtenido a las 3 h
de hidrdlisis (t3) por accion enzimatica de PEP7.

Microorganismos indicadores Zona de inhibicion (mm)*

Levaduras

Candida albicans -

Hongos filamentosos

Penicillium expansum 9,0
Aspergillus fumigatus 10,0

Fusarium oxysporum ssp. lycopersici -

#valores obtenidos del promedio de tres mediciones independientes

b . ...,
sin inhibicién
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Las diversas actividades biologicas que han presentado los hidrolizados de NaCAS
ovino obtenidos con PEP7 y el hecho que la incorporacion de dichos hidrolizados en muestras de
NaCAS no han producido modificaciones significativas en los agregados acidos, son resultados
prometedores para la utilizacion de estos hidrolizados en la elaboracion de productos lacteos

fermentados a partir de leche de oveja.
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3.2.2. Estudios de los hidrolizados proteicos de NaCAS ovino obtenidos con PEP45
3.2.2.1. Obtencion de los hidrolizados

Muestras de NaCAS ovino fueron sometidas a hidrélisis enzimatica en medio alcalino
utilizando PEP45. La hidrdlisis fue interrumpida a distintos tiempos por desnaturalizacion
térmica de la enzima, tal como se explica en la Seccion 2.2.14. El GH se incrementd casi
linealmente desde t a t, (3,8 %), y luego la velocidad de hidrolisis se redujo alcanzando 5,5 % a
t7, indicando la disminucion de la accesibilidad de los enlaces peptidicos para ser escindidos
dentro del substrato (Figura 3.22.A). El GH a t; es comparable al GH de la CN de yak
proteolizada con papaina [153] y al de la a-CN bovina hidrolizada con quimotripsina o una
proteasa de Streptomyces griseus [148]. El GH a t;—t; es semejante al del caseinato ovino
hidrolizado por PEP7.
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Figura 3.22. A) Grado de hidrdlisis (GH, %) vs. tiempo de hidrélisis (t;, h) y
B) Electroforesis en SDS-PAGE de los hidrolizados de NaCAS ovino
obtenidos con PEP45.

En la Figura 3.22.B se muestra el perfil electroforético de dichos hidrolizados. Se puede
observar que la extension de la hidrolisis aumenta hasta las dos horas de incubacion, la
desaparicion de las bandas de mayor masa molecular (~25 kDa, ty) a t; y la concomitante
aparicion de bandas de menor masa molecular alcanzdndose, a los tiempos mayores, masas

moleculares menores a 6,5 kDa.
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3.2.2.2. Estudio conformacional de los hidrolizados a través de espectros de absorcion y de
emision de la fluorescencia intrinseca de los cromoforos proteicos
Se realizaron espectros de emision de IF (Figura 3.23) y de absorcion de los hidrolizados

de NaCAS (Figura 3.24).
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Figura 3.23. Espectros de emision de fluorescencia de los hidrolizados obtenidos con la
enzima proteolitica P45. NaCAS hidrolizado: t, ( ); t ( ); ty (= ==); 5 ( );
ty (=====). Rango Ay, = 300-430 nm, A,—= 286 nm, T 35 °C y concentracion
hidrolizados: 0,1 % P/P.
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Figura 3.24. Espectros de absorcion de fluorescencia de los hidrolizados obtenidos con la
enzima proteolitica P45. NaCAS hidrolizado: t, ( ); 1 ( ); ty (e m); 15 ( ); t4
(m===m) y t; ( ). Rango Ay, = 250-320 nm, T 35 °C y concentracion hidrolizados: 0,1 %
P/P.

Se observé un corrimiento hacia la banda roja del espectro de emision y una disminucioén

de la IF intrinseca de los hidrolizados a medida que aumenta el tiempo de hidrolisis, lo cual
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puede vincularse a cambios conformacionales en los alrededores de los fluor6foros intrinsecos
de los péptidos. Se ha descartado la posibilidad de pérdida de fluoréforos durante la proteolisis
dado que los precipitados resolubilizados mostraron intensidad de fluorescencia despreciable
(datos no mostrados).

Por otra parte, se evidenci6 un aumento de la absorbancia de la flurescencia de los
hidrolizados a tiempos mayores de hidrélisis. Ambos resultados sugieren un cambio de polaridad
del entorno de los fluordforos intrinsecos (Trp y/o Tyr) hacia medios més polares, lo que estaria
vinculado al aumento de exposiciéon de dichos grupos al medio. En particular, el pico de
absorbancia parece corresponder al pico de la Tyr, el cual estd localizado entre 275 y 282 nm

[154].

3.2.2.3. Hidrofobicidad superficial
Se determind la hidrofobicidad superficial (Sy) de los hidrolizados obtenidos a distintos

tiempos seguin la Seccidon 2.2.7.2. Los resultados se muestran en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11. Valores de Sy de los hidrolizados de NaCAS ovino
obtenidos a distintos tiempos (t;) de hidrélisis con PEP45. T =35 °C

Tiempo de

hidrélisis (h) Su(mL.g")"
0 0,055 = 0,008
I 0,047 % 0,007
2 0,042 % 0,005
3 0,107 = 0,002
4 0,233 + 0,006
7 0,390 = 0,003

a . S .
valores promedios + desviacion estandar

Los valores de Sy permanecieron practicamente constantes para los hidrolizados
obtenidos hasta 2 h de hidrolisis y se incrementaron para tiempos mayores. Esto indicaria una
mayor exposicion de grupos hidrofobicos en la superficie de los hidrolizados obtenidos a
tiempos > 3 h de hidrolisis. En este sentido, las proteasas tipo subtilisina, que usualmente
muestran preferencia por los residuos aromaticos y/o hidrofébicos del sitio P; del enlace
peptidico escindible (P1—P1) en el substrato, estan entre las enzimas proteoliticas producidas por

el Bacillus sp. P45 [155].
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3.2.2.4. Evaluacion del proceso de agregacion acida de los hidrolizados obtenidos con
PEP45

Se evalu¢ la capacidad de agregacion de los hidrolizados obtenidos frente a la adicion
de GDL (Figura 3.25). Los resultados de los graficos 3.25.A y 3.25.B muestran que los
hidrolizados conservan la capacidad de agregar y que el proceso de acidificacion revela dos

etapas bien definidas, como ya se mencionara previamente para la agregacion del NaCAS ovino

con la PEP7 (Seccién 3.2.1.3).

Figura 3.25. Medidas de: A) B vs. t,
B) B vs. pH y C) pH vs. t de los
hidrolizados obtenidos con PEP45.
NaCAS hidrolizado: t, (e); t; (e); t,
() 5 (); ta (®). T 35°C, R =15
Chidgrolizado = 0,35 % P/P.

3 AT R I R SR
0 20 40 60 80

t (min)

De los perfiles de agregacion también puede inferirse que el t,, para los hidrolizados es
mayor que el t,, para el NaCAS ovino sin hidrolizar (to), y que los t,g de lo hidrolizados t3 y t4
fueron menores que los correspondientes a los hidrolizados t; and t, (Figura 3.25.A). Este hecho
puede estar relacionado al incremento de Sy observado para los hidrolizados obtenidos a tiempos
de proteolisis mas largos (Tabla 3.11), lo que favorece las interacciones hidrofobicas atractivas y
conduce a la agregacion entre particulas.

El pH,, de los hidrolizados t; 4 es mayor que el del NaCAS no hidrolizado (Figura 3.25.
B), indicando que los hidrolizados son menos estables en solucion. Ademas, una disminucion de

la velocidad de descenso del pH para todos los hidrolizados (Figura 3.25.C) y el mayor t,,
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detectado para los mismos estaria vinculado a un incremento de la capacidad buffer de dichos
hidrolizados.

Los valores de Dy de los agregados formados al final del proceso de agregacion se
muestran en la Tabla 3.12, donde puede inferirse que el grado de compactacion de los agregados
de las muestras t; y t, fue similar al de los agregados obtenidos a partir del NaCAS sin hidrolizar,

pero disminuye a tiempos de hidrélisis mas largos, especialmente a ts.

Tabla 3.12. Valores de Dimension Fractal (Df) de los
hidrolizados de NaCAS ovino obtenidos a distintos tiempos (t;)
de hidrolisis con PEP45. T =35 °C

Tiempo de

hidroélisis (h) D/
0 4,10 £ 0,10
1 4,10 + 0,08
2 4,00 = 0,10
3 3,88 + 0,03
4 3,42 + 0,02

a - . .
valores promedio + desviacion estandar.

Por otro lado, el tamafio medio de las particulas iniciales, estimado por los valores de
antes de la adicion de la GDL, disminuye a medida que el tiempo de hidrolisis aumenta, y en
concordancia con la disminucion de la masa molecular observado en la Figura 3.22.B. Para
verificar la correlacion entre el parametro B y el tamafio medio de las particulas se realizaron
mediciones de los diametros hidrodinamicos mediante DLS, obteniéndose una buena correlacion
linear (R=0,9082, P<0,0018) (datos no mostrados), permitiendo esto determinar que un cambio
de 0,1 en el pardmetro B corresponde a una variacién de 16 nm en el tamafio medio. Resultados
previos indican que la Dy depende del estado inicial de las particulas coloidales de NaCAS en
suspension, relacionado a la composicion en CN, tamafio medio, nivel de autoasociacion o grado

de compactacion de las particulas primarias, entre otros [156].

3.2.2.5. Evaluacion del proceso de agregacion acida de NaCAS ovino en presencia de sus
hidrolizados obtenidos con PEP45

Con el objetivo de evaluar si la presencia de los hidrolizados afectan la cinética de
agregacion del NaCAS ovino, se ensayo la agregacion de mezclas NaCAS ovino/hidrolizados t;

(4:1) en funcion del tiempo y del pH luego de la adicion de GDL (Figura 3.26). El mismo

78



Resultados y discusion

comportamiento en dos etapas observado para la agregacion de los hidrolizados (Figura 3.26) se

determind para las mezclas NaCAS/hidrolizados.

A 'B

4k T 4t %

i Ca S i

i o o
A N T PSP

2-_ %OO 2-_ O%

i ) i o

L Q0 L

1+ 1k

I R E I R RPN R A S EE R S R

0 5 10 15 20 4 5 6 7 8
t (min) pH

Figura 3.26. A) Parametro § vs. t y B) B vs. pH durante la agregacion acida de las mezclas
NaCAS/hidrolizados t; (4:1), luego de la adicion de GDL, a 35 °C con R = 2. Concentracion total
de NaCAS 0,5 % P/P y de los hidrolizados 0,125 % P/P; ty (®),t; (¢), t, (), t; (V) y ts (7).
Hidrolizados obtenidos con PEP45.

Se observaron cambios en los valores de t,e en presencia de los hidrolizados sélo para la
mezcla NaCAS/hidrolizado t;, relacionado probablemente con la disminucion de pH,e. Por otro
lado, no se observaron cambios en la velocidad de descenso del pH (datos no mostrados).
Ademas no se observaron cambios significativos en el grado de compactacion de los agregados

formados al final del proceso de acidificacion.

