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Resumen

Las bacterias &cido lacticas (BAL), ademas de contribuir a la estructura, textura y
aroma de masas acidas mejoran la calidad nutricional y promueven efectos beneficiosos
para la salud de los consumidores. En el presente trabajo se estudié el efecto de cuatro
cepas de BAL sobre la microestructura y estructura secundaria y terciaria de las proteinas
de gluten de masas &cidas con y sin agregado de miel. Durante la fermentacion, la
acidificacion producida por las BAL, junto con la actividad de enzimas enddgenas de
cereales, produce la hidrélisis de las proteinas e inducen modificaciones en su
microestructura y sobre las conformaciones de sus proteinas. En todas las masas
fermentadas, la proporcion relativa de estructuras B-sheet se incrementd, principalmente,
en detrimento de la conformacion a-hélice. La actividad fermentativa de L. bulgaricus y P.
pentosaceus se caracterizd por promover el desplegamiento de las proteinas y, por una
configuracién B-sheet antiparalela que duplicé al valor obtenido en el gluten nativo. Esta
conformacion resulté en una microestructura dispuesta espacialmente como una red
interconectada de fibras de espesor variable. L. plantarum, presenté la pendiente de
acidificacion mas pronunciada y las proteinas de gluten adquirieron una microestructura
laminar. En todas las masas fermentadas, la estructura terciaria de las proteinas estuvo
caracterizada por una disminucién de la banda disulfuro, respecto del gluten nativo. En
particular, L. fermentum experimento la mayor disminucién en la intensidad de esta banda.
Coincidente con este resultado, la microestructura adquirié un aspecto discontinuo y poco
cohesivo. Sin embargo, la suplementacibn de estas masas con miel mejord

significativamente su cohesividad, resultando en una matriz hiperconectada de proteina.
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CAPITULO |
INTRODUCCION



1. Antecedentes

Los alimentos a base de cereales constituyen un componente esencial en la dieta
humana, siendo el trigo uno de los cultivos mas cosechados a nivel mundial (Ferri y col.,
2016). En la actualidad existe una demanda creciente hacia alimentos funcionales a base
de cereales de elevada calidad nutricional (Aponte y col., 2014). En este sentido, la harina
de centeno aporta fibras facilmente fermentables, consideradas prebioticos para la
microflora intestinal, incrementando la biomasa bacteriana saludable (Olagnero y col.,
2007). Por su parte, la harina de trigo es ampliamente utilizada en la elaboracién de masas
panificables, debido a las propiedades viscoelasticas Unicas aportadas por el gluten, la
fraccion proteica mayoritaria de esta matriz alimentaria. Esta caracteristica hace de la
harina de trigo un ingrediente irremplazable en la elaboracion de numerosos alimentos
(Rizzello y col., 2013) y convierte al gluten en un modelo ideal que permite evaluar el efecto

de distintos agentes sobre la estructura de estas proteinas (Rasiah y col., 2005).

Por otra parte, las bacterias acido lacticas (BAL) han sido ampliamente utilizadas en
la fermentacién de numerosos alimentos con la intencion de mejorar su valor nutricional.
Estos microorganismos han sido empleados como probiéticos y modificadores de las
propiedades organolépticas de los alimentos, actuando sobre el sabor y flavour de los
mismos. En el caso de una masa panificable, las BAL cumplen un papel crucial en la
elaboracion de masas acidas, y actian modificando el contenido de compuestos bioactivos
y aromaticos e impactan sobre el valor nutricional, asi como sobre las propiedades
reoldgicas y funcionales que definen a estos productos (Ferri y col., 2016; Aponte y col.,

2014).



Tradicionalmente, se han utilizado compuestos quimicos y enzimas purificadas
como mejoradores de propiedades viscoelasticas en productos panificados, que actdan
principalmente sobre el entrecruzamiento o crosslinking de las proteinas de gluten (Bonet
y col.,, 2006). Debido a la creciente tendencia hacia la incorporacion de ingredientes
naturales a los alimentos, en el presente trabajo se considera la miel como un potencial
mejorador de productos panificados, ya sea actuando sobre la red proteica como sobre la
actividad de BAL fermentadoras de estos sistemas. La miel representa una fuente de
compuestos bioactivos, como enzimas, &cidos fendlicos, compuestos flavonoides y
carotenoides, conocidos por presentar propiedades antioxidantes, eficaces en la
neutralizacion de radicales libres, asi como también por presentar actividad antibacteriana.
Estos compuestos no sélo juegan un papel importante en la salud humana, sino también
en la prevencién o retraso de los procesos oxidativos que modifican las caracteristicas de

los alimentos (Gheldof, y col., 2002).

A partir de estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion se conoce
gue ciertas BAL modifican las propiedades reolégicas de masas de trigo-centeno en forma
distintiva, dependiendo de su cinética de acidificacion. En particular la elasticidad es la
propiedad funcional mas importante de una masa panificable, sin embargo, los procesos
proteoliticos llevados a cabo por las BAL suelen afectar negativamente la reologia del
sistema. En el presente trabajo se propuso estudiar los mecanismos moleculares
responsables de esas modificaciones, mediante el estudio de la microestructura y de las
conformaciones secundaria y terciaria de las proteinas de gluten. Ademas, se evaluaron los
cambios moleculares que pueden ser inducidos por el agregado de una matriz rica en

compuestos bioactivos como la miel. De esta manera pueden seleccionarse las BAL méas



apropiadas para un proceso especifico, y/o promover determinadas cualidades con el

agregado de aditivos.



2. Hipoétesis

Las masas &cidas consisten en un sistema sumamente complejo en el cual ocurren
numerosos eventos de manera simultanea. La acidificacion producida por BAL afecta la
actividad de las enzimas presentes y, en consecuencia, el grado de hidrolisis del
macropolimero de gluten. Por lo tanto, las BAL inducen cambios conformacionales de las
estructuras secundarias y terciarias de las proteinas, las cuales son particulares del perfil
fermentativo de cada especie. Asimismo, la suplementacion de masas con miel tiene un
efecto sobre la actividad de BAL y representa un ingrediente capaz de inducir

transformaciones sobre las proteinas de gluten.



3. Objetivos

3.1.

Objetivo general

Relacionar los cambios producidos en la microestructura del macropolimero de

gluteny en la estructura secundaria y terciaria de las proteinas con la actividad de diferentes

especies de BAL y con los compuestos bioactivos presentes en la miel.

3.2.

Objetivos particulares

Evaluar la capacidad de la miel para generar y secuestrar
radicales libres.

Estudiar el efecto de la miel sobre la cinética de crecimiento y
perfil fermentativo de BAL en masas &cidas.

Estudiar los cambios microestructurales en las proteinas de
gluten inducidos por actividad fermentativa de BAL y por
componentes bioactivos presentes en la miel.

Estudiar los cambios moleculares en la estructura secundaria
y terciaria de las proteinas de gluten inducidos por la actividad
fermentativa de BAL y por componentes bioactivos presentes

en la miel.



CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS



1. Muestras de miel

En el presente trabajo se estudiaron cinco muestras de miel, cuatro de ellas
provenientes de la provincia de Buenos Aires y la restante, de la provincia de San Luis
(Tabla 1). Las muestras fueron cosechadas durante el periodo 2013-2015, y una vez

remitidas al laboratorio se almacenaron a 4 °C protegidas de la luz hasta su andlisis.

Tabla 1. Muestras de miel estudiadas. Origen geogréfico y botanico.

Muestra Provincia de origen Especie vegetal

predominante

M1 San Luis Prospis spp.
M2 Buenos Aires Trifolium spp.
M3 Buenos Aires Eucalyptus spp
M4 Buenos Aires Trifolium spp.

1.1. Caracterizacion fisicoquimica de mieles

1.1.1. Determinacién del contenido de humedad

El contenido de humedad se determind utilizando el método indirecto o
refractométrico. En el cual, los solidos presentes en la matriz producen una desviacion de
la luz monocromatica, medida a través del indice de refraccion de la muestra. Para efectuar
estas mediciones se utilizo el Refractometro de Abbe (A.0.A.C., 1990). El refractometro fue

previamente calibrado con agua bidestilada, ajustando el indice de refraccion hasta un valor



de 1,333. Las mieles liquidas se midieron de forma directa, mientras que aquellas
parcialmente cristalizadas se fundieron previamente en Bafio Maria, sin exceder los 60 °C,
de manera de evitar la caramelizacion de los azucares. Las mediciones se realizaron
colocando una gota de cada muestra entre los prismas limpios y secos del refractébmetro y
se efectud la lectura. Las lecturas del indice de refraccidn se convirtieron en porcentaje de
humedad (%, p/p) mediante la tabla de correlacion de Chataway, completada por Wedmore

(Bianchi, 1990).

1.1.2. Determinacion de pHy Acidez Total Titulable

La determinacién de acidez se efectud por potenciometria, midiendo pH y acidez
total titulable (TTA) de las muestras. Se transfirieron muestras de 10 g de miel a un vaso de
precipitado conteniendo 75 ml de agua desionizada descarbonatada, las cuales fueron
homogeneizadas durante 10 min utilizando un agitador magnético. Sobre esta solucién se
midi6 el valor de pH, utilizando un pH-metro (Hanna Instruments HI 9321). La TTA se evalu6
por neutralizacién con NaOH 0,1 M hasta pH 8,1. La acidez total es la suma de la acidez
libre y lactonica. Los resultados se expresaron en miliequivalentes de NaOH/kg miel (meq

NaOH/kg).

1.1.3. Actividad enzimética glucosa oxidasa

La enzima glucosa oxidasa (GOX) cataliza la oxidacion de la glucosa presente en
una solucién de miel produciendo &acido glucénico y peroxido de hidrégeno (H.0,). Este

altimo, oxida al yoduro de potasio (IK) produciendo yodo (l2), el cual se encuentra en



solucion como triyoduro (l3). El I.forma con el almidén un complejo color azul, evidenciando

la presencia de la enzima (Bianchi, 1990).

La actividad GOX se determiné cualitativamente, disolviendo 1 g de miel en un tubo
conteniendo 1 ml de solucién buffer fosfato pH 6,5 y 9 ml de agua desionizada. La solucién
se incubod a 37 °C durante 1 h. En tubos de ensayo se colocaron los siguientes reactivos
en el orden especificado a continuacion: 2,5 ml IK 3% (p/v), 0,3 ml de solucion de la muestra,
3 gotas de solucion de almidén 0,1% (p/v). Los tubos se incubaron a 37 °C durante 10 min

y se observo la coloracién de la solucion.

1.1.4. Actividad enziméatica diastasa

En la determinacion de la actividad diastasa, una solucién de almidén se inocula
con la muestra, produciéndose la hidrélisis enzimética, la cual se determina mediante el
agregado de una solucion de |.. Este ultimo, forma un complejo color azul con el remanente
de almidén no hidrolizado. La disminucién del color producida en la solucién, con respecto
a un testigo, es una medida de la actividad diastasica de la muestra. Esta actividad se
expresa en escala Gothe; normalmente deberan obtenerse valores entre 64 y 128 unidades
de diastasa (U.D.) Cantidades menores a 64 U.D. corresponden a una miel calentada, mal

procesada o adulterada (Bianchi, 1990).

La actividad diastasa se determiné semicuantitativamente, disolviendo 2 g de miel
en 1 ml de buffer acetato pH 5,3. Se prepararon 10 tubos de ensayo numerados del 1 al 9,
se agreg6 a cada tubo 1 ml de solucion de NaCl 1% (p/v) y en el primer tubo se transfirié 1
ml de la solucion de miel. A partir de esta solucién se realizaron diluciones sucesivas (1:2)
hasta el noveno tubo. El décimo tubo fue empleado como control negativo, sin agregado de

muestra. Luego, se agregd 1 ml de solucién de almidon 0,05 % (p/v) a cada tubo y se

10



incubaron a 37 °C durante 30 minutos. Los tubos se enfriaron rapidamente, se agregd una
gota de solucion de trabajo de I, y se observo la coloracién desarrollada. Los resultados se
expresaron como unidades de diastasa (U.D.) = diluciébn mayor que permanece incolora x

2.

1.2. Capacidad de mieles para generar y secuestrar radicales hidroxilo

La capacidad de mieles para generar y secuestrar o neutralizar especies radicales
libres se evalué mediante espectroscopia de resonancia paramagnética de espin (EPR).

La espectroscopia EPR es una técnica basada en la absorcion de radiacion
electromagnética y es la Unica técnica analitica que puede detectar de manera especifica
radicales libres, es decir especies que poseen un Unico electrén ocupando un orbital.