3.2.2.6. Ensayos de propiedades biologicas de hidrolizados de NaCAS ovino obtenidos con
PEP45
3.2.2.6.1. Ensayo de la capacidad antioxidante
La actividad antioxidante de los hidrolizados obtenidos a tiempos to, tj, t2, t3 y ts se
estudio utilizando el radical ABTS"" segtin lo indicado en la Seccion 2.2.14.1.1 (Tabla 3.13).
Como puede observarse, la muestra de NaCAS ovino sin hidrolizar (t)) mostrd
actividad antioxidante, hecho que ya ha sido reportado previamente [157]. Por otra parte, la
méxima actividad secuestradora de radical ABTS'" se obtuvo a las 3 h de hidrélisis (t3), siendo

12,5 % mayor que para t.
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Tabla 3.13. Actividad secuestradora del radical ABTS" de los
hidrolizados de NaCAS ovino obtenidos a distintos tiempos de accion
enzimatica de PEP45

Tiempo de Secuestro del radical
hidrélisis (h) ABTS" (%)*

0 53,57 + 0,65

1 57,86 +£0,74

2 57,27 + 0,14

3 66,08 +0,95

4 64,50 = 1,06

a - - ,
valores promedios + desviacion estandar.

Estos resultados son similares a los obtenidos para los hidrolizados de NaCAS ovino
obtenidos con PEP7, los cuales mostraron maxima actividad antioxidante luego de las 2 h de
hidrolisis resultando en un incremento en un 12,8 % en comparacion a su correspondiente
NaCAS sin hidrolizar. El efecto general positivo de la protedlisis sobre la actividad antioxidante
del NaCAS ovino sugiere la liberacion de secuencias peptidicas previamente inactivas de la
estructura primaria proteica [77].

La incorporacién de estos hidrolizados en productos alimenticios podria servir a
diversos propositos tales como incrementar el valor nutricional de los mismos, prevenir las
reacciones de oxidacion durante el almacenamiento y la liberacion de péptidos antioxidantes que

prevengan el dafio oxidativo [81, 157].

3.2.2.6.2. Actividad antimicrobiana

Se investig6 la capacidad de los hidrélizados de NaCAS ovino, obtenidos a tiempos to,
t1, t2, t3 ¥ t4, de inhibir el crecimiento de bacterias segun la Seccion 2.2.14.2.

So6lo para el hidrolizado obtenido a t; se observd inhibicion del crecimiento de S.
enteritidis, E. coli, C. fimi, y L. monocytogenes (Figura 3.27) los cuales son microorganismos
relacionados con enfermedades transmitidas por los alimentos [158]. Por lo tanto, estos péptidos
antimicrobianos podrian ser de util aplicacion debido a la inhibicion de microorganismos
patogénicos o que deterioran alimentos, agregando de esta forma calidad y seguridad en los
productos alimenticios.

Como se mencion6 para el hidrolizado de NaCAS ovino obtenido con la PEP7 a las 3

h de hidrdlisis (t3), dicho hidrolizado inhibi6 las bacterias Gram positivas B. cereus ATCC 9634
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bacterias Gram positivas y Gram negativas (Figura 3.27), en forma similar a lo reportado para
hidrolizados de a-CN bovina obtenidos con quimotripsina [148]. Especificamente, productos de
hidrolisis de o-CN mostraron actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas,

incluyendo E. coli y Listeria inocua [150].

Figura 3.27. Inhibicion del crecimiento de A) Salmonella enteritidis, B) Escherichia coli, C)
Corynebacterium fimi, y D) Listeria monocytogenes por el hidrolizado de NaCAS ovino obenido a
una hora de hidrolisis (t;) con PEP45. Las flechas indican halos de inhibicion.

Con respecto a la actividad antifungica, solo el hidrolizado obtenido a t; evidencidé una
inhibicién del crecimiento fingico (datos no mostrados). Fueron inhibidos por el hidrolizados los
hongos fitopatogenos: F. oxysporum y P. expansum y también el hongo A. fumigatus. Estos
resultados también podrian tener implicaciones practicas, debido a que algunas cepas de F.
oxysporum son responsables en muchas plantas de severos marchitamientos vasculares o de
enfermedades de pudricion de la raiz. Por ejemplo, el marchitamiento causado por F. oxysporum
f. sp. lycopersici es una de las enfermedades mas devastadoras en plantas de tomate [159].
Ademas, P. expansum es considerado una de las principales causas del deterioro postcosecha de
peras y manzanas y es frecuentemente aislado en una gran variedad de frutas [160].
Adicionalmente, A. fumigatus es la especie mas frecuente que causa enfermedad en pacientes

fundamentalmente inmunodeprimidos.
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Estos resultados sugieren la posibilidad de la utilizacion de PEP45 para la obtencion de
hidrolizados de NaCAS ovino que posean actividad antioxidante y antimicrobiana. La cinética de
la agregacion dcida y también la Dy de los agregados obtenidos para las mezclas
NaCAS/hidrolizado fueron similares en comparacion al NaCAS sin hidrolizar, indicando esto la
posibilidad de inclusion de los hidrolizados en una matriz de NaCAS ovino sin alterar
significativamente los perfiles de la agregacion. Aunque la Dy puede relacionarse a las
propiedades reologicas [161], se necesitaria realizar estudios adicionales para evaluar el efecto

de la incorporacion de los hidrolizados sobre la estructura y textura de los geles acidos.
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3.3. Protedlisis del NaCAS bovino
3.3.1. Estudios de los hidrolizados proteicos de NaCAS bovino obtenidos con PEP7
3.3.1.1. Obtencion de los hidrolizados proteicos

Se realiz6 la hidrolisis enzimatica en medio alcalino, utilizando PEP7, NaCAS bovino
en solucion acuosa. Esta proteolisis fue interrumpida a distintos tiempos por desnaturalizacion
térmica del PEP7, tal como se explico en la Seccion 2.2.13.

La hidroélisis del NaCAS bovino con PEP7 se realiz6 hasta 7 h, determinandose en los
sobrenadantes de cada muestra el GH alcanzado (Figura 3.28). Luego de 7 h de protedlisis, el
GH fue de 8,2%, siendo mayor la velocidad de hidrolisis durante las primeras cuatro horas, luego
de lo cual disminuyo. Dado que el GH es una medida del numero de enlaces peptidicos
escindidos, este descenso de la velocidad de hidrolisis indica una menor disponibilidad de
enlaces peptidicos escindibles. Un comportamiento similar se observo para la hidrélisis del
NaCAS bovino con el PEP45 [162]. Sin embargo, la pérdida de grupos amino, es decir, de
enlaces peptidicos escindidos, fue menor para el NaCAS ovino al ser hidrolizado por el PEP7, lo
cual podria reflejar la heterogeneidad del sustrato (caseina) entre ambas especies [ 149].

Estos resultados fueron corroborados por SDS-PAGE ya que en los geles se observé que
los hidrolizados no permanecieron en el gel de corrida, aun trabajando con elevadas
concentraciones de poliacrilamida, de donde se puede inferir que la masa molecular de los
hidrolizados obtenidos a todos los tiempos ensayados es menor a 6,5 kDa (masa molecular mas

baja del marcador).
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Figura 3.28. Grado de hidrdlisis (GH, %) vs. tiempo de hidrolisis de hidrolizados de
NaCAS bovino obtenidos con PEP7 a distintos tiempos (t;, h).
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Adicionalmente los resultados de espectrometria de masa confirmaron que la mayor
proporcion de masas moleculares de hidrolizados obtenidos hasta las 4 h de hidrolisis fue menor

a3 kDa[163].

3.3.1.2. Estudio conformacional de los hidrolizados a través de espectros de emision de
fluorescencia intrinseca de los cromoforos proteicos
Se realizaron espectros de emision de IF (Figura 3.29) de los hidrolizados del NaCAS

bovino obtenidos con PEP7.

IF

280 300 320 340 360 380 400 420 440
A (nm)

Figura 3.29. Intensidad de fluorescencia (IF) de hidrolizados de NaCAS bovino obtenidos por
hidroélisis con PEP7 a diferentes tiempos (t;): ty (===); t; ( ); ty (=) 13 ( ); ty (mmmee )
vyt ( ). Chidrolizado = 0,1 %P/P, rango A, = 300-420 nm, Aexc =286 nmy T =35 °C.

Se puede inferir que la hidrélisis causa un corrimiento hacia la banda roja en el espectro
de emision de fluorescencia y un descenso de la IF, lo que puede deberse a un cambio
conformacional y, como consecuencia, un incremento de la polaridad en los alrededores de los
fluoréforos intrinsecos proteicos en los péptidos (Trp y Tyr). Previamente se verificé que durante

la proteolisis enzimatica no hubiera pérdida de dichos fluoréforos (datos no mostrados).

3.3.1.3. Evaluacion del proceso de agregacion acida de los hidrolizados obtenidos con PEP7
Se evalud la capacidad de agregacion de los hidrolizados obtenidos frente a la adicion de
GDL (Figura 3.30). En forma semejante a lo observado para los hidrolizados de NaCAS ovino

con PEP7, tampoco se verificd agregacion de los hidrolizados de NaCAS bovino con PEP7.
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Como puede observarse, soOlo agregaron las muestras tp, que son las que no sufrieron
hidrolisis. La ausencia de formacion de agregados a partir de los hidrolizados t;.; detectables por
esta técnica, probablemente se deba al pequeio tamafio medio de los mismos que no pueden
formar o solo generan agregados pequefios (menores que la A incidente) no detectados por
medidas de turbidez. Por otra parte, tampoco se detectaron cambios en la velocidad de descenso

de pH (Figura 3.30.C).

3.3.1.4. Evaluacion del proceso de agregacion acida de NaCAS bovino en presencia de sus
hidrolizados obtenidos con PEP7

Se estudi6 la capacidad de agregacion de mezclas NaCAS bovino y sus hidrolizados
obtenidos a tiempos to, t;, t2, t3, t4 y t7 frente a la adicion de GDL con el objetivo de evaluar si la
incorporaciéon de hidrolizados con actividad bioldégica modifica la cinética del proceso de

agregacion del NaCAS y/o el grado de compactacion de los agregados formados (Figura 3.31).
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Figura 3.31. A) Variaciones del parametro [ en funcion del tiempo y B) B en funcién del pH, luego de la
adicion de GDL; ty (®); t; (©); 2 (0); 3 (V); t4 (V) y t7 (V). T 35 °C. R = 0,5. Concentraciones totales:
NaCAS 0,5 % P/P ¢ hidrolizado t; 0,125 % P/P.

Durante el proceso de agregacion acida del NaCAS, la presencia de los hidrolizados no
modifico el valor de pH al cual comienza la agregacion, es decir, no afectd apreciablemente la
estabilidad electrostatica del NaCAS. Tampoco se observaron modificaciones en la velocidad de
descenso del pH. Sin embargo, se observd un incremento del tiempo al cual comienza la
agregacion, aunque no se detectaron cambios significativos en el grado de compactacion de los
agregados formados al final de la acidificacion en presencia de los hidrolizados.

Teniendo en cuenta estos resultados, se consider6d de interés evaluar el comportamiento
de las mezclas en presencia de GDL, pero a concentraciones a las cuales el descenso de pH
conduzca a la formacion de un gel. Para ello, se realizaron determinaciones de las propiedades

reologicas y de la microestructura de los geles.

3.3.1.5. Efecto de la adicion de los hidrolizados sobre las propiedades reologicas de los geles
acidos de NaCAS bovino

Se realizaron ensayos reologicos oscilatorios para determinar las propiedades
viscoelasticas de los geles acidos durante su formacion y una vez alcanzado el equilibrio, en
ausencia y en presencia de los hidrolizados, para determinar si la presencia de los mismos
produce alguna modificacion en la cinética de gelacion del NaCAS (t, y pH,) y/o la elasticidad

de los geles (G'max Y tan 0). Los resultados se muestran en la Tabla 3.14.
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Tabla 3.14. Tiempos de gelificacion (t,), pH del comienzo de la formacién del gel (pHy), G’max y tan & de
geles acidos de mezclas NaCAS bovino/hidrolizados, con los hidrolizados obtenidos a diferentes tiempos de
hidroélisis (ti). CNaCAS =3 %P/P, Chidrolizado = 0,75 %P/P, R= 0,5 y T=35°C.

Tiempo de

hidrélisis (h) t, (min)® pH,” G'nax tan &°
0 224 £ 0,1 4,92 £ 0,02 57+ 6 0,36 = 0,01
1 224 £ 0,2 4,97 £ 0,03 54 £ 3 0,34 + 0,02
2 229 + 0,2 4,93 + 0,01 48 £+ 5 0,33 + 0,02
3 25,9 £ 0,5 491 + 0,01 40 £ 4 0,32 + 0,01
4 23,7 £ 0,3 493 + 0,01 27 £ 5 0,31 = 0,01

a . . .7 r
valores promedios + desviacion estandar

Los resultados evidenciaron que no ocurrieron mayores cambios en la cinética del
proceso, ya que no se observaron diferencias significativas en los parametros t, y pHy . Sin
embargo, el valor de G'ysx disminuy6 en la presencia de los hidrolizados, especialmente para t4.
Luego del t,, el incremento de G' refleja el aumento de contacto entre la particulas de NaCAS
con la consiguiente fusion de particulas, y el subsecuente reordenamiento interparticular debido a
la reversibilidad de las uniones, lo que resulta en mas enlaces por unién o cruce, y en mas
uniones o cruces, lo que a su vez incrementa G' [164]. Por lo tanto, la presencia de los
hidrolizados podria dificultar estos reordenamientos entre particulas, conduciendo a Ia
disminucion del carécter elastico de los geles. Por otra parte, los valores de tan 6 indican que,

aun asi, siempre predomina el caracter elastico sobre el viscoso.

3.3.1.6. Evaluacion de la microestructura de los geles mixtos obtenidos

En la Figura 3.32 se muestran iméagenes representativas de geles 4cidos de mezclas de
NaCAS/hidrolizado ty (Figura 3.32.A) y NaCAS/hidrolizado t4 (Figura 3.32.B), las cuales fueron
obtenidas por microscopia confocal segun se indica en la Seccion 2.2.9.2.

Las imagenes representan una guia visual sobre como la presencia de los hidrolizados
afecta la microesctructura de los geles de NaCAS. Se observa un entramado proteico donde los

pixeles en negro representan los intersticios o poros y los pixeles en rojo el entramado proteico.
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Figura 3.32. Iméagenes de mezclas A) NaCAS bovino/hidrolizado t; y B) NaCAS bovino/hidrolizado t4
obtenidas por microscopia confocal utilizando Rodamina B (2x10™ g.L™") como marcador fluorescente.
CNaCAS 3% P/P, Chidrolizado 0,75 % P/P, R= 0,5 y T=35°C.

La comparacion de ambas imagenes muestra que el entramado proteico cambia en

presencia de los hidrolizados. Los poros van disminuyendo su tamafio medio a medida que

aumenta el tiempo de hidroélisis t; (Tabla 3.15).

Tabla 3.15. Diametro promedio de poro y area promedio de poro de geles acidos
obtenidos a partir de mezclas NaCAS bovino/hidrolizado t; (3 % P/P/0,75 % P/P),
donde t; es el tiempo de hidrdlisis. Relacion de concentracion GDL/NaCAS (R) de

0,5yT=35°C
Mezclas Diametro )
NaCAS/hidrolizado promedio de Area promedio Grupos
t; poro (um)* de poro (um’)* homogéneos”
to 1,659 + 0,021 3,519 + 0,109 BC
t 1,733 + 0,035 4,027 + 0,211 C
t 1,678 + 0,025 3,750 + 0,138 BC
t, 1,591 + 0,014 3,334 + 0,126 AB
ty 1,521 + 0,014 2,862 + 0,083 A

# valor promedio + desviaci6n estandar (p < 0,05)

b diferentes letras indican valores significativamente diferentes de diametro promedio y de area
promedio de poro (A indica valores mas bajos, B indica valores intermedios y C valores mas

altos, respectivamente).

Ademas, la distribucion de los didmetros de poro indica que la mayor parte de los

intersticios de menor tamafio fue mayor para los geles de NaCAS/hidrolizado t4 (Figura 3.33).
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Por lo tanto, a medida que t; se incrementa, la cantidad de poros se incrementa y los mismos son

de menor tamano.
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Figura 3.33. Distribucion de diametro de poro de geles acidos de mezclas NaCAS bovino/hidrolizado t;
obtenidos por la adicion de GDL (R=0,5) a 35 °C, donde t; indica el tiempo de hidrolisis. Cyacas 3 %
P/P y Chidrolizado 0,75 % P/P.

Por otro lado, del analisis de los parametros de textura, los cuales fueron obtenidos segiin
la Seccion 2.2.10, se puede observar que la presencia de los hidrolizados (t;.4) incrementa los
valores de los parametros S y U (Tabla 3.16). Teniendo en cuenta los valores del pardmetro U,
las imagenes para ty son mas suaves (mas uniformes) que aquellas para t4, de esta manera la
microestructura del gel NaCAS bovino/hidrolizado t4; es mas desordenado. Los valores del
parametro S nos llevan a la misma conclusion: las imagenes para ty poseen la menor variacion de
los niveles de grises. Por lo tanto, la presencia de los hidrolizados (t;4) en las mezclas NaCAS
bovino/hidrolizado t; contribuirian a que la estructura ordenada de los geles sea mas débil, lo que

concuerda con los valores G' obtenidos.
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Tabla 3.16. Parametros de textura obtenidos de las imagenes de microscopia confocal de los geles
acidos NaCAS bovino/hidrolizado t; en funcion del tiempo de hidrdlisis (t;): Entropia de Shannon (S)
y Uniformidad (U) CNaCAS 3% P/P, Chidrolizado 0,75 % P/P, R= 0,5 y T=35°C

ANOVA ANOVA
t S? U (x107%)* para S" para U"
to 5,02 + 0,03 39,43 + 0,97 A C
t 5,26 + 0,02 32,95 + 0,48 B B
t, 524 + 0,03 32,81 + 0,70 B B
t3 5,43 + 0,04 27,96 + 0,88 B A
t4 5,29 + 0,02 30,20 + 0,40 B AB

2 valor promedio + desviacion estandar (p < 0,05)

b .. . . . . ,

diferentes letras indican valores significativamente diferentes de los parametros S y U
(A indica valores mas bajos, B indica valores intermedios y C valores mas altos,
respectivamente).

3.3.1.7. Ensayos de actividades bioldgicas de los hidrolizados de NaCAS bovino obtenidos
con PEP7
3.3.1.7.1. Ensayo de la capacidad antioxidante

La actividad antioxidante de los hidrolizados obtenidos a tiempos to, to s, t1, t2, t3, t4 ¥ t6
se estudio utilizando el radical ABTS"" segun lo indicado en la Seccion 2.2.17.1.1. Esta actividad
tendi6 a aumentar con el aumento de tiempo de hidrdlisis (Tabla 3.17). Aunque el NaCAS
también exhibe actividad antioxidante, el incremento de esta actividad a medida que t; crece

sugiere que el proceso proteolitico contribuye a la actividad biologica.

Tabla 3.17. Actividad antioxidante de los hidrolizados de NaCAS
bovino obtenidos a distintos tiempos de accidon enzimatica con
PEP7.

Tiempo de Secuestro del radical
hidrélisis (h) ABTS " (%)*

0 52,60 = 0,11

0,5 59,5 + 0,14

1 70,20 + 0,03

2 67,90 + 0,07

3 71,20 + 0,03

4 74,10 + 0,02

6 75,30 + 0,02

a - - ,
valores promedios + desviacion estandar

Segun la Seccion 2.2.17.1.4 se determind el poder reductor de los hidrolizados

obtenidos a tiempos to, tos, ti, t2, t3, t4 y te (Tabla 3.18).
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Tabla 3.18. Poder reductor de los hidrolizados de NaCAS bovino
obtenidos a distintos tiempos de accion enzimatica con PEP7.

Tiempo de Poder reductor

hidrdlisis (h) (A 2700 nm)*
0 0,106 + 0,007
0,5 0,133 + 0,002
| 0,171 + 0,005
2 0,22 + 0,03
3 0,30 + 0,01
4 0,25 + 0,01
6 0,262 + 0,004

a - - .
valores promedios + desviacion estandar

Los valores de poder reductor de los hidrolizados de NaCAS bovino presentaron un
pico de actividad luego de las 3 h de hidrdlisis, decreciendo a continuacion. Esta variacion podria
estar vinculada a la masa molecular o tamafio de los péptidos [163]. Este comportamiento
también fue reportado por otros autores [126, 165].

Segun la Secciéon 2.2.17.1.3, se determind la actividad quelante de Fe*™ de los

hidrolizados obtenidos a tiempos to, tos, ti, t2, t3, t4 y tc (Tabla 3.19).

Tabla 3.19. Actividad quelante de cation ferroso de los hidrolizados de
NaCAS bovino obtenidos a distintos tiempos de accion enzimatica con PEP7.

Tiempo de Actividad quelante

hidrolisis (h) de Fe’* (%)*
0 78,40 + 0,01
0,5 89,80 + 0,01
1 93,40 + 0,02
2 93,30 + 0,01
3 94,60 + 0,04
4 80,30 + 0,01
6 91,20 + 0,01

a . . .7 r
valores promedios + desviacion estandar

Todos los hidrolizados de NaCAS bovino obtenidos con PEP7 exhibieron un aumento
en la actividad quelante de hierro con respecto al control (tp; 78,4%). Megias y col. (2008)
reportaron que la histidina puede ser considerada como un agente quelante de metales ya que

posee un anillo imidazol [166]. De acuerdo a los resultados, pareceria que la hidrolisis
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incrementa la accesibilidad del metal a los grupos histidina de las caseinas. Por lo tanto, la
hidrélisis del NaCAS podria aumentar la biodisponibilidad del metal. Ademas, los hidrolizados
de NaCAS obtenidos podrian ser utilizados como antioxidantes naturales para prevenir las

reacciones de oxidacion de los alimentos.

3.3.1.7.2. Actividad antimicrobiana
Se investigo la capacidad de los hidrolizados de NaCAS bovino, obtenidos a tiempos
to, tos, t1, t2, t3, t4 y ts, de inhibir el crecimiento de bacterias segin la Seccion 2.2.17.2. Los

resultados se muestran en la Tabla 3.20.