Una molécula o 4&tomo posee estados discretos, o separados, cada uno con una
correspondiente energia. La espectroscopia es la medida e interpretacion de las diferencias
energéticas entre los estados atdmicos o moleculares. Esas diferencias de energia, AE,
pueden ser medidas dado que existe una relaciéon proporcional entre AE y la absorcion de
radiacion electromagnética, siguiendo la ley de Plank:

AE= hv

Donde h es la constante de Plank y v es la frecuencia de la radiacion, que en el caso
de la espectroscopia EPR tiene unidades de Gigahertz. La absorcién de energia produce
la transicion de un estado de menor a otro de mayor energia. Las diferencias de energia
estudiadas en este tipo de espectroscopia se deben a la interaccion entre electrones
desapareados de la muestra con un campo magnético producido por el iman del

espectrometro EPR. Los electrones poseen un espin, es decir, un momento angular

11



intrinseco del electrén aislado. Al aplicar un campo magnético externo, los electrones se
orientan en direccion paralela o antiparalela con respecto a la direccibn del campo
magnético, By, (Fig. 1). Este campo proporciona una energia potencial magnética que divide
los estados de espin en una cantidad proporcional al campo magnético, a este

comportamiento se lo llama efecto Zeeman. Para permitir la transicion de un estado de

espin a otro debe existir un campo (ITIXT] Uppercoy v

/ parallel with the magnetic
s hv =

magnético externo con la fuerza T A P
nerey | T pper ncrey eve whethe -

. L. = N \,  applicd ficld is cqual to the _—
apropiada. Con este propésito, se barre el TTL AR —
RN Fortrted

campo magnético externo, mientras que la S L1l11L11] Tmmmm

Magnetic field strength (B,)

muestra se expone a una radiofrecuencia
Fig. 1. Induccién del estado energético de

fija de microondas. Cuando el campo espin en funcion del campo magnético Bo.

magnético y la radiofrecuencia “coinciden” producen una absorcion conocida como

condicién de resonancia (Pan y Nigles, 2014).

1.2.1. Preparacioén de soluciones de miel
Con el objetivo de evaluar la capacidad de generacion y secuestro de radicales
hidroxilo (OHe), se prepararon soluciones de miel 50% (p/v) disolviendo las muestras en
buffer fosfato pH 6,5 (preparado segun se detalla en el anexo de soluciones). Para evaluar
la contribucién de azlcares presentes en la miel, se preparé una miel artificial 80% (p/v).
Para esta solucién, se disolvieron 40 g de fructosa, 30 g de glucosa, 8 g de maltosay 2 g

de sacarosa en agua bidestilada, se transfiri6 a matraz y se enras6 a 100 ml.

1.2.2. Capacidad para generar radicales hidroxilo endégenos

Cuando una miel es diluida, la enzima GOX presente en esta matriz cataliza la

oxidacion de glucosa en &-gluconolactona y H.O.. El H.O, puede descomponerse en
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radicales OHe, una de las especies reactivas de oxigeno (EROs), capaz de inducir y

propagar reacciones de oxidacién a través de un mecanismo por radicales libres.

En mieles, la formacion de A B
radicales OH+ a partir de H,O, puede ~ CHj CH, OH
+ . H
ser inducida por medio de la reaccion CH{ "IJ CH ril H
o} (o)

de Fenton, la cual se produce al

DMPO DMPO-OH

agregar una solucién de FeSOs a la

muestra. Los radicales OHe son : —
Fig. 2. Estructuras quimicas de (A) DMPO, (B)

especies altamente reactivas con | PMPO-OH.

tiempos de vida media cortos; por esta razén se utilizo el spin trap 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-
6xido (DMPO), el cual forma con los radicales OH+ un aducto paramagnéticamente estable
y detectable, el DMPO-OH- (Fig. 2). Esta especie produce un cuarteto de lineas
caracteristico (1:2:2:1) con una constante de acoplamiento hiperfina de an=an=15 Gauss

(G), que posibilita su identificacion (Makino y col., 1992) (Fig. 3).

>
N, L | 1 DMPO-OH
I

Fig. 3. Aducto DMPO-OH. Estructura quimica y cuarteto de lineas
1:2:2:1 caracteristico en los espectros EPR (Makino y col., 1992).

Con el prop6sito de evaluar la presencia de radicales hidroxilo endégenos en
muestras de miel, se prepararon soluciones de miel 50% (p/v) de acuerdo a 2.1. Las

soluciones se incubaron a 37 °C durante 30 minutos, de manera de favorecer la produccién
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de H;0- por accion de la enzima GOX. Los radicales OHe« se determinaron de acuerdo al
protocolo llevado a cabo por Henriques y col. (2006), con algunas modificaciones. Se
adicionaron 40 pl de DMPO 0,1 M a 10 pl de solucién de miel 50% (p/v) vy, luego de su
homogeneizacion, se agregaron 20 pl de FeSO4 0,002 M. La solucién se transfirié a un tubo
capilar para EPR y se procedi6 a su medicién en espectrometro EPR Bruker ER 200-X band
(Bruker Analytische Masstechnic GMBN, Alemania), operando a una frecuencia de
microondas de 9.2 GHz y 20 mW. El rango de escaneos fue de 100 Gauss (G), tiempo de

escaneo 120 segundos y modulacion de campo de 1,0 G.

1.2.3. Capacidad para secuestrar radicales hidroxilo exégenos

La capacidad de muestras de miel para secuestrar radicales OH« se evalu6 mediante
espectroscopia EPR. Con tal objetivo, se dosaron soluciones de miel 50% (p/v) (10 pl)
con 30 pl de H202 30% (v/v). Luego, se adicionaron 40 yl de DMPO 0,1 My 20 ul de
FeS0O, 0,002 M. Como control positivo se mezclaron los reactivos como fue indicado
anteriormente exceptuando el agregado de la solucién de miel. Para preparar el control
negativo, se procedié del mismo modo que para el control positivo, pero con el
agregado de una solucion de catalasa de higado bovino (450U/mg de proteina, C9322,
Sigma Aldrich), de manera de producir la descomposicién de H.O. en oxigeno e
hidrogeno molecular. La capacidad de secuestro o neutralizacion de radicales hidroxilo
se determin6 midiendo la disminucion en la sefial de los espectros EPR con respecto

al control positivo.
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2. Bacterias acido lacticas

Las bacterias &cido lacticas (BAL) componen un diverso grupo de organismos Gram-
positivos, anaerobios facultativos, no formadores de esporas, carentes de motilidad y
catalasa negativos. Son cocos y bacilos de longitud variable y de espesor 0,5-0,8 um (Parra-

Huertas, 2010).

2.1. Descripcion de las cepas

En este trabajo se utilizaron cuatro cepas de BAL: Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (CRL 494), Lactobacillus fermentum (CRL 220), Pediococcus pentosaceus (CRL
922) y Lactobacillus plantarum (ATCC 8014). Las primeras tres cepas fueron provistas por
el Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA, San Miguel de Tucuméan, Argentina).
L. bulgaricus es una especie de forma bacilar homofermentativa obligada. No presenta las
enzimas necesarias para fermentar sacarosa ni maltosa y, al igual que la mayor parte de
las BAL homofermentativas, es incapaz de fermentar pentosas (Weiss, 1983). L. fermentum
es un bacilo que fermenta hexosas a través de la via heterofermentativa, con la
concomitante produccion de acido lactico, acido acético y didxido de carbono (CO,). Es
capaz de hidrolizar maltosa, mediante la enzima maltosa fosforilasa, para formar glucosa y
glucosa-1-fosfato. Ademas, puede utilizar fructosa como aceptor alternativo de electrones,
generando manitol (Stolz y col., 1995). L. plantarum es un bacilo heterofermentativo
facultativo, que metaboliza las hexosas formando, principalmente, acido lactico. Al igual que
la mayoria de las especies heterofermentativas es capaz de fermentar pentosas a &cido
lactico y &cido acético. P. pentosaceus, a diferencia del resto de las cepas estudiadas, se
presenta en forma de cocos de 0,6-1,0 um de diametro agrupados formando tétradas. En
medios ricos en carbohidratos exhibe un patrén de fermentacién homolactico, es decir,

metaboliza las hexosas generando dos moles de acido lactico utilizando la via Embden-
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Meyerhoff-Parnas (Dobrogosz y Stone, 1962). Bajo ciertas condiciones son capaces de
formar diacetilo. Asimismo, fermentan las pentosas a cantidades equimolares de acido

aceético y 4cido lactico (Fukui y col., 1957).

2.2. Preparacion de inéculos de BAL

Se parti6é de cepas de BAL conservadas en glicerol 80% (p/v) y mantenidas a -20°C
en tubos Eppendorf. De manera de asegurar la recuperacién de las cepas luego de haber
sido sometidas a la condicion de estrés del congelamiento, las cepas se inocularon
individualmente en caldo deMan-Rogosa-Sharpe (MRS) (Merk, Alemania) y se incubaron a
32 °C durante 19 h. Con el objetivo de obtener cultivos en la fase exponencial de
crecimiento, cada cepa se transfiri6 a un tubo conteniendo 9 ml caldo MRS vy fueron
incubadas a 32 °C durante 19 h. Luego, las BAL fueron aisladas en agar MRS, y
nuevamente inoculadas e incubadas en caldo MRS a 32 °C por 19 h. Finalizado el periodo
de incubacion, el niumero de células se estandarizo6 en la escala 0,5 de turbidez McFarland,
gue corresponde a 1,5 x102 unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml). Para ello, el
cultivo joven fue inoculado en 10 ml NaCl 0,85 % (p/v) hasta obtener la turbidez deseada.
Finalmente, se procedi6 a la centrifugacion de los indculos en centrifuga (ALC, PK 121,
Pévy, Francia) a 4500 rpm durante 10 min. Las células se resuspendieron dos veces en
solucién fisiolégica (0,85% p/v NaCl) y la suspension final se utilizo en la inoculacion de las

masas.

2.3. Conservacioén de las cepas

Con el objetivo de conservar las cepas para futuros estudios, las colonias aisladas

en agar MRS (2.2.) se preservaron utilizando glicerol 80% como crioprotector. De esta
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manera, cuatro colonias de cada cepa, aisladas en agar MRS, fueron individualmente
repicadas en 9 ml de caldo MRS e incubadas a 32 °C por 19 h. Alicuotas de 870 pl de cada
cultivo se transfirieron a tubos Eppendorf de 1,5 ml, conteniendo 130 pl de glicerol 80%

(p/v). Luego de ser homogeneizados, los indculos se conservaron a -20 ° C.

3. Cinética de crecimiento y perfil fermentativo de BAL en masas

Los cambios en la poblacibn de BAL y en la acidez de masas con y sin
suplementacién de miel de Prosopis spp. se evaluaron a cuatro intervalos de tiempo, O (to),

6 (ts), 12 (t12), y 19 (t19) h, desde el inicio del periodo fermentativo.

3.1 Preparacion de masas y condiciones de incubacién

El sistema motivo de estudio consisti6 en masas preparadas a partir de 125 g de
harina de trigo, 125 g de harina de centeno, 150 ml de agua desionizada, 3,8 g de NaCl y
9 ml de la suspension estandarizada de BAL (preparada de acuerdo a 2.2.). Asimismo, y
con el objeto de evaluar el efecto de la miel sobre el crecimiento y capacidad fermentativa
de las BAL, se prepararon, bajo las mismas condiciones, una serie de masas con miel en
una concentracion final de 6,5% (p/p). Como control se elaboré una masa de trigo-centeno
(1:1) sin microorganismos agregados. Se mezclaron todos los ingredientes en una
amasadora industrial marca Hobart N-50 (Ontario, Canadd) y las masas se incubaron a 35
°C. Teniendo en cuenta que los cultivos iniciadores comerciales requieren entre 16 y 20 h
de crecimiento en la masa para que ésta alcance un valor de pH aproximadamente 4, se
eligié un periodo de 19 horas de fermentacién. A intervalos de 0 (to), 6 (ts), 12 (ti2) y 19 h

(t9) se tomaron muestras para su posterior analisis.
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3.2. Actividad glucosa oxidasa en masas suplementadas con miel

De manera de evaluar la actividad GOX en masas de trigo-centeno (1:1)
suplementadas con miel e inoculadas con BAL, se transfirieron muestras de 10 g de cada
masa, preparadas de acuerdo a 3.1. a un vaso de precipitado conteniendo 10 ml de solucion
buffer fosfato pH 6,5 y 80 ml de agua desionizada descarbonatada, para ser
homogeneizadas durante 10 min utilizando un agitador magnético. Se transfirieron 10 ml
de esta suspension a un tubo de ensayo, y se incub6 a 37 °C durante 1 h. En tubos de
ensayo se colocaron los siguientes reactivos en el orden especificado a continuacion: 5 mi
IK 3% (p/v), 0,6 ml de suspensién de la muestra y 6 gotas de solucion de almidén 0,1%
(p/v). Los tubos se incubaron a 37 °C durante 10 min y se observé la coloracion de la

solucion. El desarrollo de una coloracion azul fue considerado un resultado GOX positivo.