Tabla 3.20. Actividade antibacteriana de hidrolisados de NaCAS bovino luego de 0,5 y 1 h de hidrolisis
con PEP7.

Zona de inhibicion (mm)*

Bacterias testeadas

0,5h lh
Gram positivas
Listeria monocytogenes ATCC 15131 8,0 10,0
Bacillus cereus ATCC 9634 B -
Corynebacterium fimi NCTC 7547 7,0 10,0
Staphylococcus aureus ATCC 1901 - -
Gram negativas
Salmonella enteritidis ATCC 13076 8.0 11,0
Escherichia coli ATCC 8739 6,0 9,0

a8 diametro del halo

b sin inhibicién

Los hidrolizados obtenidos a tiempos 0,5 y 1 h con PEP7 demostraron actividad
antibacteriana contra Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Escherichia coli y
Corynebacterium fimi. Estos resultados son de importancia ya que las bacteria inhibidas son
microorganismos relacionados a enfermedades transmitidas por los alimentos [158]. Por lo tanto,
la actividad antimicrobiana observada para los hidrolizados de NaCAS puede representar una
promisoria aplicacion para prevenir la contaminacion de alimentos por parte de estos
microorganismos patdgenos. El interés se incrementa si se tiene en cuenta que las caseinas son
proteinas alimentarias seguras, abundantemente disponibles y de bajo costo.

Otros autores también reportaron la identificacion de dominios antibacteriales dentro

de la secuencia de distintas caseinas bovinas: la a5 -CN [167-168], ax-CN [170-171], B-CN
[168] y k-CN [169].
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Estos resultados sugieren que, si bien a bajas Cyacas, la presencia de hidrolizados
bioactivos no produjo cambios significativos en el proceso de agregacion acida, a altas Cnacas,
se modifican la microestructura y el comportamiento reoldgico de los geles acidos. Esto ultimo
debe ser tenido en cuenta al momento de disefiar un alimento lacteo al cual se desee incorporar

dichos hidrolizados.
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3.4. Protedlisis de los WPI
3.4.1. Estudios de los hidrolizados proteicos de WPI obtenidos con PEP7
3.4.1.1. Obtencion de los hidrolizados proteicos
Muestras de WPI fueron sometidas a hidrolisis enzimatica en medio alcalino utilizando
PEP7. La hidrolisis fue interrumpida a distintos tiempos por desnaturalizacion térmica de la

enzima, tal como se explica en la Seccion 2.2.14.

3.4.1.2. Estudio conformacional de los hidrolizados a través de espectros de emision de
fluorescencia intrinseca de los cromoforos proteicos.
Se realizaron espectros de emision de IF (Figura 3.34) de los hidrolizados obtenidos a

partir de WPI por accion de PEP7.

IF

280 300 320 340 360 380 400 420 440

A

Figura 3.34. Intensidad de fluorescencia (IF) de hidrolizados de WPI obtenidos por hidrolisis
con PEP7 a diferentes tiempos (t): ty (==); t; (-); tp (== =); t3 ( ); ty (mmmen) y oty ( ).
Chidrolizado = 0,1 %P/P, rango Aey, = 300-420 nm, Aeye =298 nmy T =35 °C.

Los espectros de emision de fluorescencia revelaron la presencia de fluordforos
intrinsecos en la composicion aminoacidica de los mismos. Se observé un corrimiento de 12 nm
hacia la banda roja del espectro y una disminuciéon de la intensidad de fluorescencia maxima
respecto del WPI sin hidrolizar (ty). Esto estaria indicando una mayor exposicion de los

fluoroforos proteicos al medio en el caso de los hidrolizados.
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3.4.1.3. Evaluacion del proceso de agregacion acida de los hidrolizados obtenidos con PEP7
Se evaluo la capacidad de agregacion de los hidrolizados obtenidos frente a la adicion de

GDL (Figura 3.35).

5 -
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- r ° Figura 3.35. Medidas de: A) B vs. t,
a o F B) B vs. pHy C) pH vs. t de los
50F hidrolizados obtenidos con PEP7. WPI
: hidrolizado: to (®); t; (®); t> (*); t3 ( );
4,5; ty (®); t; (e). T 35 °C, R = 1,5;
4.0 Chidrolizados = 0,125 %0 P/P.
I I N IR R ER R

t (min)

Durante el proceso de agregacion acida de los hidrolizados de WPI no se modificd
significativamente el valor de pH al cual comienza la agregacion, es decir, no se afectd
apreciablemente la estabilidad electrostatica de los mismos.

La velocidad de descenso del pH aument6 ligeramente para los hidrolizados obtenidos
durante la primera hora de hidrolisis, para luego disminuir a medida que crece el tiempo de
hidrolisis (Figura 3.35.C). En concordancia con esto, el t,, para hidrolizados t; es menor, sin
embargo, se incrementa para los hidrolizados obtenidos a mayores t;.

El grado de compactacion de los agregados formados, estimado por Dy, es mayor que el
obtenido para las muestras sin hidrolizar. Esto puede deberse a que al producirse la proteolisis
pueden quedar expuestos mayor cantidad de grupos hidrofobicos para participar en los
reordenamientos que conducen a la compactacion de los agregados. Por otra parte, Alting y col.
han demostrado la importancia de la formacion de enlaces disulfuro intermoleculares para las

propiedades mecanicas de los geles acidos de WPI [170]. Estos autores postularon que dichas
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interacciones se forman a pH acidos debido a un aumento de concentracion efectiva proteica vy,
por lo tanto, de grupos tioles. Estos enlaces estarian involucrados en la estabilizacion y
compactacion de los agregados. La protedlisis podria aumentar la exposicion de dichos grupos

tioles.

3.4.1.4. Evaluacion del proceso de agregacion acida de WPI en presencia de sus
hidrolizados obtenidos PEP7

Con el objetivo de evaluar si la presencia de los hidrolizados afecta la cinética de
agregacion del WPIL, se ensayo la agregacion de mezclas WPI/hidrolizados t;, por adicion de
GDL (Figura 3.36), previa desnaturalizacion de los WPI por calentamiento (80 °C, 30 min.) y

rapido enfriamiento en bafo de hielo y agua.

S5 St
41 4+
3F 3F
0 I *
2r 2r ®
L L O o0
1 1;
L v -
0-1 I T T N T S S BN SO S S | AO*A“X“Al‘A‘lA“l“Al‘A‘
0 10 20 30 40 45 50 55 60 65 70
t (min) pH

Figura 3.36. A) Variaciones del parametro B en funcién del tiempo y B) B en funcién del pH,
luego de la adicion de GDL, a 35 °C, R = 1,5. Cywpi: 0,5% e hidrolizado t; 0,125 % P/P; t, (e); t;

()2 (0); 5 (V)5 ta (7); 7 (V).

Durante el proceso de agregacion acida del WPI, la presencia de los hidrolizados no
modificd sustancialmente el valor de pH al cual comienza la agregacion, es decir no afectd
apreciablemente la estabilidad electrostitica del WPI. No se observaron modificaciones en la
velocidad de descenso del pH (no se muestra). Tampoco se observo cambios en el tiempo al cual
comienza la agregaciéon como asi tampoco en el grado de compactacion de los agregados

formados al final de la acidificacion en presencia de los hidrolizados.
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3.4.1.5. Ensayos de actividades bioldgicas de los hidrolizados de WPI obtenidos con PEP7
Seglin la Seccion 2.2.17.1 se determind la actividad antioxidante de los hidrolizados de
WPI obtenidos con PEP7 a tiempos to, ti, to, t3 y ta.
En la Tabla 3.21 se indica el porcentaje de actividad secuestradora de radical ABTS"
(%) en funcion del tiempo de hidrolisis transcurrido. Se puede observar que el efecto de la

hidrolisis incrementa atin mas la capacidad de secuestro del radical ABTS:" entre un 17,2-20%.

Tabla 3.21. Actividad antioxidante de los hidrolizados de WPI
obtenidos a diferenes tiempos de accion enzimatica con PEP7.

Tiempo de Secuestro del radical
hidrélisis (h) ABTS" " (%)

0 66,19 + 1,75

1 86,18 + 0,16

2 85,64 + 3,02

3 84,40 + 3,49

4 84,16 + 3,81

a . . .7 r
valores promedios + desviacion estandar

Soares de Castro y Sato (2014) también informaron un aumento de la actividad
antioxidante con el tiempo de hidrélisis de los WPI por accion de una proteasa acida secretada
por Aspergillus oryzae [171].

Se determino la actividad quelante de Fe?" de los hidrolizados obtenidos a tiempos to, ti,
ty, t3 y t4 (Tabla 3.22). Se puede observar que el efecto de la hidrdlisis incrementa atin mas el

porcentaje de actividad quelante de cation ferroso entre un 24-29 %.

Tabla 3.22. Actividad quelante de cation ferroso de los hidrolizados de WPI
obtenidos a distintos tiempos de accidon enziméatica con PEP7.

Tiempo de Actividad quelante
hidrélisis (h) de Fe** (%)*

0 46,31 + 4,95

1 74,46 + 3,19

2 75,44 + 0,98

3 73,95 + 5,52

4 70,30 + 2,24

a B - i
valores promedios + desviacion estandar
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O’ Loughlin y col. (2014) reportaron un incremento de la actividad quelante de Fe*" de
los WPI al ser hidrolizados con Corolase® [172].

Por otra parte, los hidrolizados de WPI obtenidos con PEP7 a distintos tiempos de accién
enzimatica (t;.4) no evidenciaron poder reductor.

Teniendo en cuenta que los hidrolizados de WPI obtenidos conservan la capacidad de
agregar en presencia de GDL y que su presencia no modifica apreciablemente la agregacion del
WPI, seria de importancia continuar los estudios de dichos procesos a concentraciones proteicas

mas cercanas a las utilizadas en la industria alimentaria.
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3.4.2. Estudios de los hidrolizados proteicos de WPI obtenidos con PEP45
3.4.2.1. Obtencion de los hidrolizados proteicos

Muestras de WPI fueron sometidas a hidrolisis enzimatica en medio alcalino utilizando
PEP45. La hidroélisis fue interrumpida a distintos tiempos por desnaturalizacion térmica de la

enzima, tal como se explica en la Seccion 2.2.13.

3.4.2.2. Estudio conformacional de los hidrolizados a través de espectros de emision de
fluorescencia intrinseca de los cromoforos proteicos.
Se realizaron espectros de emision de IF (Figura 3.37) de los hidrolizados obtenidos a

partir de WPI por accion de PEP45.

IF
LRI B B B

o L N N SN AN I
300 320 340 360 380 400

A (nm)

Figura 3.37. Intensidad de fluorescencia (IF) de hidrolizados de WPI obtenidos por hidrolisis
con PEP45 a diferentes tiempos (t;): ty (==); t; (=); tp (== =); t3 ( ); ta (mmmmm) y t7 ( ).
pr[ = 0,5 %P/P, Chidrolizado = 0,1 %P/P, rango 7\'6m =300-400 nm, }"exc: 298 nm y T=35°C.