3.3. Cinética de crecimiento de BAL

Para evaluar el crecimiento de las cepas de BAL en la masa durante el periodo
fermentativo se utiliz6 el método de recuento en placa. Para ello, se transfirieron
asépticamente muestras de 10 g de cada masa, preparadas de acuerdo a 3.1 a un
Erlenmeyer conteniendo 90 ml de solucién fosfatada de Butterfileld (0,25 M KH2PO4
ajustado a pH 7,2 con NaOH, Butterfield, 1932) estéril. Teniendo en cuenta que el inéculo
adicionado a las masas presenta una concentracion de, aproximadamente, 1,5x108 UFC/mi
se realizaron diluciones seriadas al décimo. Las muestras fueron sembradas en profundidad
transfiriendo 1 ml de 3 diluciones sucesivas a placas de Petri estériles y vertiendo 9 ml de
agar MRS, previamente fundido y templado a 45 °C. La incubacion de las placas se produjo
anaerobicamente a 32 °C durante 48 h. Los resultados se expresaron como logaritmo de

UFC/g de masa (Log UFC/q).
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3.4. Perfil de acidificacién. pHy TTA

El seguimiento del metabolismo fermentativo de las BAL se evalu6 mediante la
acidificacion producida en los sistemas utilizando técnicas potenciomeétricas: determinacién
de pH y TTA. Para ello, se transfirieron muestras de 10 g de cada masa a un vaso de
precipitado conteniendo 90 ml de agua desionizada descarbonatada, para ser
homogeneizadas durante 10 min utilizando un agitador magnético Precytec, AE-28 (Capital
Federal, Argentina). La concentracion de protones de cada una de las muestras fue
evaluada midiendo el valor de pH, utilizando un pH-metro (Hanna Instruments HI 9321).
Sobre la misma suspension se determind la TTA, por neutralizacién con NaOH 0,1 M hasta

pH 8,1. Los resultados se expresaron como ml NaOH/10 g de masa.

4. Microestructura de masas acidas

Las modificaciones inducidas por la actividad fermentativa de BAL y por el agregado
de miel sobre la microestructura de masas acidas fueron estudiadas mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM). La microestructura de las masas se estudié a 0 (to), 6 (ts), 12

(t12) y 19 h (t19) desde el inicio de la incubacion.

4.1. Preparacion de la muestra

Con el objetivo de estudiar los cambios producidos sobre la microestructura de
masas é&cidas, se prepararon masas de acuerdo a lo expuesto en 3.1. De manera de
minimizar la alteracion de la microestructura, se extrajo una porcion interna de 40 g de cada

masa, y se congeld por inmersion en aire liquido (-80 °C). Finalmente, las muestras se
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liofilizaron en liofilizador VIRTIS, Benchtop SLC (Penisilvania, E.E.U.U). para reducir el

contenido de humedad de las mismas a menos de 20% (p/p).

4.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las muestras liofilizadas se fracturaron de manera de dejar expuesta su superficie
interior. Luego, se adhirieron a un soporte y se cubrieron con una capa de oro-paladio. Las
preparaciones se observaron en un microscopio electrénico de barrido marca Jeol, JSM 6460

LV (Miami, E.E.U.U.) a 500-2200 aumentos.

5. Cambios conformacionales en la estructura secundaria y terciaria de las

proteinas de gluten

El efecto de la actividad de BAL y de miel sobre la estructura secundaria y terciaria

de las proteinas de gluten se estudié mediante espectroscopia Raman.

5.1. Preparacion de la muestra de gluten

Para el estudio de la estructura secundaria y terciaria de las proteinas de gluten, se
prepararon muestras de masas acidas de acuerdo a lo indicado en 3.1. De cada muestra,
se retiraron porciones internas de 40 g, las cuales fueron lavadas con agua desionizada
hasta conseguir la eliminacion de almidon y proteinas solubles, prevaleciendo el
macropolimero de gluten (MPG). Las muestras se congelaron por inmersion en aire liquido
(-80 °C) y se liofilizaron, de manera de reducir su contenido de humedad a un 20% (p/p),

en liofilizador VIRTIS, Benchtop SLC (Pensilvania, E.E.U.U.). Luego, fueron pulverizadas
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en mortero y almacenadas en desecador. La obtencién de los espectros Raman se realizo

dentro de las 48 h desde la preparacion de las muestras.

5.2. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es un tipo de espectroscopia vibracional derivada de
un proceso de dispersion de luz inelastica. Por medio de esta técnica un fotdn laser es
dispersado por una molécula de la muestra y pierde, o gana energia durante el proceso. La
cantidad de energia perdida se ve como un cambio en la energia (longitud de onda) del
foton irradiador y es caracteristica de un enlace particular en la molécula. Por medio de la
espectroscopia Raman se obtiene una “huella digital” espectral precisa, exclusiva de una
molécula o incluso de una estructura molecular individual. De caracter complementario a la
espectroscopia infrarroja (IR), la espectroscopia Raman puede ser utilizada para observar
modos vibracionales que son de intensidad débil en el espectro IR. En particular, ha
demostrado ser eficaz en la caracterizacion de compuestos no polares, con anillos
aromaticos en su estructura y con dobles vy triples enlaces (Holder, 2012). Los espectros
Raman de polipéptidos y proteinas exhiben bandas caracteristicas, convirtiendo a esta
técnica en una herramienta fundamental para monitorear cambios en la estructura de
proteinas alimentarias. El enlace peptidico presenta 9 bandas, siendo las bandas Amida |
y Amida Il las de mayor importancia para el estudio de la estructura secundaria de las
proteinas. Adicionalmente, esta técnica posibilita la caracterizacion de las conformaciones
de los enlaces disulfuro, el grado de exposicion de los residuos aromaticos de los
aminocidos y el involucramiento en la formacién de puentes de hidrogeno por parte de
grupos fenol y de residuos tirosina de los aminoacidos (Gémez y col., 2013).

Los espectros Raman se registraron utilizando un Espectrometro inVie (Renishaw,

UK) equipado con un dispositivo de carga acoplado (CCD) y detector de 1040 x 256 pixeles.
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La fuente de excitacion consistié en un laser diodo de 785 nm (300 mW). Los espectros se
tomaron en el rango 120-3500 cm™, con una resolucién de 6 cm™ y se graficaron como
Intensidad relativa, en unidades arbitrarias (U.A), versus Frecuencia (cm™). El andlisis de
los espectros fue llevado a cabo por medio de la técnica descripta por Gomez y col (2013).
En ella, los espectros se normalizaron a la intensidad de banda de la fenilalanina. Se ha
reportado que ni la ubicacion ni la intensidad de banda fenilalanina son sensibles a los
cambios conformacionales; por este motivo es utilizada como referencia interna para la

normalizacion de los espectros Raman (Ellepola y col., 2006).

5.2.1. Banda Amidal

Con el objetivo de conocer la contribucién de cada componente de la estructura
secundaria de las proteinas, la banda Amida | se ajusto y truncé en el intervalo 1570-1720
cm?, para ser sometida a un proceso matematico de deconvolucion, utilizando Origin
(version 9,0 Pro, OriginLab Corporation, USA). Los intervalos de frecuencia de los
elementos que componen la estructura secundaria de las proteinas fueron asignadas segun
Gomez y col. (2013): B-sheet paralela (1607-1625 cm™), hélice solvatada (1625-1637 cm™)
random coil (1637-1645 cm™?), a-hélice (1650-1658 cm?), B-turn (1666-1673 cm™) y B-sheet
antiparalela (1675-1695 cm™). Finalmente, se calculé el porcentaje (%) de cada elemento
de la estructura secundaria de las proteinas, calculado como el cociente entre el area bajo
la curva de cada componente y el area total bajo la curva Amida I. El valor obtenido fue
considerado como la proporcion relativa de la cadena polipeptidica que se presenta en

dicha conformacion.
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5.2.2. Bandadisulfuro

El estudio de las conformaciones que pueden adoptar los enlaces disulfuro se
evalu6 mediante un andlisis directo de los estiramientos vibracionales de este enlace (450-
545 cm?), el que brinda informacién acerca de la estructura terciaria de las proteinas. Se
estudiaron tanto la ubicacion como la intensidad de la banda disulfuro. Los diferentes modos
vibracionales de las proteinas considerados en este trabajo fueron: gauche-gauche-gauche
(450-515cm™), gauche-gauche-trans (515-525 cm), trans-gauche-trans (535-545 cm™)

(Gémez y col., 2013; Van Wart, 1986).

5.2.3. Aminoéacidos aromaticos

Con el objetivo de obtener informacién adicional acerca de la estructura terciaria de
las proteinas del gluten, se estudiaron los microambientes asociados a los aminoécidos
aromaticos, tirosina y triptéfano. De manera de conocer el grado de exposicion de los
residuos tirosina, se calculé el cociente entre las intensidades de banda correspondientes
a las vibraciones del anillo fendlico en la tirosina, localizadas a 850 y 830 cm™ (lsso/s30)-
lsso/is30 (doblete de tirosina) es un indicador de la naturaleza de los puentes de hidrogeno y
del estado de ionizacién del grupo hidroxilo presente en el anillo fendlico. Por otra parte, se
estudié la intensidad de banda correspondiente a triptéfano (760 cm™), la cual aporta
informacién adicional sobre los cambios conformacionales de las proteinas a través del

grado de hidrofobicidad del anillo inddlico (Gomez y col., 2013).

23



6. Andlisis estadisticos

Todos los resultados presentados en este trabajo representan los valores promedios
+ desviacion estandar de tres experimentos independientes. En los casos en los que fue
posible, los resultados fueron analizados mediante el programa de Andlisis Estadistico
Discriminante SPSS para Windows version 11.5.0. Se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) con comparacion de las medias, mediante la prueba de rango multiple de Tukey,

con un nivel de significancia de 0,05.
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CAPITULO Il

CAPACIDAD DE MIELES PARA GENERAR'Y
SECUESTRAR RADICALES HIDROXILO
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1. Introduccion

1.1 Componentes bioactivos en mieles

La miel ha sido ampliamente estudiada por sus propiedades nutricionales y
antibacterianas. Se trata de una matriz compleja, constituida mayoritariamente por azlicares
simples, principalmente fructosa y glucosa en una concentracion de, en promedio, de 38 y
31%, respectivamente. Asimismo posee un amplio rango de compuestos minoritarios,
muchos de los cuales son conocidos por poseer propiedades antioxidantes vy
antimicrobianas. Estos compuestos incluyen &cidos fendlicos y flavonoides, acido
ascorbico, productos de la reaccion de Maillard, aminoacidos, proteinas y ciertas enzimas
(glucosa oxidasa, catalasa) que pueden modificar el metabolismo bacteriano (Gheldof y
col., 2002; Kucik y col., 2007). Las caracteristicas fisicoquimicas de las mieles varian de
acuerdo con la vegetacion de la cual las abejas extraen el néctar, y con las condiciones
geocliméticas donde se encuentra la misma. Estos factores condicionan el color, humedad,

acidez y contenido de enzimas presentes en las mieles (lurlina, 2011).

La actividad antimicrobiana de la miel es atribuida principalmente al peroxido de
hidrégeno (H20.), cuya capacidad oxidante produce dafios en biomoléculas y células. Este
compuesto es producido por la enzima glucosa oxidasa (GOX), activa en esta matriz
cuando la miel es diluida. En presencia de oxigeno molecular, cataliza la oxidacion de la
glucosa para formar &-gluconolactona y H>O,. La produccién de H.O, es maxima cuando la
miel se encuentra en solucién en concentraciones entre 30 % y 50% (p/v) (Bang y col.,
2003). Otros compuestos diferentes a los peroxidos que contribuyen a la actividad
antimicrobiana de la miel son los &cidos fendlicos y flavonoides. Ademas, estos
compuestos, junto a péptidos, productos de la reaccién de Maillard, acidos organicos y

enzimas, son responsables de la capacidad antioxidante de mieles. (Taorminay col., 2001;
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Al-Mamary y col., 2002; Al-Waili, 2004; Molan y col., 1992; Bogdanov, 1997). Asimismo, ha
sido reportado el efecto benéfico de la miel sobre el crecimiento de bacterias acido lacticas
(BAL) (Shamala y col., 2000). Estos autores encontraron que soluciones de miel entre 1y
9% (p/v) promueven el crecimiento de L. plantarum y L. acidophilus. En tanto que,
concentraciones de miel de 6,5% (p/v) no solo mejoran el crecimiento de L. fermentum y P.
pentosaceus, sino que también incrementan la biodisponibilidad de compuestos fendlicos y

flavonoides presentes en la solucién (Nutter y col., 2016).

De esta manera, una matriz tan L
MDHA ~~ Nonénzymgtic __-vDHA

compleja como la miel puede servir como .
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\ 2e- FADH,
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generacién (Isla y col. 2011, Kishore y col.,

Fig. 4. Mecanismo de generacién de
radicales libres en néctar (Carter vy
Thornburg, 2004). MDH:
monodehidroascorbato; DHA:
dehidroascorbato.