Los espectros de emision de IF revelaron la presencia de fluor6foros intrinsecos en la
composicion aminoacidica de los mismos. A medida que el tiempo de hidrolisis se incremento,
se observo un corrimiento de 8 nm hacia la banda roja del espectro y una disminucion de la IF
maxima respecto del WPI sin hidrolizar (tp). En forma similar a lo informado para los
hidrolizados de WPI obtenidos con PEP7, esto estaria indicando una mayor exposicion de los

fluoroforos proteicos al medio en el caso de los hidrolizados.
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3.4.2.3. Evaluacion del proceso de agregacion acida de WPI en presencia de sus
hidrolizados obtenidos con PEP45

Con el objetivo de evaluar si la presencia de los hidrolizados afecta la cinética de
agregacion del WPI, se ensayd la agregacion de mezclas WPI/hidrolizados ti, por adicion de
GDL (Figura 3.38), previa desnaturalizacion de los WPI por calentamiento (80 °C, 30 min.) y
rapido enfriamiento en bafio de hielo y agua.

La presencia de los hidrolizados no altero6 significativamente los tiempos de agregacion
ni el pH al cual ocurre la misma (5,4-5,5). Tampoco se modificé el grado de compactacion de los
agregados formados (medido a través de la Dy). Por lo tanto, es promisoria la inclusion de estos

hidrolizados en sistemas de WPI sometidos a acidificacion.
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3.4.2.4. Ensayos de actividades bioldgicas de los hidrolizados de WPI obtenidos con PEP45
3.4.2.4.1. Ensayo de capacidad antioxidante

Segun la Seccion 2.2.17.1 se determino la actividad antioxidante de los hidrolizados
obtenidos a tiempos to, ti, t2, t3, t4 y t7 (Tabla 3.24). Al igual que en el caso de la hidrélisis con
PEP7 (Tabla 3.21), se observo un aumento de la actividad secuestradora del radical ABTS " para

tiempos crecientes de hidrolisis.
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Tabla 3.24. Actividad secuestradora de radical ABTS'" (%) de los
hidrolizados de WPI obtenidos a distintos tiempos de accion de PEP45.

Tiempo de
hidrdlisis (h)

Secuestro del radical
ABTS " (%)*

0
1

N B~ W

61,68 + 1,91
67,68 + 1,93
71,84 + 1,68
74,87 + 2,40
79,45 + 2,32
81,60 + 2,73

3 3 . .
valores promedios + desviacion estandar

No obstante, para los hidrolizados de WPI con PEP45 (Chigrolizado = 30 g.L'l) este

incremento fue menor y recién a las 7 h de hidrélisis se obtuvo una actividad antioxidante similar

a la obtenida con la PEP7 (Chigrolizado = 15 g.L'l) a pesar de tratarse de un sistema mas

concentrado.

Por otra parte, los hidrolizados de WPI obtenidos con PEP45 a distintos tiempos de

accion enzimatica (t;.7), no evidenciaron actividad antioxidante determinada por el método de

DPPH (Seccién 2.2.14.1.4).

Los ensayos de la actividad quelante del Fe*" de los hidrolizados de WPI obtenidos a

tiempos to, t;, t3, t4 y t; de accidon enzimatica, se muestran en la Tabla 3.25. No se observaron

cambios significativos en la actividad quelante del ion Fe*" respecto de la inicial (t).

Tabla 3.25. Capacidad quelante de Fe** (%) para los distintos hidrolizados
de WPI obtenidos a distintos tiempos de accion enzimatica de PEP45.

Tiempo de Actividad quelante
hidrolisis (h) de Fe*' (%)*

0 94,34 + 2,39

1 93,35 £ 1,78

3 96,27 + 0,94

4 94,03 + 0,74

7 89,57 + 2,02

a . . .7 .
valores promedio + desviacion estandar

Al igual que en el caso de los hidrolizados de WPI obtenidos con PEP7, los obtenidos

a distintos tiempos de accion enzimatica (t;7) de la PEP45, no evidenciaron poder reductor segiin

el método descripto en la Seccion 2.2.14.1.4.
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3.4.2.2.2. Actividad antimicrobiana

Seglin la Seccion 2.2.17.2 y 2.2.17.3 se determino la actividad antimicrobiana de los
hidrolizados obtenidos a tiempos to, ti, t3, t4 y t;. No se observo actividad antimicrobiana para las
cepas ensayadas.

Sin embargo, las actividades antioxidantes que presentaron estos hidrolizados y el
hecho de que su presencia no modificéd significativamente la agregacion acida del WPI, los

convierte en aditivos promisorios para la industria lactea.

3.5. Ensayos de coagulacion enzimatica de MC bovinas por accion de PEP7 y PEP45
3.5.1. Capacidad coagulante

Para estudiar el efecto de diversos factores sobre la coagulacion de las MC se pueden
considerar varios de estos factores al mismo tiempo, tal como fuera reportado por otros autores
para proteasas microbianas que promueven la coagulacion de la leche [173-174].

La capacidad de PEP7 y PEP45 para coagular las MC se determin6 segun lo explicado en
la Seccidn 2.2.14. Para evaluar el efecto del pH y la T sobre la actividad coagulante de las MC
con ambos pooles enzimaticos, se realizé un disefio factorial 3* como un ensayo preliminar, tal

como se indica en la Tabla 3.26.

Tabla 3.26. Disefio factorial para PEP7 y PEP45. Factores:
pH y T, variable respuesta: ACM (Uxcy.mL™)

pHa T (°C)a ACM de P7 ACM de P45

(Uacu-mL™) (Uacy-mL™)
6,4 (-1) 34 (-1) 266,7 400,0
7,4 (0) 34 (-1) 266,7 400,0
8.4 (+1) 34 (-1) 144.9 266,7
6,4 (-1) 44 (0) 266,7 363,6
7,4 (0) 44 (0) 266,7 421,1
8.4 (+1) 44 (0) 114,3 140,4
6,4 (-1) 54 (+1) 381,0 666,7
7,4 (0) 54 (+1) 500,0 7273
8,4 (+1) 54 (+1) 228.,6 258,1

a . . , .
unidades codificadas entre paréntesis

Para PEP7 y PEP45, no se observd interaccion entre los factores pH y T (p<0,05). [175-

176]. En la Tabla 3.27 se muestra los valores de p correspondientes a los analisis de la varianza
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para PEP7 y PEP45. Para PEP7 y PEP45 se determind que los factores pH y T afectan

significativamente la coagulacion de las MC.

Tabla 3.27. Valores p de disefio factorial 3> para PEP7 y PEP45

Pool Fuente p
Enzimatico
PEP7 pH 0,038
T 0,039
PEP45 pH 0,031
T 0,062

En las Ecuacidnes 3.2 y 3.3 se muestran los modelos de regresion lineal correspondientes

para PEP7 y PEP45, respectivamente.

ACM(PEP7) = 488 — 71,1-pH + 6,96 T 3.2

ACM(PEP45) = 927 — 128-pH + 9,50-T 33

Dentro de los rangos de T (34°C-54°C) y pH (6,4-8,4) ensayados, para PEP7, si se
mantiene constante el pH, por cada aumento unitario de T, se espera que la ACM se incremente
en ~7 Uacm y si se mantiene constante la T, por cada aumento unitario del pH se espera que la
ACM descienda en 71,1 Uacm.

De forma similar, para PEP45 se puede concluir que, si se mantiene constante el pH, por
cada aumento unitario de T, se espera que la ACM se incremente en 9,5 Uacm y s1 se mantiene
constante la T, por cada aumento unitario del pH se espera que la ACM descienda en 128 Uacwm.
Como para PEP7, 1a T y el pH ejercen efectos opuestos sobre la ACM.

Al crecer la T, aumenta la velocidad de los procesos que conducen a la coagulacion y
ademas se intensifican las interacciones de tipo hidrofoébico (AH>0) que participan en dicho
proceso y, por lo tanto, se aumenta la ACM. Al aumentar el pH, se incrementa la densidad de
carga superficial negativa de las MC y con ello aumenta su estabilidad electrostatica, con el

consiguiente retardo para coagular. Por lo tanto, se disminuye la ACM.
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3.5.2. Evaluacion de la microestructura de los coagulos obtenidos
En la Figura 3.39 se muestran imagenes representativas de coagulos de MC obtenidos post
accion enzimatica de PEP7, las cuales fueron obtenidas por microscopia dptica segun se indica

en la Seccion 2.2.9.2.

Figura 3.39. Imégenes de geles de MC por accion enzimatica de A) PEP7, pH=6,4 y T=34°C y de B)
PEP45, pH=6,4 y T=34°C, obtenidas por microscopia Optica. Concentracion CN 10%. Objetivo 100x,
zoom 4x y adaptador de camara para microscopio de 54 mm.

Las imagenes representan una guia visual de la microesctructura de los coagulos de MC
obtenidos por accion de PEP7 o PEP45 a pH 6,5 y T 34°C. Se observa un entramado proteico
(pixeles en blanco) y se pueden identificar los intersticios o poros (pixeles en negro). La
comparacion de ambas imagenes muestra que ambos pooles enzimaticos, a igualdad de
condiciones, no generan coagulos con el mismo entramado proteico (grado de compactacion).

A partir de la imdgenes obtenidas para todas las condiciones evaluadas (Tabla 3.26), se
evalu6 la microestructura de los coagulos obtenidos a través de la determinaciéon de la

distribucion de los diametros de poros, la cual se muestra en las Figuras 3.40 y 3.41.
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Figura 3.40. Distribucion de diametro de poro de geles de MC obtenidos por la accion de PEP7.
Diametro de poro (um) vs. frecuencia absoluta.

En general, se observaron cambios en la distribucion de tamano de poro para valores altos
de T y bajos de pH, presentandose un mayor nimero de poros de menor tamafio. De acuerdo a
los efectos opuestos observados de la T y el pH sobre la actividad coagulante de los pooles
enzimaticos, se esperaria observar diferencias marcadas en la distribucion para pH 8,4y T 34 °C
(alto pH y baja T, baja ACM de PEP7) en comparaciéon a pH 6,4y T =54 °C (bajo pH y alta T,
alta ACM de PEP7). Esto se confirm6, como se puede observar en la Figura 3.40, con un

incremento del ~80% en el nimero de poros de menor tamafio al ir de baja ACM a alta ACM.

105



Resultados y discusion

1500
1500
1500

e | |

rr T T 1 1 1 —r 1 T 1 T 1 | N I R B B |
oo 10 20 30 o0 1.0 20 30 o0 1.0 20 30

0 500
0 500
0 500

1500
1500
1500

wee ] U

T 1 1T 1 1T 1 L L L N N N | T T 1 1 1
oo 1.0 20 30 oo 1.0 20 30 oo 1.0 20 30

0 500
0 500
0 500

1500
1500
1500

. U

| N S N | N I N I R ] Tt 1 1 1 1 1
oo 10 20 30 o0 1.0 20 30 oo 1.0 20 30

pH6.4 pH 7.4 pH 8.4

0 500
0 500
0 500

Figura 3.41. Distribucién de didmetro de poro de geles de MC obtenidos por la accion de
PEP45. Diametro de poro (um) vs. frecuencia absoluta.