2011). En este sentido, la miel es un sistema

donde compiten ambos mecanismos, pro- y

antioxidante, predominando uno u otro efecto de
acuerdo a su composicién enzimatica y contenido de compuestos fendlicos y flavonoides.

Asi, la miel puede utilizarse como un aditivo modificador de otros sistemas.

La produccion natural de peréxidos en la miel puede conducir a la formacién de
radicales libres como hidroxilo (OH¢) y superdxido (O;*), cuya generacion se ejemplifica en
la Fig. 4 en el néctar de las flores, precursor de la miel. Las especies radicales libres pueden

ser detectadas mediante espectroscopia de resonancia paramagnética de spin (EPR).

En este sentido, se propone evaluar la capacidad de la miel para generar y

secuestrar radicales libres.
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2. Resultados

2.1. Caracterizacién fisicoguimica de mieles

Se realizd la caracterizacion fisicoquimica de mieles, las cuales fueron, luego,
evaluadas en su capacidad de generacion y secuestro de radicales hidroxilo. Las muestras,
provenientes de la provincia de San Luis (M1) y de la provincia de Buenos Aires (M2-4),
fueron evaluadas en su contenido de humedad, pH, acidez total titulable (TTA) y actividad
de enzimas GOX vy diastasa (Tabla 2). Todas las muestras presentaron un contenido de
humedad que se corresponde al de una miel madura (<18% p/v). Las muestras presentaron
elevada actividad diastasa, reflejando el perfil enzimatico de una miel que no ha sido
calentada a una temperatura superior a 70 °C, temperatura que inactiva la enzima. Por otra
parte, los resultados de actividad GOX mostraron que la muestra M2 fue sometida a un
tratamiento térmico superior a 58 °C e inferior a 70 °C; sin embargo, suficiente como para

inactivar la GOX.
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Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica de mieles provenientes de la provincia de San

Luis (M1) y de la provincia de Buenos Aires (M2-4).

Determinacion Color  Humedad pH Acidez Actividad Actividad
(%) total GOX diastasa
(U.D))
(ml NaOH
Muestra
0,1 M)
M1 Ambar 16,0 3,9 31,9 Positiva 128
0SCcuro
M2 Ambar 15,4 4,14 26,1 Negativa 128
claro
M3 Ambar 16,2 4,04 23,9 Positiva 516
claro
M4 Ambar 14,6 4,12 27,9 Positiva 128
claro

2.2. Capacidad para generar radicales hidroxilo endégenos

Las muestras de miel se evaluaron en su capacidad para producir radicales OH- a

partir de H>O», presente en la miel como producto de la actividad GOX. Con tal objetivo, se

prepararon soluciones de miel 50% (p/v), teniendo en cuenta que la maxima produccién de

H20; ocurre en soluciones de concentracion entre 30 y 50% (p/v) (Bang y col., 2003). En

estas soluciones se indujo la reaccion de Fenton mediante el agregado de FeSO,4 0,002 M
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y se adiciond una solucién del spin trap 5,5-dimetil-1-pirrolina-6xido (DMPO). Finalmente,
se detecto6 la formacion de la especie paramagnética estable DMPO-OH, que genera en los
espectros EPR un cuarteto de lineas 1:2:2:1 caracteristico. En la Fig. 6 se muestran los
espectros EPR de los controles positivos (Fig. 6 A), negativos (Fig. 6 B) y de las muestras
de miel estudiadas (Figs. 6 C-F). En el espectro del control positivo, H.O2 30% (p/v), se
observo el cuarteto de lineas caracteristico del radical OHe, identificado en base a sus
constantes hiperfinas de acomplamiento (an= 15G, ay= 15G, Makino y col., 1992). En tanto
que, para la miel artificial (control negativo) no se observé ninguna sefial en el espectro,

evidenciando la ausencia de especies radicales libres.

De las cuatro muestras estudiadas solo las muestras M1 y M3 presentaron el cuarteto
caracteristico en el espectro EPR, y segun las constantes hiperfinas de acoplamiento, éste
corresponde al radical OHe. Adicionalmente, la muestra M1 exhibié una sefal de 6 lineas,
identificada como radical metilo («CH3) (an= 16,3G, an= 23G). Henriques y col. (2006) han
sugerido que éste seria el resultado de reacciones secundarias entre radicales OHe y

compuestos organicos presentes en la miel.

La ausencia de especies radicales en la muestra M2 es consistente con la ausencia

de GOX (Tabla 2). Sin embargo, la ausencia

L H0 OH OH O
. . . wa Glucose oxidase HO -
de radicales OHe en la muestra M4 no implica " \)_)‘0" —_— Y TOH
HO OH i OH OH
necesariamente la ausencia de H>O, en la Glucose 0,
+
muestra; de hecho, la enzima GOX se Catalase

20, + H0 «—— H,0,

encontré activa. La prevalencia de H.O, y

Fig. 5. Reacciones catalizadas por las
enzimas GOX y catalasa (Tian y col.,

radicales OHe* en una solucion de miel es el

resultado del balance entre las actividades
opuestas de generar y destruir H,O, por parte de las enzimas GOX y catalasa,

respectivamente (Fig. 5). Simultdneamente, los compuestos con actividad antioxidante
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(4cidos fendlicos, flavonoides, &cido ascorbico) son capaces de secuestrar EROs

(Henriques y col., 2006), alterando la concentracion radicales OHe presentes en mieles.
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Fig. 6. Capacidad de mieles para generar radicales hidroxilo. Espectros EPR de (A) control
positivo (CP), (B) control negativo (CN), (C) M1, (D) M2, E (M3) y F (M4).
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2.3.Capacidad de secuestro de radicales hidroxilo exégenos

Las muestras de miel se evaluaron en su capacidad para secuestrar o neutralizar
radicales OHe, es decir su capacidad antioxidante. Para ello, se prepararon soluciones de
miel 50% plv, las cuales fueron dosadas con H.O, 30% (v/v). Se indujo la reaccién de
Fenton, se agreg6 DMPO y se midid la disminucion en la sefial de los espectros EPR con

respecto a un control positivo.

En la Fig. 7 se muestran los espectros EPR de los controles positivo (Fig. 7 A),
negativo (Fig. 7 B) y de las muestras de miel estudiadas (Figs. 7 C-F). En el espectro EPR
del control positivo, H,O, 30% (p/v), se observo el cuarteto de lineas caracteristico del
radical OHe (an= 15G, an= 15G). La ausencia de sefial en el control negativo se debe a la

descomposicién de H2O- por la acciéon de la enzima catalasa.

Todas las mieles estudiadas exhibieron capacidad para secuestrar radicales OHe.
M1 presenté la menor intensidad de sefial EPR, es decir, resultd la miel con mayor
capacidad de neutralizacién de EROs. La sefal M4 disminuyd, aproximadamente, a la mitad
con respecto al control positivo, mostrando menor capacidad antioxidante que M1. M2 y M3
presentaron una capacidad de secuestro similar entre ellas, sin embargo, bastante menor
a la observada para M1. Estos resultados pueden ser correlacionados con el origen
geogréafico y, por lo tanto, con su contenido en compuestos flavonoides. M1 ha sido
caracterizada como miel de Prosopis spp., segun un estudio llevado a cabo por lurlina
(2011). Esta miel, de color &mbar oscuro mostr6 un contenido total de flavonoides
mayoritarios de 7,73 mg de quercetina cada 100g de miel (mg QE/100g), este valor resulta
considerablemente mayor al contenido de flavonoides reportado por humerosos autores
para mieles mono- y multiflorales, encontrandose éstos entre 2,12 y 6,35 mg QE/100 g de
miel (Ferreira y col., 2009; Yao y col., 2004). M2, M3 y M4 corresponden a mieles
provenientes de la provincia de Buenos Aires, las cuales suelen presentar un contenido de
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compuestos flavonoides bastante menor, 2,43 mg QE/100 g miel, siendo las caracteristicas
geocliméticas de la region de procedencia esenciales en las caracteristicas del perfil de

compuestos flavonoides de las mismas (lurlina, 2011).
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Fig. 7. Capacidad de secuestro de radicales hidroxilo por parte de mieles. Espectros EPR
de (A) control positivo (CP), (B) control negativo (CN), (C) M1, (D) M2, E (M3) y F (M4).
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La capacidad de generar y secuestrar especies radicales libres depende de diversos
factores, como la concentracién de enzimas y compuestos antioxidantes presentes en la
matriz, los cuales, a su vez, se encuentran definidos por la vegetacion y las caracteristicas

geocliméticas de la region.

Debido al comportamiento pro- y antioxidante exhibido por la miel M1, fue elegida
para evaluar su capacidad como potencial modificador de sistemas proteicos. En los
capitulos siguientes ser4d denominada miel de Prosopis spp., en base al contenido

mayoritario de polen de esta especie vegetal (lurlina, 2011).
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3. Conclusiones

Las mieles argentinas estudiadas presentaron comportamientos disimiles frente a la
capacidad para producir y secuestrar radicales OHe. Todas las muestras fueron habiles en
el secuestro de radicales; en tanto que, sélo las mieles M1 y M3 exhibieron un

comportamiento pro-oxidante.
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CAPITULO IV
EVOLUCION DE LA POBLACION MICROBIANA

Y PERFIL FERMENTATIVO DE BAL
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1. Introduccion

1.1. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) constituyen un grupo de bacterias Gram positivas
agrupadas en base a ciertas caracteristicas morfologicas, metabdlicas vy fisiologicas. Se
trata de cocos o bacilos, anaerobios, aerotolorantes, no formadores de esporas, carentes
de catalasa y citocromos, que producen &cido lactico como uno de los principales productos
de la fermentacion de carbohidratos. De acuerdo con la clasificacion taxonémica actual,
pertenecen al phylum Firmicutes, clase Bacilli, y orden Lactobacillaes. Las diferentes
familias incluyen Aerococcaceae, Carnobacteriacea, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae y Streptococcaceae. Las BAL son conocidas principalmente por su
papel en la fermentacion de alimentos y bebidas. Una vasta variedad de propiedades
metabdlicas se obtienen de este grupo de lactobacilos, la mayor parte aislados de cereales
o derivados, entre ellas: fermentacién de carbohidratos, protedlisis y sintesis de acidos
organicos (lactico y acético) que contribuyen al desarrollo del flavour agrio, caracteristico
de estos productos (Di Cagno y col., 2003). El crecimiento y supervivencia de estos
microorganismos en sus nichos depende de su capacidad para responder a las condiciones
del ambiente, como temperatura, pH, disponibilidad de nutrientes y densidad poblacional

(Serrazanetti y col., 2009).
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1.2. Metabolismo fermentativo de BAL

Las BAL estan adaptadas a vivir en ambientes
microaerofilos ricos en nutrientes, que incluyen la
presencia de azlcares, péptidos, aminoacidos
preformados y vitaminas del complejo B (Jay, 2000;
Vrancken y col.,, 2008). La mayor parte de las BAL
obtienen energia sélo del metabolismo de los
carbohidratos y compuestos fermentables relacionados,
de manera que su desarrollo esta restringido a sustratos
ricos en azlcares (Pefaflor y Garcia Guerrero, 2007).
Las BAL han sido divididas en dos grupos en base a los
productos finales de su metabolismo: homo- vy

heterofermentativas.

Las especies que siguen la via homofermentativa
(Fig. 8), también llamada ruta Embden-Meyerhoff-Parnas
o glucdlisis, son capaces de convertir un mol de hexosa
en dos moles de acido lactico (Corsetti y Setani, 2007;
Parras-Huerta, 2010). Por su parte, y por medio de la via
6-fosfogluconato/fosfocetolasa (6-PG/PK) (Fig. 9), las
bacterias heterolacticas son capaces de metabolizar un
mol de glucosa en un mol de acido lactico, un mol de
diéxido de carbono (CO) y un mol de &cido acético o
etanol, dependiendo de la disponibilidad de sustratos
adicionales que pueden actuar como aceptores de

electrones (Corsetti y Settanni, 2007; Vrancken y col.,

Glucose
~ ATP
~ADP

Glucose-6-P

Fructose-6-P

- ATP

™~ ADP

Fructose-1,6-DP

o

A

Glyceraldehyde-3-P === Dihydroxy-
2P acetone-P
B P T S :

3. ;
™~ 2 NADH#2H' "=~ 73 :

2 1,3-Disphosphoglycerate
~ 2ADP
™~ 2 ATP

2 3-Phosphoglycerate

2 2-Phosphoglycerate

A H,O

2 Phospheenolpyruvate

2 ADP
(_All

™~ 2 ATP

2 Pyruvate

Fig. 8. Ruta metabdlica
homofermentativa (Lahtinen
y col., 2012).
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2008). En esta via se forma sélo un mol de ATP si el intermediario acetilfosfato es reducido
a etanol. Sin embargo, si el acetilfosfato es convertido en &cido acético, en presencia de
aceptores de electrones alternativos, se genera un mol extra de ATP (Lahtinen y col., 2012).
Todos los miembros de los géneros Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, Yy
Vagococcus son homofermentativos, como también lo son algunas especies del género
Lactobacillus. Los géneros heterofermentativos estan comprendidos por Leuconostoc,
Oenococcus, Weissella, Carnobacterium, Lactosphaera, y especies de Lactobacillus. Las
cepas heterofermentativas han adquirido un mayor interés a nivel industrial, debido a que
producen compuestos caracteristicos del aroma y sabor, como el gliceraldehido y diacetilo
(Jay, 2000; Parra-Huerta, 2010). De acuerdo con el perfil fermentativo exhibido, el género
Lactobacillus ha sido subdividido en tres grupos: el Grupo 1, incluye especies
homofermentativas obligadas como L. acidophilus, L. bulgaricus y L. delbrueckii; se trata de
bacterias termofilicas que no son capaces de fermentar pentosas. El Grupo 2 consiste en
especies heterofermentativas facultativas, como L. casei, L. plantarum y L. sake, las cuales
son capaces de fermentar pentosas; y el Grupo 3, comprendido por especies
heterofermentativas obligadas, incluyendo L. fermentum, L. brevis, L. reuteri y L.

sanfrancisco (Jay, 2000).
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1996). De hecho, la maltosa es el principal azUcar fermentable presente en masas; este
disacarido ingresa a las células microbianas a través del transportador maltosa/H*
(Neubauer y col., 1994), o bien mediante el sistema de transporte activo fosfotransferasa
(Le Breton y col., 2005). A su vez, al ingresar a la célula, la maltosa puede ser escindida en
dos moléculas de glucosa gracias a la actividad de una maltosa fosforilasa. La presencia
de estas enzimas representa una ventaja energética adicional para las BAL, dado que
posibilita la obtencion de dos monosacaridos fermentables (Vrancken y col., 2008). Una
caracteristica importante de las BAL heterofermentativas es su capacidad para utilizar
moléculas organicas como aceptores alternativos de electrones. La fermentacién de la
fructosa es un ejemplo en donde el mismo compuesto puede funcionar como dador y
aceptor de electrones. Al actuar como aceptor, la fructosa es reducida a manitol en una
reaccion catalizada por la enzima manitol deshidrogenasa y, en consecuencia, se regenera
NAD* (Lahtineny col., 2012; Vrancken y col., 2008); al mismo tiempo que el acetilfosfato es
convertido en acetato. Al seguir esta via se evita la necesidad de reducir el acetilfosfato en
etanol para regenerar NAD* y se produce la ganancia de un mol de ATP adicional,
incrementando significativamente el rendimiento energético durante este proceso (Gobbetti

y col., 1995).

1.3. BAL como fermentadoras de masas acidas

Las masas acidas, o sourdoughs, consisten en una mezcla de harinas y agua
fermentada por BAL y levaduras; siendo las BAL los microorganismos predominantes tanto
numeérica como metabolicamente (Ganzle y col., 2008). La fermentacion puede ser iniciada
de manera espontédnea, como consecuencia de la microflora autéctona de los granos de
cereal, que incluye BAL y levaduras, o bien por el agregado de cultivos iniciadores o

strarters de BAL (Aponte et al., 2014; Di Cagno et al., 2003).
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La fermentacion espontanea comienza una vez que la harina es mezclada con el
agua sin el agregado de un cultivo iniciador o de una porcién de masa madre, es decir una
fraccion de otra masa que haya sido previamente fermentada por BAL. Las especies
microbianas presentes en estas masas dependen de los microorganismos que constituyen
la microflora natural de las materias primas. La microflora predominante en masas
fermentadas espontaneamente consiste, principalmente, en especies homo- vy
heterofermentativas de los géneros Lactobacillus y Pediococcus presentes en los granos
de trigo y centeno (Salovaara, 1998). Dentro de las BAL homofermentativas es frecuente
encontrar las especies Lactobacillus casei, L. delbrueckii, L. farciminis y P. pentosaceus;
mientras que, las especies heterofermentativas dominantes son L. brevis, L. buchneri, L.

fermentum y L. plantarum (Géanzle y col., 2008; Stolz, 1995).

Por otra parte, en el proceso de elaboracion de masas acidas comerciales se utilizan
cultivos iniciadores en una concentracion de alrededor de 102 UFC/g (Stolz, 1995), cuya
incorporacién mejora las propiedades reolégicas y organolépticas de las masas (Barber y
col., 1991). La capacidad de las BAL para producir acidos organicos aporta humerosos
beneficios a las masas acidas, entre los cuales pueden destacarse el desarrollo del flavour
agrio caracteristico y el mejoramiento del tiempo de vida Gtil de los productos panificados
(Di Cagno y col., 2003; Vermeulen y col., 2006). Ademas de cumplir un rol primordial sobre
las caracteristicas organolépticas de las masas, la actividad de las BAL tiene un efecto
sobre la fraccién proteica de las harinas durante la fermentacion de masas acidas, y dado
que la red de gluten determina las propiedades reoldgicas y funcionales del sistema, este
efecto incide sobre la retenciéon de gas, el volumen de pan, la textura y el grado de

endurecimiento (Gerez y col., 2012; Vermeulen y col., 2006).

En este sentido, se propone estudiar el efecto de la miel sobre la cinética de

crecimiento y perfil fermentativo de BAL.
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2. Resultados

2.1. Actividad glucosa oxidasa en masas suplementadas con miel

La actividad glucosa oxidasa (GOX) en miel de Prosopis spp. (M1) fue estudiada
como parte del andlisis fisicoquimico efectuado en el Capitulo Il (2.1.). Sin embargo,
resulta fundamental evaluar su actividad en masas suplementadas con esta miel, de
manera de poder confirmar su actividad en el sistema como potencial modificador de las
proteinas de gluten. En todas las muestras estudiadas se obtuvieron reacciones positivas
para la actividad GOX. Los controles positivo y negativo consistieron en muestras de masas

de trigo-centeno con y sin agregado de miel, respectivamente.

2.2. Cinética de crecimiento de BAL en masas

La evolucién de la poblacién de BAL fue evaluada a 0 (to), 6 (ts), 12 (t12) y 19 (t1g) h
desde el comienzo de la fermentacion. En la Fig. 10 se muestran los recuentos de células
para masas sin inocular (control) y masas individualmente inoculadas con la respectiva
cepa de BAL. En masas control, los recuentos de células se encontraron entre 2,32 + 0,13
(to) y 3,74 £ 0,11 Log UFC/g (t19). Las BAL, junto con las levaduras, constituyen la microflora
natural de los granos de cereal (Aponte y col., 2014), y es frecuente encontrar a estos
microorganismos en masas preparadas a partir de diferentes harinas. Sin embargo, la
concentracion de BAL naturalmente presente en las harinas de trigo y centeno utilizadas no
fue suficiente para producir una acidificacion significativa en masas control (Fig. 12). Por el
contrario, la adicion de cultivos starter increment6 apreciablemente el contenido de acidos

organicos en estos sistemas como resultado de su metabolismo fermentativo (Fig. 12).
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Coincidiendo con el in6culo estandarizado de BAL agregado a las masas, todos los
recuentos iniciales estuvieron alrededor de 8,5 Log UFC/g. L. Plantarum exhibi6 la mayor
velocidad de crecimiento, incrementando significativamente su poblacion a 9,43 + 0,06 Log
UFC/g luego de 6 h de incubacion. Ganzle y col. (2008) han destacado esta especie por su
elevada capacidad de adaptacion al ambiente de una masa acida, motivo por el cual ha
sido elegida como una de las BAL mas ampliamente utilizada en procesos fermentativos
industriales. El resto de las cepas requirieron 12 h de fermentacion para alcanzar recuentos
apreciables. Al finalizar el periodo de incubacién (ti9), los recuentos de BAL fueron, en

promedio, 11 Log UFC/g, sin presentar diferencias significativas entre cepas.
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Fig. 10. Evolucién de la poblacion de BAL (Log UFC/g de
masa) durante 19 h de fermentacién: masas control (C) y
masas fermentadas con L. bulgaricus (LB), L. fermentum
(LF), L. plantarum (LP) y P. pentosaceus (PP). Letras
diferentes indican diferencias significativas p<0,05.
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Por otra parte, el agregado de miel de Prosopis spp. favorecid el crecimiento de las
BAL autoctonas de harinas de trigo y centeno (Fig. 11), aumentando significativamente el

namero de células a 4,69 + 0,38 Log UFC/g de masa (tio).
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Fig. 11. Evolucion de la poblacion de BAL (Log UFC/g de
masa) durante 19 h de fermentaciéon: masas con miel sin
inocular (M) y masas con miel fermentadas con L.
bulgaricus (LB), L. fermentum (LF), L. plantarum (LP) y P.
pentosaceus (PP). Letras diferentes indican diferencias
significativas p<0,05.

Adicionalmente, la presencia de miel modifico la cinética de crecimiento presentada
por L. bulgaricus y L. plantarum; ambas cepas exhibieron la mayor velocidad de

crecimiento, aumentando notablemente el nUmero de células entre 6 y 12 h de incubacion.
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En tanto que, L. fermentum y P. pentosaceus necesitaron entre 12 y 19 h de incubacion
para alcanzar recuentos semejantes. En sistemas viscosos, como lo es una masa, las
células bacterianas y/o levaduras se encuentran entrampadas dentro de la matriz, y la
difusion de los metabolitos y nutrientes, desde y hacia las células, se encuentra enlentecida,
afectando su cinética de crecimiento y desempefio fermentativo (Vernocchi y col., 2008);
de manera que, es necesario un tiempo de fermentacién superior a 8-16 h para observar

recuentos de células de aproximadamente 10° UFC/g (Vermeulen y col, 2006).

2.3. Perfil fermentativo de BAL en masas acidas

El perfil de acidificacion fue distintivo para cada cepa estudiada. En las Figs. 12y 13
estan presentados los valores de pH y TTA de masas sin y con miel e inoculadas con las

cepas de BAL.
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Fig. 12. Perfil de acidificacion. Valores de pH (A) y TTA (B) de masa control (C) y
masas fermentadas durante 19 h con L. bulgaricus (LB), L. fermentum (LF), L.
plantarum (LP) y P. pentosaceus (PP).

Los valores de pH de masas sin agregado de BAL, sin y con miel agregada, se

mantuvieron aproximadamente constantes durante 19 h de incubacion, siendo ligeramente

mas &cidas las masas con miel (pHi9: 6,04 £+ 0,36). Esta diferencia respecto de la masa sin

miel, no fue significativa y se atribuyd a la acidez natural de la miel, cuya presencia

descendié levemente el pH de las masas.

Con respecto a masas inoculadas, L. bulgaricus fue el microorganismo menos

acidificante de las cepas estudiadas (pHie: 4,56 + 0,24); sin embargo, la presencia de miel
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Fig. 13. Perfil de acidificacién. Valores de pH (A) y TTA (B) de masa con miel sin
inocular (M) y masas con miel fermentadas durante 19 h con L. bulgaricus (LB), L.
fermentum (LF), L. plantarum (LP) y P. pentosaceus (PP).

favoreci6 su cinética de acidificacién, con un incremento significativo en la produccién de
acidos organicos entre 6 y 12 h de incubacién. L. plantarum y P. pentosaceus fueron los
microorganismos mas acidificantes, exhibiendo las pendientes de acidificacion mas
pronunciadas en masas sin y con miel agregada, alcanzando valores de pH de alrededor
de 3,8 (t19). La presencia de miel no modifico la cinética de acidificacion de L. plantarum;
mientras que la produccion de acidos exhibida por P. pentosaceus mejoré notablemente,
registrando valores de TTA de 15,3 £ 1,3 ml NaOH 0,1 M. En estudios previos ha sido
comprobada la capacidad de P. pentosaceus para crecer y fermentar en soluciones de miel
hasta 50% (p/v) (Nutter y col., 2016). Por otro lado, la capacidad fermentativa L. fermentum
tampoco fue significativamente afectada por la presencia de miel, registrando valores de

pH de 4,04 al finalizar el periodo fermentativo.