En el caso de PEP45, similarmente a lo observado para PEP7, se obtuvieron mayor nlimero
de poros de menor tamano para altas T y bajos valores de pH. La dependencia de la ACM con
respecto a la T y pH (Ecuacion 3.3) evidencié una mayor diferencia en la distribucion para pH
8,4y T 34 °C (alto pH y baja T, baja ACM de PEP45) en comparacion con un pH de 6,4y T de
54 °C (bajo pH y baja T, alta ACM PEP45), que se muestra en la Figura 3.41. En la misma se
puede observar un incremento de ~110% en el numero de poros de menor tamafio al ir de baja a
alta ACM.

El andlisis de la distribucion de poros para las condiciones de pH y T mencionadas
anteriormente, tanto para PEP7 y PEP45, mostré diferencias en la microestructura para los
coagulos obtenidos y esto estaria relacionado con la baja o alta ACM de las mismas. Una baja
ACM promovié la formacion de un entramado proteico con poros relativamente grandes,
mientras que una elevada ACM podria ser un indicador de que el pool enzimatico se encuentra
cerca de las condiciones de pH y T dptimas. Esto tltimo condujo a la formacién de coagulos con

poros de menor tamafio medio, es decir, con entramado proteico mas compacto.
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Con el proposito de caracterizar en mayor detalle la microestructura de los coagulos se
realizd un andlisis textural a través del célculo de los parametros de textura S y U de las
imagenes obtenidas por microscopia Optica, segun la Seccion 2.2.10. A partir de este analisis se
pudieron obtener ecuaciones modelo descriptivas y predictivas de la textura de los codgulos en
diversas condiciones de pH y T.

Los valores del factor pH evaluados fueron 6,4; 7,4 y 8,4 y para el factor T fueron 34 °C,
44 °C y 54 °C. Se realizé un disefio de experimento 3* (n=3) para los parametros S y U,

obteniéndose los valores de p que se muestran en la Tabla 3.28.

Tabla 3.28. Valores p de analisis de la varianza para S y U de las imagenes de los
coagulos obtenidos por PEP7

PEP7 PEP45
Parametros Fuente p p
de textura
S pH 0,001 0,044

T 0,012 0,001

pH*T 0,080 0,001

U pH 0,004 0,033
T 0,001 0,005

pH*T 0,087 0,001

Para PEP7, la ecuacion modelo en unidades codificadas de la variacion del parametro S, sin

interaccion (p>0,05), fue:

S=6,24-0,133-T + 0,0065-pH 3.4

El modelo sin interaccion (p>0,05) obtenido para U fue:

U=16,6:10"+2,17-10>-T — 0,455-10pH 3.5

Una alta T y un bajo pH aumenta la U y disminuye la S (Ecuaciénes 3.4 y 3.5). Valores
elevados de U (aumento de la uniformidad) y bajos de S (disminucién de la entropia) se
corresponden con particulas localizadas en sectores bien definidos. Por otro lado, una baja T y un
alto pH conllevarian a bajos valores de U (disminuye la uniformidad) y elevados valores de S

(aumenta la entropia), lo que se corresponde con ordenamientos irregulares.
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Por otra parte, el efecto de la T, que afecta a S ~20 veces mas y a U ~ 5 veces que el pH,
indicaria que en el proceso de formacion del codgulo participan principalmente interacciones de
tipo hidrofobico, ya que un aumento de T conduce a codgulos mas estructurados.

Considerando la distribucion de los didmetros de poros en forma conjunta a los
parametros de textura, en el rango estudiado (34°C-54°C y 6,4-8,4 pH) PEP7 posee
probablemente una 6ptima ACM a valores altos de T y bajos de pH generando geles mayormente
estructurados y con tamafio de poros pequefios.

Para PEP45, el modelo de regresion en unidades codificadas para S fue:

S =6,27592 +0,133107-T — 0,0234917-pH — 0,0715088 - T*pH 3.6

El modelo obtenido para U fue:

U= 159515107 — 1,47656:107T + 0,229222:10-pH + 0,71725-10° T*pH 3.7

A diferencia de PEP7, hay efecto significativo de la interaccion de los factores pH y T
(Tabla 3.28). Dado que los parametros S y U reflejan la microestructura de los coagulos
formados, esto podria indicar una accion coagulante de la PEP45 distinta a la de PEP7.
Probablemente escindan diferentes uniones peptidicas y esto conduzca a diferentes tipos de
interacciones durante la formacion y estructuracion de los coagulos. Como se menciond para
PEP7, si el pH y la T afectan el mecanismo de accion de PEP45, y este Gltimo influye sobre la
microestructura de los coagulos obtenidos, el efecto logrado depende de los valores particulares
que tomen el pH y la T. Por otra parte, el hecho que exista una interaccion entre los factores T y
pH, podria estar indicando una participacion de interacciones electroestaticas en la formacion de
dichos coagulos.

Estos resultados preliminares para PEP7 y PEP45 avalan la aplicacion de Disefos de
Experimentos para evaluar la significancia de la T, pH y la concentracion total de pool
enzimatico sobre el tiempo de coagulacion (t.), la velocidad inicial de agregacion (vi) y la
dimension fractal (Dy) del proceso de coagulacién que promueven. En el trabajo de tesis de grado
realizado por la estudiante de la carrera de Lic. en Biotecnologia Ana Apesteguia, bajo mi

direccion asistente, se realizaron los Disefos de Experimentos mencionados [177-178].
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3.5.3. Analisis multirespuesta de los resultados de Disefios de Experimentos

En la industria de los alimentos es deseable obtener geles lacteos con alta consistencia, por
lo tanto el presente trabajo se orientd a la obtencion de dicha cualidad. Para lograr esto ultimo, el
proceso de coagulacion debe proceder lentamente para conducir a codgulos bien estructurados
(Df elevada) [179]. Adicionalmente, para manufacturar un producto menos costoso es
conveniente utilizar pequefias cantidades de enzima coagulante.

En los modelos obtenidos de los Disefios de Experimentos para PEP7, se encontr6 que
valores minimos de E estaban asociados con valores maximos de t. [177]. Por lo tanto, se abordo
la consideracion conjunta de maximizar las variables Dy y t. de los modelos correspondientes, y
con estos requisitos se obtuvieron las siguientes condiciones optimas: pH = 74 y T = 44 °C
[180].

Este enfoque, busca segiin un criterio establecido, encontrar las mejores condiciones
operativas en la region estudiada y a partir de ellas disefiar una nueva region de analisis para

futura experimentacion.

3.5.4. Actividad biolégica de los sueros obtenidos

Se han reportado péptidos con diversas bioactividades en productos lacteos tales como
diferentes variedades de quesos y leches fermentadas [181-183]. Por esta razon, los sueros (SPP7
o SPP45), obtenidos post coagulaciéon enzimatica por accion de PEP7 o PEP45 a 70 Ug.mL™
(1.600 Uag.mg™ proteina), pH 7,4 y 44 °C (condiciones optimas), fueron liofilizados para el
posterior estudio de su capacidad antioxidante: captacion del radical ABTS"", poder reductor y
actividad quelante del cation ferroso (Seccion 2.2.17.1).

Los resultados mostraron que SPP7 y SPP45 mostraron un porcentaje de inhibicion de la
actividad antioxidante por el método de captura del radical ABTS'" de (19,77 + 1,49) % y de
(31,89 £ 1,79) %, respectivamente. Se realiz6 una curva de calibracion con acido ascorbico y se
determin6 que dichas capacidades antioxidantes fueron equivalentes a concentraciones de 0,56
mM y 1 mM de éacido ascorbico, respectivamente. Otros autores han identificado un péptido
derivado de la k-CN con actividad secuestradora del radical DPPH" en la leche fermentada con
Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaris [184], Ademas, Hernandez-Ledesma et al. (2005)
encontraron una moderada capacidad secuestradora de radical ABTS " en una leche fermentada
comercial [185].

En el estudio del poder reductor se observd un incremento lineal del mismo (desde 0,15 a
0,5 unidades de A a 700 nm) al incrementar la concentracion de SPP7 y SPP45 en valores

comprendidos entre 5y 20 g.L"' (Figura 3.39). Ha sido reportado que el poder reductor de los
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componentes bioactivos esta asociado con su actividad antioxidante [186-187]. Los resultados
indican que el poder reductor contribuiria significativamente a los efectos antioxidantes
observados. Los péptidos actuarian como agentes reductores a través de la donacion de

electrones para la formacion de productos mas estables.
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Figura 3.39. Poder reductor de SPP7 y SPP45 determinado
como valor de Abs a 700 nm. SPP7 (e) y SPP45 (¢).

Por ultimo, no se observé actividad quelante del Fe** de SPP7 y SPP45. Estudios previos
han demostrado que ciertos péptidos derivados de alimentos como caseinofosfopéptidos
presentaron mayor efecto de inhibicion de la oxidacion lipidica por accion de la hidrolisis a pesar
de poseer de leve a moderada actividad quelante de hierro [188]. Por lo tanto, las propiedades
antioxidantes no pueden atribuirse unicamente a la quelacion de metales sino también al

secuestro de radicales libres, como seria el caso para SPP7 o SPP45.
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES
4.1. Estado inicial de las CN bovinas y ovinas previo a la hidrolisis

El sistema estudiado, proteina-cation, en el rango de concentraciones de CAS de 0,125 a 15
gL'y de Ca® entre 1 a 40 mM vy los resultados obtenidos a pH y T constantes utilizando
métodos quimicos, electroforéticos, viscosimétricos y matematicos nos permiten concluir que los
agregados de CAS se encuentran en multiples equilibrios de agregacion o autoagregacion.

Un equilibrio corresponderia a la proteina agregada — proteina disgregada. Las proteinas
disgregadas presentarian mayor predisposicion a la incorporacion del Ca** debido al facil acceso
de este cation a los sitios de union correspondientes. Esta unién del Ca a la proteina disgregada
desplazaria el equilibrio de agregacion provocando una disminucion del nimero de agregados vy,
en consecuencia, una disminucion del tamafio medio de las particulas en suspensiéon. El Ca* se
uniria probablemente en primer lugar a las o,-CN produciendo un enriquecimiento de los
precipitados en esta fraccion proteica coincidente con la mas alta sensibilidad de la a-CN al
cation respecto a las otras CN. En forma paralela, el Ca®" provocaria un mayor grado de
compactacion en las CN.

A medida que la concentracion de Ca’" aumenta, se comienzan a formar los agregados de
caseinato de calcio (ACC). Estos agregados, de menor tamafio en comparacién a los agregados
iniciales de NaCAS, superan a éstos en numero. Cuando la cantidad de estos agregados supera
un valor critico, comienza a producirse un aumento de tamafio generado por la agregacion de los
ACC.

Los valores de las constantes de uniéon al Ca®’, determinadas aplicando el modelo
termodindmico de funciones vinculadas de Wyman, estarian relacionados con el modelo
propuesto. Los valores de n y n’ obtenidos se podrian relacionar con poblaciones de sitios de
union presentes en las CN, pero teniendo en cuenta que los mismos son un promedio de distintos
sitios de unidn presentados al acceso del Ca®* por las CN como un conjunto y teniendo en cuenta
las interacciones existentes entre ellas. Las poblaciones de sitios de unién al Ca*" en la primera
etapa de salting-out estarian relacionadas probablemente con los residuos fosfoserinas de las CN
que tienen in vitro los valores de afinidad mas altos y las poblaciones de sitios de unién al Ca*"
en la segunda etapa de salting-out estarian relacionadas probablemente con los grupos
carboxilicos de las mismas.