En masas &cidas, el perfil de acidificaciéon de cada cepa de BAL depende de la
disponibilidad de carbohidratos solubles presentes en las harinas y de la capacidad que

poseen las BAL para metabolizarlos (Salovaara, 1998). Los principales azUcares
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fermentables en harinas de trigo y centeno son maltosa, sacarosa, glucosa y fructosa, cuyo
contenido en harinas de trigo se encuentra alrededor de 1,6% (p/p), mientras que en harinas
de centeno se presentan en fracciones traza. Sin embargo, esta Ultima posee una
concentracion relativamente elevada de pentosanos, componentes de las paredes
celulares del endospermo y salvado, presentes en diferentes concentraciones en los
cereales; las harinas de trigo contienen 1,4% (p/p), mientras que en el centeno rondan el
10% (p/p) (Eliasson, 1998). Los pentosanos pueden ser parcialmente hidrolizados por
enzimas endogenas de cereales, incrementando la biodisponibilidad de sus azlcares
constituyentes (Collar, 1996; Rocken, 1996), que incluyen a las pentosas D-xilosa y L-
arabinosa (Garnero y col., 2017), las cuales pueden ser utilizadas como fuente de carbono
por las BAL. Al igual que la mayoria de las especies de lactobacilos homofermentativos, L.
bulgaricus es incapaz de fermentar pentosas (Axelsson, 2004); de manera que, la
fermentacion de azlcares en masas inoculadas con esta cepa esta restringida a las
hexosas biodisponibles, condicionando el grado de acidez del sistema. En tanto que, P.
pentosaceus Yy los lactobacilos heterofermentativos L. plantarum y L. fermentum, son

capaces de utilizar las pentosas de las harinas como fuente de energia.

La actividad fermentativa de las BAL produce modificaciones notorias sobre las
propiedades organolépticas y reoldgicas de una masa. El incremento de la acidez modifica
la viscoelasticidad de varias formas: (1) favorece la gelificacion de pentosanos, proceso que
obstaculiza la agregacion proteica; y (2) promueve la activacion de proteasas endoégenas
de la harina de trigo (proteinasas asparticas y carboxipeptidasas) cuya actividad méaxima se
produce a pH 3,0-3,5 (Bleukx y Delcour, 2000; Vermeulen y col, 2006). Estas enzimas son
responsables de la hidrdlisis de las proteinas de gluten, modificando el sabor, volumen y

textura de las masas (Ganzle y col., 2008).
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Adicionalmente, la incorporacién de miel a las masas favorecio el crecimiento y el
metabolismo fermentativo de la mayoria de las BAL estudiadas debido al aporte extra de
azucares simples. La miel esta constituida, de acuerdo a su origen, por un 55-85% (p/v) de
glucosa y fructosa, que representan fuentes de carbono facilmente fermentables para las
BAL. Por otro lado, la fructosa puede ser utilizada como aceptor alternativo de electrones
por cepas heterofermentativas, incrementando el rendimiento energético por generacion de
un mol adicional de ATP (Lahtineny col., 2012; Vrancken y col., 2008). Numerosos estudios
han evidenciado el efecto de la miel sobre el crecimiento de BAL. Shamala y col (2000)
reportaron el crecimiento de L. plantarum en concentraciones hasta 9% (p/v). Estudios
realizados por nuestro grupo evidenciaron tolerancias bien diferenciadas entre cepas de
BAL; en tanto P. pentosaceus crecié en concentraciones hasta 50 % (p/v), L. fermentum

s6lo toleré un 12,5 % (p/v) (Nutter y col., 2016).
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3. Conclusiones

La bacterias acido lacticas presentaron perfiles fermentativos caracteristicos que
condicionaron la acidificacion del sistema masa acida. La suplementacion con miel
favorecid la cinética de crecimiento de L. bulgaricus y L. plantarum, y mejor6 el perfil

fermentativo de L. bulgaricus y P. pentosaceus.

L. plantarum fue la cepa més acidificante, aunque la suplementacién con miel no
moadifico significativamente los valores de pHy TTA. En tanto, el agregado de miel si mejor6
el perfil fermentativo de P. pentosaceus, incrementado la concentracion de acidos, respecto

de las masas sin miel.
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CAPITULO V

MICROESTRUCTURA DE MASAS ACIDAS
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1. Introduccion

1.1. Microestructura de masas

La funcionalidad de una masa esta dada por la formacion de una red viscoelastica
de gluten, cuyo estudio es fundamental para comprender relaciones estructura-funcion de
los ingredientes que conforman estos sistemas (Lucas y col., 2016). Dicha funcionalidad es
caracterizada, a escala macroscoépica, mediante mediciones reoldgicas (Bernkalu y col.,
2018). ElI comportamiento reolégico de una masa depende de su composicion y
microestructura, es decir, del arreglo espacial de sus constituyentes (McCanny col., 2013).
La elucidacién de las interacciones producidas entre sus componentes, a escala
microestructural, es lograda mediante técnicas microscépicas como son la microscopia

electrénica de barrido (SEM) y la microscopia de barrido laser confocal.

1.2. Proteinas de gluten

El gluten puede definirse como una matriz de proteinas que permanece insoluble y
sin alterar cuando la harina de trigo es lavada con agua; como consecuencia del lavado se
eliminan granulos de almidén y otros componentes solubles (McCann, 2013). Una vez que
las proteinas son hidratadas, se establecen interacciones entre sus fracciones principales,
gliadinas y gluteninas, que otorgan a la masa sus propiedades caracteristicas de absorcién
de agua, cohesividad, viscosidad y elasticidad (McCann, 2013; Wieser, 2007). De acuerdo
a su solubilidad en etanol-agua (60% v/v), las proteinas de gluten pueden clasificarse en
gliadinas solubles y gluteninas insolubles (Grosch y Wieser, 1999). Ambas fracciones son
importantes a la hora de impartir propiedades reolégicas, pero sus funciones son diferentes.

Las gliadinas hidratadas poseen baja elasticidad y son menos cohesivas que las gluteninas,
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confiriendo, principalmente, viscosidad y extensibilidad a las masas. En contraste, las
gluteninas hidratadas imparten tanto cohesividad como elasticidad (Wieser, 2007). Estas
propiedades funcionales, que hacen del gluten un producto Unico, se deben a la estructura
y grado de polimerizacion de las proteinas. Durante los procesos de amasado,
procesamiento y coccidn, las gliadinas y gluteninas interaccionan de varias maneras por
medio de interacciones por puente de hidrégeno, que son estabilizados por uniones
covalentes, como enlaces disulfuro y ditirosina, formando polimeros de diversos tamafios y
formas (McCann y col., 2013; Rasheed, 2015). Durante el amasado, las subunidades de
glutenina tienden a ordenarse linealmente promoviendo entrecruzamientos por puentes
disulfuro, lo cual incrementa la fuerza de la masa (McCann y col., 2013). Adicionalmente,
las cadenas polipeptidicas pueden conectarse entre si a través de enlaces covalentes
ditirosina formados entre dos residuos tirosina intermoleculares (Tilley y col., 2001). De esta
manera, la presencia de gliadinas y gluteninas es responsable de las propiedades

viscoelasticas caracteristicas de las masas (Wieser, 2003; Wieser, 2007).

El modelo mas aceptado para explicar las propiedades viscoelasticas del gluten fue
propuesto por Belton (1999) y es denominado loops and trains (Fig. 14). Segun este modelo,
el polimero de gluten presenta zonas mas curvas o “loops” y zonas mas rectas o “trains”, y

postula para los dominios repetitivos de las gluteninas que:
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Regidn train

Regién loop

Fig. 14. Modelo loops and trains. a.
estado de baja hidratacion y elevada
interaccién. b. estado de hidratacion
intermedia, baja relacion loop/train. c.
estado de hidratacién elevado, alta
relacion loop/train (Belton, 1999).

(a) Cuando el grado de hidratacion es bajo,
las proteinas se encuentran en un estado
desordenado de escasa estructura. Existen
numerosas interacciones proteina-proteina
a través de puentes de hidrégeno entre
residuos de glutamina, el aminoacido mas

abundante en esta fraccion proteica.

(b) A medida que aumenta el grado de
hidratacién (nivel intermedio), las proteinas
adquieren movilidad e interactian entre si

para formar 3-sheets (regiones “train”).

(c) En un estado de hidratacién ain mayor,
la movilidad de las proteinas se incrementa

y conduce a la formacion de puentes de

hidrégeno entre moléculas de agua y residuos de aminoacidos, lo cual se traduce en

regiones donde las interacciones intercadena se rompen (“loops”). Estas regiones son

moviles y estan asociadas a estructuras B-turns. De esta manera, el gluten es considerado

una entidad dinamica (Belton, 1999; Wellner, 2005). Adicionalmente, las uniones disulfuro

juegan un rol fundamental en este modelo. A través de las mismas se mantienen unidas las

moléculas en algunos puntos por medio de enlaces covalentes, lo cual imparte estabilidad

estructural y mantiene la integridad de la red de gluten (Shewry y col., 2001).
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1.2.1. Gliadinas

Las gliadinas comprenden un grupo de proteinas monoméricas clasificadas, en base
a su secuencia de aminoacidos y a sus pesos moleculares, en cuatro tipos diferentes: w5-
, W1,2-, a/B- y Y-gliadinas (Fig. 15) (Wieser, 1996). Las diferencias entre cada tipo de
gliadina son pequefias debido a sustitucion, delecion e insercibn de residuos de
aminoacidos individuales. Las w-gliadinas se caracterizan por presentar los contenidos mas
elevados de glutamina, prolina y fenilalanina, que en conjunto comprenden el 80% del total
de aminoé&cidos presentes, formando secuencias repetitivas ricas en estos aminoacidos.
Asimismo, la mayoria de las w-gliadinas carecen de cisteina, siendo incapaces de formar
puentes disulfuro, por lo que estan limitadas para formar interacciones covalentes en la
masa (Tatham, 1995). Las a/B- y Y -gliadinas presentan proporciones menores de glutamina
y prolina que las w-gliadinas, y difieren significativamente en el contenido de algunos
aminoacidos, como tirosina. El extremo N-terminal de estas gliadinas consiste
principalmente en secuencias repetitivas ricas en glutamina, prolina y fenilalanina; mientras
que el dominio C-terminal presenta secuencias no repetitivas con menor contenido de
glutamina y prolina que el N-terminal. Asimismo, presentan seis (a/B-gliadinas) y ocho (Y-
gliadinas) residuos cisteina, a partir de los cuales son capaces de formar tres y cuatro
enlaces disulfuro intracadena, respectivamente (Grosch y Wieser, 1999). Estos enlaces
disulfuro son importantes para mantener el plegamiento de la estructura, que determina la
naturaleza de las interacciones no covalentes con la red de gluteninas (Wrigley y col., 1998).
Las a/B- y Y- gliadinas contienen 30-35% de estructura a-hélice. En tanto que, las o-
gliadinas contienen ademas un 10% de B-sheets, y las w-gliadinas se presentan en la forma

B-turn (Tatham y col., 1995).
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Fig. 15. Clasificacion de las proteinas de gluten de acuerdo a Weiser y col.,
2007. LMW-GS: subunidad de glutenina de bajo peso molecular; HMW-GS:
subunidad de glutenina de elevado peso molecular; Da: Dalton; Cys:
cisteina.

1.2.2. Gluteninas

Las gluteninas consisten en proteinas agregadas unidas a través de puentes
disulfuro, las cuales presentan un amplio rango de pesos moleculares, entre 80.000 y varios
millones de Daltons (Fig. 15) (Wieser y col., 2007). La distribucién de pesos moleculares de
las gluteninas es uno de los factores determinantes de las propiedades de una masa. Los
polimeros de mayor tamafio son denominados en conjunto macropolimero de glutenina y
su elevado contenido en la harina de trigo (20-40 mg/g) confiere fuerza, elasticidad y
volumen. Las gluteninas, en base a sus pesos moleculares, pueden clasificarse en
subunidades de bajo peso molecular (LMW-GS) y subunidades de elevado peso molecular
HMW-GS. Las LMW-GS son similares a las a/B-gliadinas en términos de su secuencia de
aminoacidos y a su estructura de dominios N- y C- terminal. Comprenden el 20% de las
proteinas de gluten y contienen ocho residuos cisteina, seis de ellos ubicados en el dominio

N-terminal, pudiendo formar puentes disulfuro intracadena. Mientras que los residuos
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adicionales, debido a impedimentos estéricos, son incapaces de formar enlaces
intracadena, generando puentes disulfuro intercadena al enlazarse a otras gluteninas. La
importancia de los enlaces disulfuro en la estabilizaciéon del macropolimero de gluten (MPG)
fue demostrada mediante la adicion de agentes reductores, que produjo el debilitamiento

de las masas y el aumento de la solubilidad de las gluteninas (Shewry y col., 2001).

Las subunidades

o-gliadin o
@ T5EB050008 @55 HMW-GS son Unicas
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LMW subunit propiedades
Fig. 16. Esquemade la estructura de lared de gluten (Shewry y funcionales La
col., 2001). LMW: subunidad de glutenina de bajo peso '
molecular. HMW: subunidad de glutenina de elevado peso proporcion de
molecular. S-S: puentes disulfuro.

glutamina en las HMW-GS es de 1:1 en relacién a los aminoacidos restantes presentes en
esta fraccion (Belton, 1999). Estas subunidades proteicas consisten en un dominio
repetitivo central que, por ser rico en B-turns y B-sheets, adopta una conformacion
supersecundaria inusual conocida como B-espiral (Shewry y col., 2001); y los dominios N-
y C- terminal, caracterizados por su estructura de tipo globular, adoptan una conformacion
a-helical (Rasheed, 2005; Shewry y col., 2001). Las secuencias repetitivas presentan una
elevada hidrofobicidad y, debido a la estructura quimica de la glutamina, poseen la
capacidad de formar enlaces puente de hidrégeno intra- e intermoleculares (Belton, 1999).
En los dominios terminales se encuentran la mayoria de los residuos de cisteina, que

proveen los sitios de formacién de puentes disulfuro intermoleculares, posibilitando la
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polimerizacién caracteristica de estas proteinas (Shewry, 2001). Ambas fracciones
proteicas, gliadinas y gluteninas, interaccionan entre si mediante fuerzas no covalentes

(Fig. 16), contribuyendo a la viscosidad del gluten.