Comparativamente, se encontré que los ACC ovinos fueron menos estables que los ACC
bovinos. La diferencia observada podria deberse a la composicion proteica de los agregados

debido a que los CAS ovinos poseen elevadas proporciones de a- y 3-CN, una baja proporcion
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. . , .. .y 2+
de k-CN y una mayor cantidad de grupos fosfoserinas que actuan como sitios de union al Ca“".
Los ACC bovinos no evidenciaron cambios significaticos en la hidrofobicidad superficial a
7 . . . 2+

comparacion con los ACC ovinos que, a concentraciones crecientes de Ca™, se compactaron
decreciendo la exposicion de sus sitios hidrofobicos.

Estos estudios permitieron evaluar el estado inicial de las CN bovinas y ovinas previo a la
hidrolisis enzimatica, adquiriendo una mejor comprension de su comportamiento frente al i6n

calcio.

4.2. Caracterizacion de los péptidos obtenidos por hidrolisis de NaCAS o WPI y efecto
sobre las propiedades esctructurales

Los hidrolizados de NaCAS ovino obtenidos por acciéon enzimatica de PEP7 o PEP4S5,
mostraron algunas diferencias. Los hidrolizados obtenidos por accion de PEP7 presentaron
masas moleculares menores a 2 kDa. Al cabo de 4 h de hidrélisis PEP7 no podria hidrolizar
ulteriormente los enlaces que quedan dentro de los péptidos generados, un hecho que esta
directamente influenciado por la especificidad enzimatica.

PEP45 present6 un efecto de hidrolisis distinto, el mismo actud efectivamente hasta las 2 h
de hidrolisis, decreciendo de ahi en adelante su velocidad de accion sobre las CN, indicando
probablemente una disminucién de la accesibilidad de los enlaces peptidicos para ser escindidos
dentro del substrato. La hidrolisis provocaria un cambio de polaridad del entorno de los
fluoréforos intrinsecos hacia medios mas polares, lo que estaria vinculado al aumento de
exposicion de dichos grupos al medio. Ademas, provocaria una mayor exposicion de grupos
hidrofobicos en la superficie de los hidrolizados obtenidos. En este sentido, las proteasas tipo
subtilisina, que usualmente muestran preferencia por los residuos aromaticos y/o hidrofébicos
del sitio P1 del enlace peptidico escindible (P1'-P1) en el substrato, estan entre las enzimas
proteoliticas producidas por el Bacillus sp. P45.

En el caso del NaCAS bovino, por accion enzimatica de PEP7, se obtuvieron péptidos de
masa molecular menor a 3 kDa, y dicho pool enzimatico evidencido una mayor velocidad de
hidrdlisis durante las primeras cuatro horas, luego de lo cual disminuy6 su accion. Este descenso
de la velocidad de hidrdlisis indica una menor disponibilidad de enlaces peptidicos escindibles.
La pérdida de grupos amino, es decir, de enlaces peptidicos escindidos, fue menor para el
NaCAS ovino al ser hidrolizado por el PEP7, lo cual podria reflejar la heterogeneidad del
sustrato (CN) entre ambas especies. El efecto de la hidrélisis condujo a un cambio
conformacional y, como consecuencia, un incremento de la polaridad en los alrededores de los

fluoréforos intrinsecos proteicos en los péptidos.
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Los hidrolizados de WPI, obtenidos por accion enzimatica de PEP7 o PEP45, incrementaron
la exposicion de sus fluordforos intrinsecos al medio.

La caracterizacion de las distintas preparaciones enzimaticas (PEP7, PEP45) actuando en
distintas proteina de origen (NaCAS ovino y bovino, WPI) puede contribuir al modelado de la
cantidad y tamano de péptidos para dietas especiales. Adicionalmente, los diversos hidrolizados
obtenidos podrian ser utiles para su aplicacion en la industria alimentaria, con el proposito de

incrementar el valor nutricional.

4.3. Efecto de la hidrdlisis enzimatica sobre la capacidad de agregacion y/o gelacion
proteica frente a la acidificacion

La distinta naturaleza en composicion, carga, tamafio y proteinas de origen de los péptidos
obtenidos por las preparaciones enzimaticas se vieron reflejadas en sus distintos
comportamientos para agregar ante la presencia de GDL, observandose, en algunos casos,
pérdida de la capacidad de agregacion, diferencias en la estabilidad electrostatica o en el tiempo
para iniciar la coagulacion y en el grado de compactacion alcanzado.

Los perfiles de agregacion acida proteica evidenciaron dos etapas bien definidas. La primera
etapa estaria relacionada con la existencia de un proceso de disociacion y/o un cambio
conformacional de las agregados coloidales preexistentes como micelas, submicelas o pequefios
agregados bien definidos con forma similar a una estrella. Por lo tanto, en esta primera etapa, el
descenso del didmetro medio puede deberse a la disociacion de los agregados preexistentes en
simultaneo con la formacion de una gran cantidad de nuevos agregados de menor tamafio debido
a la reduccion gradual de la carga neta de las particulas, lo que reduce su estabilidad
electrostatica y las hace mas susceptibles a la floculacion. La segunda etapa, a valores de pH
cercanos al punto isoeléctrico, cuando las particulas han perdido su estabilidad electrostatica,
revela la rapida formacion de agregados de gran tamafio hasta la formarcion de una red o malla.

Los hidrolizados de NaCAS ovino obtenidos con PEP7 no agregaron frente a un descenso del
pH. Por el contrario, los hidrolizados obtenidos con PEP45 conservaron la capacidad de agregar.
En los mencionados perfiles, los hidrolizados obtenidos a mayores tiempos, iniciaron antes la
segunda etapa de agregacion, probablemente debido al incremento de la hidrofobicidad
superficial observado para los mismos lo que favorece las interacciones hidrofobicas atractivas
que conducen a la agregacion entre particulas. Adicionalmente, el grado de compactacion
alcanzado por los agregados fue similar al alcanzado por la proteina sin hidrolizar.

En forma semejante a lo observado para los hidrolizados de NaCAS ovino con PEP7,

tampoco se verifico agregacion de los hidrolizados de NaCAS bovino.
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Los hidrolizados de WPI obtenidos con PEP7 evidenciaron la capacidad de agregar. Durante
dicho proceso no se modifico significativamente el valor de pH al cual comienza la agregacion,
lo que implicaria que no se afectd apreciablemente la estabilidad electrostatica de los mismos.
Los hidrolizados mostraron diferencias entre ellos con respecto a los tiempos de inicio de la
agregacion debido a cambios en la velocidad de descenso del pH. A su vez, presentaron mayor
grado de compactacion en relacion a la muestra sin hidrolizar, lo que podria deberse a que al
producirse la protedlisis quedan expuestos mayor cantidad de grupos hidrofobicos para participar
en los reordenamientos que conducen a la compactacion de los agregados Adicionalmente, la
proteolisis podria aumentar la exposicion de grupos tioles, involucrados probablemente en la
formacion de enlaces disulfuro intermoleculares que aportarian a la estabilizacion y
compactacion de los agregados.

La presencia de los hidrolizados de NaCAS o WPI obtenidos con PEP7 o PEP45 no modifico
apreciablemente la cinética de agregacion de mezclas de los mismos con sus respectivas
proteinas de origen ni su estabilidad electrostatica. Tampoco se observaron modificaciones en la
velocidad de descenso del pH. Adicionalmente, no se detectaron cambios significativos del
grado de compactacion de los agregados formados al final de la acidificacion. Estos resultados
sugieren la posibilidad de inclusion de los hidrolizados en una matriz de la proteina de origen sin
alterar significativamente los perfiles de la agregacion. Aunque el grado de compactacion
alcanzado puede relacionarse a las propiedades reoldgicas, se necesitaria realizar estudios
adicionales para evaluar el efecto de la incorporacion de los hidrolizados sobre la estructura y
textura de los geles acidos.

Para las mezclas del NaCAS bovino y sus hidrolizados obtenidos con PEP7 se realiz6 el
estudio a concentraciones tales que se obtuvieran geles acidos al final del proceso por adicion de
GDL, los cuales fueron caracterizados mediante la evaluacion de sus propiedades reologicas y de
su microestructura.

Los resultados evidenciaron que no ocurrieron mayores cambios en la cinética del proceso,
pero si en la elasticidad final alcanzada por los geles. Luego de iniciada la formacion del gel, se
produce un aumento de contacto entre las particulas de NaCAS con la consiguiente fusion de
particulas y el subsecuente reordenamiento interparticular debido a la reversibilidad de las
uniones, lo que resulta en mas enlaces por unidon o cruce, y en mas uniones o cruces. La
presencia de los hidrolizados condujo a la disminucion del caracter elastico de los geles ya que
dichos hidrolizados podrian dificultar los reordenamientos entre particulas. Sin embargo, en

todos los casos predomino el caracter elastico sobre el viscoso.
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Para este sistema, el analisis de la microestructura reveld que a medida que el tiempo de
hidrolisis fue mayor, la cantidad de poros se increment6 y los mismos fueron de menor tamafio.
Ademas, la presencia de los hidrolizados en las mezclas contribuirian a que la estructura
ordenada de los geles sea mas débil, lo que concuerda con los valores de mddulo elastico
obtenidos.

Estos estudios de las mezclas de los hidrolizados de NaCAS o de WPI con sus proteinas de
origen representan un aporte para la evaluaciéon de la posibilidad de aplicacion de dichos
hidrolizados en la industria alimentaria. Particularmente, los hidrolizados podrian ser
incorporados en productos lacteos manufacturados a través de agregacion acida de las CN o
WPI. Es necesario evaluar la magnitud del efecto sobre el proceso de gelacion para su potencial

aporte a la calidad y a la funcionalidad del producto.

4.4. Bioactividad de los productos de hidrolisis

Los hidrolizados de NaCAS ovino con PEP7 evidenciaron mayores actividades
antioxidantes en comparacion al NaCAS sin hidrolizar, medidas con el método del radical
ABTS"". Dicha actividad evaluada a través del método de DPPH mostré similares resultados o
incluso menores a los obtenidos con la proteina sin hidrolizar.

El distinto comportamiento por parte de los hidrolizados en los ensayos de secuestro de los
radicales ABTS"" y DPPH- se podria explicar por la diferente estereoselectividad de los
radicales, distintos péptidos presentes en la muestra capaces de reaccionar y extinguir diferentes
radicales y distintas estequeometrias de reaccion entre los compuestos antioxidantes en los
hidrolizados y los radicales ABTS" y DPPH". Ademas, la habilidad antioxidante de las CN y de
los péptidos derivados de las mismas no se basa totalmente en la capacidad para donar hidrégeno
y las diferencias en la eficacia de secuestro se pueden atribuir a la solubilidad y difusividad de
los radicales. Por lo tanto, una mayor actividad evidenciada por el método ABTS no
necesariamente implica un incremento en la habilidad para secuestrar radicales DPPH".