1.3. Efecto de enzimas enddgenas de cereales sobre el macropolimero de

gluten

La actividad fermentativa de las bacterias acido lacticas (BAL) confiere una acidez
caracteristica a la masa, y le otorga su denominacion de masa &cida o sourdough. Durante
la fermentacion acidolactica, y dependiendo del perfil metabdlico de cada cepa de BAL, el
pH puede descender hasta valores comprendidos entre 3,5 y 4,0. Estos valores coinciden
con el pH de activacion de proteasas endbgenas de harinas de trigo y centeno, cuyo 6ptimo
se encuentra entre 3,0 y 3,5, responsables de la hidrdlisis parcial de las proteinas de gluten
(Ganzle y col., 2008; Vermeulen y col., 2006). De esta manera, la actividad fermentativa de
las BAL modifica la fraccidn proteica de las harinas, impactando sobre las propiedades
reoldgicas, retencion de gas, volumen y textura de masas. A su vez, los eventos
proteoliticos ocurridos durante la fermentacién proveen los sustratos para la conversion
microbiana de aminoéacidos en compuestos precursores del flavour (Vermeulen y col.,
2006). Algunas cepas de BAL son capaces de hidrolizar de manera directa a las proteinas
de gluten, sin embargo, las cepas estudiadas en el presente trabajo de tesis no presentan
actividad proteolitica en este sistema (Saiz, 2011); por lo tanto, cualquier cambio ocurrido
en el gluten tiene su origen en la actividad enzimatica de las harinas. Dentro de estas
enzimas se destacan las proteasas asparticas y las carboxipeptidasas (Ganzle y col., 2008);
las primeras catalizan la degradacién de proteinas a péptidos, mientras que las peptidasas
hidrolizan enlaces peptidicos, escindiendo péptidos a aminoacidos libres (Loponen y col.,
2004). Los aminoacidos y péptidos contribuyen al desarrollo de sabores de los alimentos
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fermentados y son precursores importantes de los compuestos volatiles del flavour (Ganzle

y col., 2008).

De esta manera, se propone estudiar los cambios microestructurales en las proteinas
de gluten inducidos por la actividad fermentativa de BAL y por componentes bioactivos

presentes en la miel.
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2. Resultados

2.1. Efecto de BAL sobre la microestructura de masas

De manera de evaluar el impacto de la actividad fermentativa de BAL sobre la
microestructura, masas de trigo-centeno inoculadas con BAL fueron estudiadas utilizando

microscopia electronica de barrido (SEM) a 0 (to), 6 (ts), 12 (t12) ¥ 19 (t19) h de fermentacion.

Las muestras de masa sin inocular (control) no exhibieron cambios
microestructurales significativos a lo largo del periodo de incubacion (to-tie) (Fig. 17). Las
proteinas de gluten se presentaron formando una matriz amorfa y homogénea, con granulos

de almidén de forma esférica u ovalada de 5 a 20 um de diametro.
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Fig. 17. Micrografias electrénicas de barrido de masas control: (A) 0 h y (B) 19 h de
incubacion. A: matriz amorfa; S: granulo de almidén de ~ 20 um; Asterisco (*): granulo
de almidén de ~ 5 um.

Durante las primeras 6 h de fermentacion las muestras de masa inoculadas con BAL
presentaron una microestructura semejante a la observada en masas control (Figs. 18, 19,
20, 21: Ay B), los granulos de almidén se presentaron embebidos en una matriz de proteina
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amorfa. Fueron necesarias 12 h de fermentacion para que se indujeran cambios

microestructurales significativos en el MPG.

2.1.1. L. bulgaricus

Luego de 12 h de fermentacion utilizando L. bulgaricus, la matriz de gluten exhibio
un aspecto mas abierto, con un desarrollo incipiente de fibras cuyo espesor promedio fue 1
um (Fig. 18 C). Estas caracteristicas de microestructura otorgaron al gluten un aspecto
poroso, que fue vinculado a la despolimerizacion, es decir, a la hidrolisis parcial del MPG
para formar subunidades de menor peso molecular. Conforme transcurrié el periodo
fermentativo (t19), se produjeron cambios sustanciales en la microestructura (Fig. 18 D), la
hidrélisis de gluten fue aln mas marcada, formando una red regular de fibras de
aproximadamente 3 um de espesor. En coincidencia con los resultados obtenidos por
numerosos autores (Bleukx y Delcour, 2000; Clarke y col., 2004 Vermeulen y col., 2006), la
despolimerizacion del MPG estuvo asociada al incremento de acidez durante la

fermentacion acidolactica. Entre 12 y 19 h de incubacién el pH alcanzo los valores 6ptimos
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de activacion de proteasas endogenas de cereales, las cuales son responsables de la

hidrélisis de estas proteinas.

Fig. 18. Micrografias electrénicas de barrido de masas inoculadas con L. bulgaricus a
(A) 0, (B) 6, (C) 12y (D) 19 h de fermentacion. A: gluten amorfo; S: granulo de almidon
de ~20 um; Asterisco (*): granulo de almidén de ~ 5 um; Flechas rojas: fibras de gluten.

2.1.2. L.fermentum

En las micrografias de masas inoculadas con L. fermentum se observaron cavidades
correspondientes a burbujas de diéxido de carbono (CO>) (Fig. 19 B), uno de los productos
del metabolismo heterolactico exhibido por esta cepa, asi la masa exhibié un aspecto mas
abierto. Luego de 12 h de incubacion, la despolimerizacion del MPG produjo una matriz

proteica extendida y la formacién de fibras cuyo espesor estuvo comprendido entre 2 y 20
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um (Fig. 19 C). Transcurridas 19 h de fermentacion, las fibras sufrieron una disgregacion
completa y, en consecuencia, el gluten adquirioé un aspecto discontinuo (Fig. 19 D). El grado
de hidrdlisis experimentado por las proteinas de gluten no puede ser explicado Unicamente
por la actividad de proteasas pH-dependientes propias de las harinas. Agentes reductores,
como el glutation (GSH), frecuentemente encontrados en harinas de trigo, poseen la
capacidad para reducir enlaces disulfuro (SS). Como resultado de esta reaccion, se forman
polimeros de menor peso molecular y glutatiéon oxidado (GSSG) (Wieser y col., 2007). Las
especies heterolacticas, como L. fermentum, son capaces de expresar glutation reductasa,
enzima que cataliza la reduccién del GSSG a GSH (Ganzle y col., 2008). Asi, el agente
reductor es regenerado, pudiendo actuar nuevamente sobre los puentes disulfuro y, por lo
tanto, es capaz de promover un mayor grado de hidrdlisis. En concordancia con una red de
gluten disgregada, ensayos reoldgicos realizados por Saiz (2011) sobre masas fermentadas

con esta cepa, mostraron una disminucion significativa del médulo elastico.

64



15kU *1. 8688 18 km

Fig. 19. Micrografias electrénicas de barrido de masas inoculadas con L. fermentum a
(A)O, (B) 6, (C)12y (D) 19 h de fermentacion. A: matriz amorfa; S: granulo de almidon de
~ 20 um; Asterisco (*): granulo de almidén de ~ 5 um; Numeral (#): burbujas de COy;
Flechas rojas: fibra de gluten; Flechas azules: gluten desagregado.

2.1.3. L. plantarum

En masas fermentadas con L. plantarum (t12), la disposicion espacial del MPG
consistié en una lamina de proteina extendida (Fig. 20 C), y se diferenci6 marcadamente
de la microestructura de masas inoculadas con el resto de las cepas. Algunas regiones
presentaron fibras delgadas de proteina cuyo espesor aproximado fue 0,6 um. A 19 h de
incubacién, el gluten prevalecié como una lamina desplegada que cubrié los granulos de
almiddn. Esta cepa fue la méas acidificante; produjo la concentracion mas elevada de acidos

organicos a lo largo del periodo fermentativo (tio: pH 3,72; TTA 16,3 ml NaOH 0,1 M). Ha
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sido reportado que una concentracién elevada de protones favorece la repulsion entre
subunidades de glutenina, lo cual permite la formacion de puentes de hidrégeno entre
residuos de aminoacidos y moléculas de agua (Clarke y col., 2001). Asi, la proteina

solvatada permite el desarrollo de microestructuras de tipo laminar.
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Fig. 20. Micrografias electrénicas de barrido de masas inoculadas con L. plantarum a (A)
0, (B) 6, (C) 12y (D) 19 h de fermentacion. A: gluten amorfo; S: granulo de almidén de
~20 um; Asterisco (*): granulo de almidon de ~ 5 um; L: lamina de gluten; Flechas rojas:
fibras de gluten.

2.1.4. P.pentosaceus

La microestructura del MPG de masas inoculadas con P. pentosaceus fue
notablemente modificada luego de 12 h de incubacion. La matriz de gluten se desarrolld

como una estructura proteica menos densa, en la cual se observaron fibras de espesor
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aproximado a 2 um (Fig. 21 C). Los cambios microestructurales mas importantes ocurrieron
luego de 19 h de incubacion; el gluten se presenté formando una red tridimensional de
fibras, con un espesor promedio de 2,5 um (Fig. 21 D), semejante a la red observada en

masas fermentadas por L. bulgaricus.

P. pentosaceus fue la segunda cepa mas acidificante de las cuatro estudiadas, el
descenso significativo en los valores de pH observados a 12 h de fermentacién coincidié
con los cambios de microestructura observados (t12). Es importante destacar que, si bien
L. plantarum y P. pentosaceus exhibieron las pendientes de acidificacion mas
pronunciadas, el MPG de ambas masas adoptd disposiciones espaciales bien
diferenciadas; en el primer caso se observo un predominio de laminas y el segundo estuvo

caracterizado por una red de fibras tridimensional.
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Fig. 21. Micrografias electronicas de barrido de masas inoculadas con P. pentosaceus a
(A) 0, (B) 6, (C) 12y (D) 19 h de fermentacion. A: matriz amorfa; S: granulo de almidon de
~20 um; Asterisco (*): granulo de almidén de ~ 5 um; Flechas rojas: fibras de gluten.

Los cambios de microestructura observados en el MPG son el resultado de
numerosos eventos desencadenados en un sistema tan complejo como es una masa acida.
Estos fueron consistentes con el grado de acidificacién producido en masas luego de 12 h
de fermentacion; los valores de pH (3,7-4,5) se acercaron a los éptimos de activacion de
enzimas enddgenas de harinas de trigo y centeno (pH 3,0-3,5), consideradas las principales
responsables de la hidrdlisis de proteinas de gluten. Como resultado se forman polimeros
de menor peso molecular (Ganzle y col., 2008) que, en base a las micrografias obtenidas,
son reordenados en el sistema y conducen al desarrollo de estructuras definidas, como

fibras y laminas. Por otra parte, un exceso de hidrdlisis sobre el MPG, como se observé en
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masas fermentadas por L. fermentum, produjo una disgregacion extrema que afecta sus

propiedades viscoelasticas.

2.2. Efecto de BAL sobre la microestructura de masas suplementadas con

miel

Con el objetivo de estudiar el efecto ejercido por la miel sobre la microestructura de
masas acidas, se prepararon masas a partir de harinas de trigo-centeno, miel (6,5% p/p) y
el respectivo in6culo de BAL. Ha sido previamente comprobado, mediante estudios in vitro,
que la miel de Prosopis spp, en concentraciones inferiores a 25 % (p/v) promueve el

crecimiento de BAL (Nutter y col., 2016).

En primer lugar, se evalué el efecto que ejerce la miel per se sobre la microestructura
de gluten. Se prepararon masas de acuerdo a lo indicado anteriormente, exceptuando el
agregado de in6culo bacteriano, las cuales fueron incubadas durante 19 h. A lo largo del
periodo de incubacién (to-t19), €l gluten se presenté como una red densa hiperconectada de
proteina (Fig. 22), cuyo aspecto se diferencié notablemente de la matriz amorfa observada
en masas sin miel. Al finalizar el periodo de incubacién (tig), se observaron fibras de
alrededor de 10 um de espesor, las cuales no estuvieron presentes en masas control. Para
poder explicar este comportamiento es importante mencionar que la miel es una fuente de
numerosas enzimas y compuestos bioactivos, entre los cuales se destaca la glucosa
oxidasa (GOX). Esta enzima ha atraido gran interés en procesos de mejoramiento de
masas de trigo, siendo propuesta como reemplazo de aditivos quimicos (Rasiah y col.,
2005; Dunnewind y col., 2002). Los mecanismos por los cuales la GOX actia sobre las
proteinas de gluten han sido estudiados pero no completamente resueltos. Se ha reportado

que el caracter oxidante de uno de sus productos cataliticos, el peroxido de hidrégeno
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(H202), promueve la oxidacién de los grupos sulfhidrilo libres entre residuos de cisteina,

haciendo posible el entrecruzamiento y polimerizacion (Miller y Hoseney, 1999).