Los hidrolizados de NaCAS ovino obtenidos con PEP45, presentaron similares resultados en
la capacidad de secuestrar al cation radical ABTS", los cuales mostraron maxima actividad
antioxidante luego de las 2 h de hidrélisis resultando en un incremento en un 12,8 % en
comparacion a su correspondiente proteina de origen sin hidrolizar.

Los hidrolizados de NaCAS ovino con la PEP7, presentaron poder reductor y actividad
quelante de Fe*', alcanzando un méximo para los tiempos de hidrolisis iniciales, para luego
disminuir. La capacidad de actuar como dadores de electrones y reducir los intermediarios

oxidados de los procesos de peroxidacion de lipidos contribuye a la actividad antioxidante. La
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quelacion del cation ferroso evita la formacion de radicales hidroxilos, de esta forma se impide la
contribucion potencial a enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Ademads, los metales
de transicion podrian estimular la peroxidacion de lipidos en los alimentos promoviendo de esta
forma la rancidez. Como consecuencia, la formacion de quelatos de iones metalicos por
hidrolizados proteicos puede contribuir a la actividad antioxidante.

Por otro lado, los resultados muestran que, si bien estas capacidades pueden estar presentes
en la proteina de partida, un tratamiento de hidrolisis con algin otro proposito (disminuir
alergenicida, mejorar la estabilidad térmica, etc.) no conduciria a la pérdida de dicho poder
reductor o quelante del cation ferroso y se alcancarian multiples propdsitos.

Los hidrolizados de NaCAS bovino obtenidos con PEP7 presentaron mayor habilidad de
secuestrar al cation radical ABTS" en relacion al NaCAS sin hidrolizar. La habilidad de
secuestrar al radical se incrementd a medida que el tiempo de hidrdlisis aumentd. El poder
reductor present6 el mismo comportamiento hasta cierto tiempo, para luego disminuir, pero hasta
un valor aun mayor que el presentado por la muestra sin hidrolizar. Estos resultados sugeririan
que el proceso proteolitico contribuye a la actividades bioldgicas ensayadas.

Ademas, los hidrolizados exhibieron un aumento en la actividad quelante de hierro con
respecto al control. Se ha reportado que la histidina puede ser considerada como un agente
quelante de metales ya que posee un anillo imidazol, la hidrolisis podria incrementar la
accesibilidad del metal a los grupos histidina de las CN. Por lo tanto, la hidro6lisis del NaCAS
podria aumentar la biodisponibilidad del metal. Ademas, los hidrolizados obtenidos podrian ser
utilizados como antioxidantes naturales para prevenir las reacciones de oxidacion de los
alimentos.

Los hidrolizados de WPI obtenidos por accion de PEP7 mostraron mayor habilidad para
secuestrar al cation radical ABTS'" y mayor capacidad de quelar al cation ferroso a mayores
tiempos de hidrélisis. Como lo observado para los NaCAS, el proceso proteolitico contribuye a
la actividades bioldgicas ensayadas.

Los hidrolizados de WPI obtenidos por accion de PEP45 se comportaron de forma similar.
Se observé un aumento de la actividad secuestradora del catién radical ABTS"" para tiempos
crecientes de hidrolisis. No obstante, en comparacioén a los hidrolizados obtenidos con PEP7,
incrementaron levemente dicha actividad bioldgica con respecto a la actividad de partida a pesar
de tratarse de un sistema mas concentrado, mostrando ser menos efectivos que sus contrapartes.

Los hidrolizados de NaCAS ovino obtenidos por acciéon de PEP7 a las 3 h de hidrdlisis
evidenciaron actividad antibacteriana contra Bacillus cereus y Corynebacterium fimi.

Usualmente, los péptidos antimicrobianos derivados de las proteinas lacteas poseen caracter
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anfifilico y cationico, lo que parece ser significativo para su mecanismo de accion dado que se ha
propuesto que la etapa inicial de formacion de poros en la membrana bacteriana, que conduce a
la muerte celular, estaria dada por la union electrostatica entre los péptidos y la membrana
cargada negativamente. En general, estos péptidos muestran un amplio rango de actividad frente
a microorganismos de importancia para la salud y/o el deterioro de los alimentos. En el caso de
los péptidos obtenidos con el PEP7, solo fueron inhibidas bacterias Gram-positivas. Dado que la
envoltura celular de las bacterias Gram-negativas es estructural y funcionalmente mas compleja
que la de las bacterias Gram-positivas, estas diferencias en la composiciéon de la membrana
bacterial podria tener implicancias para el modo de accion y la especificidad bacteriana de estos
hidrolizados antibacterianos.

El hidrolizado de NaCAS ovino obtenido por accién de PEP7 a las 3 h de hidrolisis, mostro
actividad antifungica contra Penicillium expansum y Aspergillus fumigatus, los cuales pueden
ocasionar enfermedades en plantas y humanos. Este resultado es de interés ya que han sido
reportados pocos estudios sobre actividad antifungica de péptidos o hidrolizados de proteinas.

Similarmente, los hidrolizados obtenidos a 1 h de accion de PEP45 sobre el NaCAS ovino,
presentaron inhibicion del crecimiento de S. enteritidis, E. coli, C. fimi, y L. monocytogenes, los
cuales son microorganismos relacionados con enfermedades transmitidas por los alimentos. Los

Con respecto a la actividad antiflingica, solo los hidrolizados obtenidos luego de 1 h de
hidrolisis evidenciaron, ademas, inhibicion del crecimiento fungico. Fueron inhibidos por estos
hidrolizados los hongos fitopatdogenos: F. oxysporum y P. expansum y también el hongo A.
fumigatus. Estos resultados también podrian tener implicaciones practicas, debido a que algunas
cepas de F. oxysporum son responsables en muchas plantas de severos marchitamientos
vasculares o de enfermedades de pudricion de la raiz. Por ejemplo, el marchitamiento causado
por F. oxysporum f. sp. lycopersici es una de las enfermedades mas devastadoras en plantas de
tomate. Ademas, P. expansum es considerado una de las principales causas del deterioro
postcosecha de peras y manzanas y es frecuentemente aislado en una gran variedad de frutas.
Adicionalmente, A. fumigatus es la especie mas frecuente que causa enfermedad en pacientes
fundamentalmente inmunodeprimidos.

Los hidrolizados de NaCAS bovino obtenidos a tiempos 0,5 y 1 h con PEP7 mostraron
actividad antibacteriana contra Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Escherichia coli
y Corynebacterium fimi. Como se menciond anteriormente, estos resultados son de importancia
ya que las bacterias inhibidas son microorganismos relacionados a enfermedades transmitidas

por los alimentos.
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En general, los hidrolizados proteicos evidenciaron actividad antioxidante (secuestro del
cation radical ABTS"", del radical DPPH"), poder reductor y capacidad quelante del catién
ferroso. Dicha actividad puede proteger a los sistemas biologicos contra el dafio vinculado al
estrés oxidativo en casos de enfermedad. Estos hidrolizados antioxidantes pueden emplearse para
prevenir las reacciones de oxidacion, tales como la peroxidacion lipidica, que conducen al
deterioro de los alimentos.

Ademas, los hidrolizados, evidenciaron propiedades antimicrobianas contra microorganismos
causantes de intoxicaciones alimentarias y del deterioro de los alimentos y que también son
patogenos oportunistas, agregando de esta forma calidad y seguridad en los productos
alimenticios. Adicionalmente, la inhibicion de hongos filamentosos podria representar una

aplicacion adicional como un nuevo agente antifiingico.

4.5. Efecto de la hidrolisis de las micelas de caseian bovinas por accion enzimatica de PEP7
y PEP45

Los resultados indicaron que, aunque se trabajo en un rango moderado de T y pH, la
microestructura se vi6 afectada en una mayor extension y, bajo condiciones apropiadas PEP7 y
PEP45 pueden ser usadas como enzimas coagulantes.

Los productos de hidroélisis obtenidos en el suero post coagulacion evidenciaron actividades
bioldgicas, lo que posibilita la transformacion de suero, que es generalmente considerado un
desecho industrial, en un ingrediente potencial para ser incluido en alimentos funcionales.
Aunque existe significativa competicion en el mercado, cada tipo de coagulante tiene su uso
especifico. Por lo tanto, los resultados representan un estudio previo para la utilizacion de PEP7

y PEP45 como agente coagulante en la manufactura de quesos o productos relacionados.

4.6. Conclusiones generales. Posibles aportes a la industria alimentaria.

Los resultados de esta tesis permitieron conocer cudles son las condiciones de
biodisponibilidad del calcio en relacion a la concentracion de caseinato. Estas consideraciones
son atendibles al momento de la formulacion de alimentos suplementados, en especial cuando el
mineral de interés es el calcio.

Los pooles enzimaticos obtenidos tuvieron la capacidad de hidrolizar el NaCAS bovino y
ovino y al WPI, ademads presentaron hablidad de coagular las micelas de caseina. Estas nuevas
preparaciones enzimaticas serian apropiadas para la obtencion de péptidos con actividades
bioldgicas o podrian ser usadas como alternativa o en forma conjunta a la quimosina para la

manufactura de quesos.
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Especificamente, los productos de hidrdlisis mostraron actividad antioxidante, poder
reductor, actividad quelante y actividad antimicrobiana contra microorganismos patégenos o
deteriorantes de alimentos.

La produccion de hidrolizados de proteinas lacteas podria ser utilizada en el disefio de
nuevos productos alimenticios funcionales, incrementando potencialmente el valor nutricional y
la vida de anaquel de los mismos.

Con respecto a la manufactura de quesos, la utilizacion de las preparaciones requiere
investigaciones adicionales con respecto al rendimiento, efecto sobre la maduracion y estabilidad
de la preparacion enzimatica durante el almacenamiento.

La contribucion de los estudios realizados estaria ligada a la fortificacion de alimentos de
utilizacion masiva como son los productos lacteos y su amplio uso como aditivos en otros.

Es esencial el papel que representa el calcio en la homeostasis del hueso a lo largo de la vida,
tanto para alcanzar el pico de masa 6sea y para mantenerlo en las etapas avanzadas de la vida,
como asi también el rol preponderante en el control del peso corporal, la hipertension y la
insulino resistencia.

Las proteinas lacteas representan una excelente fuente de ingredientes naturales para su
aplicacién en alimentos funcionales. Se puede preveer que en un futuro cercano diversos
productos innovadores basados en estos ingredientes seran lanzados en el mercado mundial. Los
mismos podrian ser dirigidos a infantes, adultos, y personas inmunodeprimidas como asi también
para prevenir enfermedades cronicas relacionadas con la dieta.

La caracterizacion y secuenciacion de los péptidos involucrados en las propiedades
biologicas y su posterior sintesis en grandes cantidades permitiria evaluar con mayor
especificidad sus mecanismos de accion, el conocimiento de la formacion de los mismos y de su
liberacion de la proteina precursora.

El desarrollo de productos lacteos con la incorporacion de los péptidos obtenidos ofreceria

una excelente base para el nuevo concepto de “nutricion personalizada” o nutrigenomica.
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