X488 SBrm

Fig. 22. Micrografias electronicas de barrido de masas con miel sin inocular a (A) 0,
(B) 6, (C) 12y (D) 19 h de incubacién. A: matriz amorfa; S: granulo de almidén de ~20
pm; Asterisco (*): granulo de almidon de ~ 5 pym; Flechas rojas: fibras de gluten.
Flechas discontinuas: matriz hiperconectada de proteina.

Por otro lado, durante las primeras 6 h de incubacion, las proteinas de gluten de
masas con miel e inoculadas con BAL también se presentaron como una red
hiperconectada de proteina, confirmando que la miel introduce modificaciones en la

microestructura del MPG.

70



2.2.1. L. bulgaricus

Durante el periodo fermentativo (ti2-t19), el gluten adquirié un aspecto de lamina
gruesa extendida (Fig. 23), diferenciandose completamente de las estructuras formadas en
masas inoculadas con L. bulgaricus sin miel, que consistieron en una red de fibras de gluten.
Evidentemente, los componentes aportados por la miel, como azucares, enzimas, H,O, y
otros compuestos bioactivos, son determinantes de la microestructura adoptada por el

MPG.

Fig. 23. Micrografias electrénicas de barrido de masas con miel inoculadas con L.
bulgaricus a (A) 0, (B) 6, (C) 12y (D) 19 h de incubacién. A: matriz amorfa; S: granulo
de almiddn de ~20 um; Asterisco (*): granulo de almidén de ~5 um; L: lamina de
gluten; Flechas rojas: fibras de gluten. Flechas discontinuas: matriz hiperconectada
de proteina.
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2.2.2. L.fermentum

La microestructura de masas con miel e inoculadas con L. fermentum se diferencié
ampliamente de aquella observada en masas fermentadas sin miel. A partir de 6 h de
fermentacion, la matriz de gluten se presenté como una red hiperconectada de proteina con
numerosas fibras, y asi se mantuvo durante las 19 h de incubacion (Fig. 24). Teniendo en
cuenta que la actividad de L. fermentum habia modificado la red de gluten hasta su
desagregacion, podemos concluir que la inclusiéon de miel indujo la formacion de una red

cohesiva de proteina, evitando la hidrélisis excesiva del MPG.
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Fig. 24. Micrografias electronicas de barrido de masas con miel inoculadas con L.
fermentum a (A) 0, (B) 6, (C) 12y (D) 19 h de incubacidn. A: matriz amorfa; S: granulo
de almiddn de ~ 20 um; Asterisco (*): granulo de almidon de ~ 5 um; Flechas rojas:
fibras de gluten. Flechas discontinuas: matriz hiperconectada de proteina.
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2.2.3. L. plantarum

Las caracteristicas de microestructura de masas fermentadas con L. plantarum con
y sin agregado de miel fueron semejantes, mostrando un predominio de lamina solvatada
de proteina (Fig. 25). Al igual que en las otras masas suplementadas con miel, se observo

una red hiperconectada de proteina.

Fig. 25. Micrografias electrénicas de barrido de masas con miel inoculadas con L.
plantarum a (A) 0, (B) 6, (C) 12y (D) 19 h de fermentacién. A: gluten amorfo; S: granulo
de almidon de ~20 um; Asterisco (*): granulo de almidén de ~ 5 pm; L: lamina de gluten;
Flechas rojas: fibras de gluten; Flechas discontinuas: matriz hiperconectada de
proteina.
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2.2.4. P. pentosaceus

Transcurridas las primeras 6 h de incubacion, el gluten de masas con miel
fermentadas por P. pentosaceus exhibié un aspecto poroso, con un desarrollo incipiente de
fibras (Fig. 26 B). Durante la fermentacidn se vio favorecida la despolimerizacion del gluten
hacia la formacién de fibras (Fig. 25 D). Sin embargo, éstas no se dispusieron formando

una red regular, como ocurrié en masas sin miel inoculadas por esta cepa.
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Fig. 26. Micrografias electronicas de barrido de masas con miel inoculadas con P.
pentosaceus a (A) 0, (B) 6, (C) 12y (D) 19 h de incubacion. A: matriz amorfa; S:
granulo de almidén de ~20 um; Asterisco (*): granulo de almidon de ~ 5 um; Flechas
rojas: fibras de gluten. Flechas discontinuas: matriz hiperconectada de proteina.
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En todas las muestras estudiadas, la presencia de miel modifico la microestructura
de gluten desde el to, cambiando el aspecto amorfo de la matriz por una red densa de
proteina. A partir de los resultados micrograficos obtenidos, fue posible inferir que la
presencia de miel condiciond, en cierta medida, la actividad de proteasas enddgenas
provenientes de las harinas y/o la actividad reductora de GSH sobre las proteinas de gluten.
Este efecto fue notable en masas inoculadas con L. fermentum, en las cuales el agregado
transform6 una matriz disgregada o discontinua de gluten en una microestructura mas
cohesiva. Asimismo, en presencia de miel, las fibras no adoptaron el ordenamiento espacial
regular de tipo red, observado en masas fermentadas por L. bulgaricus y P. pentosaceus.
Por su parte, la formacion de estructuras laminares no se vio afectada, sino que, por el
contrario, fue promovida. En este sentido es posible hipotetizar que la concentracién de
grupos OH provenientes de los azlicares promueve las interacciones con el agua y, por lo
tanto, la formaciéon de estructuras solvatadas; al mismo tiempo dificulta la interaccién
intercadena que caracteriza la formacién de fibras. La prevalencia de uno u otro evento

dependera del desplegamiento de proteina segun la BAL empleada.
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3. Conclusiones

Los cambios observados en la microestructura de masas acidas durante el proceso
de fermentacion pueden tener consecuencias deseables, como el desarrollo de una red de
fibras y/o estructuras laminares de proteina. Sin embargo, la actividad de ciertas BAL, como
L. fermentum, puede tener efectos adversos en lo que respecta a la reologia del producto
final, al producir una despolimerizacion excesiva de las proteinas de gluten. En todos los
casos, los cambios estan asociados no solo al perfil fermentativo de cada cepa, sino
también a la actividad enzimatica caracteristicas de cada especie. Adicionalmente, el
agregado de una matriz rica en compuestos bioactivos, como la miel, introdujo cambios
microestructurales en el gluten y condicioné la formacién de la microestructura generada
por la actividad de BAL. La presencia de miel promueve entrecruzamientos efectivos entre
proteinas, capaces de minimizar o limitar la hidrélisis del MPG. De esta manera, la
optimizacion de un producto fermentado depende de la naturaleza del microorganismo a

utilizar y de las potenciales modificaciones que pueden inducir los aditivos agregados.
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CAPITULO VI

CAMBIOS EN LA ESTRCUTURA SECUNDARIA
Y TERCIARIA DE LAS PROTEINAS DE
GLUTEN

77



1. Introduccion

1.1. Proteinas: estructuras primaria, secundariay terciaria

Las proteinas son polimeros biolégicos formados a partir de diferentes
combinaciones de sus 20 monodmeros, los aminoacidos, formados por un carbono alfa (Ca)
unido covalentemente a: un atomo de hidrégeno, un carbono carboxilico, un nitrégeno
aminico y un residuo especifico o grupo lateral de cada aminoacido (R) (Fig. 27). La
estructura primaria de las proteinas comprende la secuencia lineal de aminoacidos unidos
mediante enlaces amida, ampliamente conocidos como enlaces peptidicos (Gallagher,
1997). Quimicamente, el enlace peptidico consiste de un enlace covalente que ha sido
formado como resultado de una reaccién de condensacion entre un acido carboxilico y un
grupo amino de dos aminoacidos, con la consecuente pérdida de una molécula de agua

(Fig. 28) (Petsko y Ringe, 2004).

Grupo Carboxilo

Grupo Amino
~ Y17
H— III — ?— C—OH
g
H R Carbono-a

Residuo lateral “R”

Fig. 27. Estructura de un aminoécido,
unidad basica necesaria para la formacién
de las proteinas (Gallagher, 1997).

El aminoacido mas abundante en las proteinas de gluten es la glutamina, y junto

con la prolina y glicina conforman més del 50% de los amino&cidos presentes en el gluten.
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Esta caracteristica limita los
tipos de estructuras
secundarias que pueden
adoptar las proteinas de
gluten, especialmente si los
tres aminoacidos tienden a
localizarse en  posiciones
conservadas dentro de modos
repetitivos en el polimero
(Shewry y col., 2001). Otros de

los aminoacidos

Enlace
Ry peptidico

Carboxilo terminal
(C terminal)

Amino terminal
(N terminal)

Dipéptido

Fig. 28. Reaccién de formacion e hidrolisis del enlace
peptidico. La formacién (de arriba hacia abajo) y la
hidrélisis (de abajo hacia arriba) del enlace peptidico
requiere la pérdida y adicion, respectivamente, de una
molécula de agua (Petsko y Ringe, 2004).

frecuentemente encontrados en las proteinas de gluten son triptéfano, cisteina y tirosina.

La cisteina se localiza preferentemente en los dominios no repetitivos N- y C- terminal de

las gluteninas, mientras que la tirosina se encuentra en los dominios repetitivos tirosina-

tirosina-prolina-treonina-serina (YYPTS) de las subunidades de glutenina de elevado peso

molecular (HMW-GS) (Tilley y col., 2001). Estos dos aminoacidos participan de la formacion

de enlaces intermoleculares que estabilizan a las proteinas de gluten, requisito necesario

para posibilitar su polimerizacion; al tiempo que, contribuyen con la formacién de la

estructura cuaternaria de estas proteinas (Shewry y col., 2001; Tilley y col., 2001). Por

oxidacién de grupos tiol libres (SH), la cisteina puede formar tanto enlaces intra- como inter-

cadena (Shewry y col., 2001). Mientras que, los enlaces ditirosina solo pueden ocurrir entre

dos cadenas polipeptidicas, dado que existen impedimentos estéricos entre residuos

tirosina ubicados adyacentemente (Tilley y col., 2001) (Fig. 29).
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Fig. 29. Mecanismo de formacidon de enlaces ditirosina (Joye y col.,
2009).

protein

La naturaleza de los grupos laterales de los aminoacidos que conforman la
estructura primaria de las proteinas determina la forma en que puede plegarse la cadena
polipeptidica. Estos grupos poseen diferentes tendencias a interaccionar entre si y con
moléculas de agua, de acuerdo se trate de residuos de naturaleza hidrofébica, hidrofilica o

anfipatica, contribuyendo a la estabilidad y funcion proteica (Petsko y Ringe, 2004).
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En condiciones fisiologicas, las cadenas laterales hidrofébicas de aminoacidos
neutros no polares, como fenilalanina e isoleucina, se encuentran inmersas en el interior de
la proteina formando una estructura compacta, de manera de minimizar el contacto con el
agua. Dentro del “core” hidrofébico los grupos no polares pueden interactuar a través de
fuerzas de Van der Waals; mientras que, los grupos aromaticos presentes en fenilalanina y
tirosina suelen empaquetarse juntos. Por otra parte, debido a su caracter hidrofilo, los
aminoacidos acidos y basicos se encuentran en la superficie de la proteina e interactian
con moléculas de agua a través de puentes de
hidrogeno. El plegamiento de los grupos hidrofobicos
acerca inevitablemente la cadena polipeptidica
principal, o backbone, que contiene a los grupos amino
(NH) y carbonilo (C=0), hacia el core hidrofébico
(Gallagher, 1997; Murray y col., 2017). Es asi como la
cadena polipeptidica forma enlaces puente de
hidrégeno consigo misma generando segmentos que
se repiten regularmente, determinando, asi, la
estructura secundaria de las proteinas. Han sido
definidos tres tipos principales de estructura

secundaria: a-hélice, B-sheet y p-turn (Petsko y Ringe,

2004). La conformacién a-hélice surge a partir de la

Fig. 30. Estructura a-hélice.
Formacion de enlaces puentes de
hidrégeno (linea roja punteada)
entre atomos de oxigeno (rojo) e
hidrégeno (blanco) de los grupos

interaccion intracadena entre el atomo de oxigeno del
grupo carbonilo de un aminoacido (n) y un atomo de

hidrégeno perteneciente al grupo amino de un

carbonilo y amino,
aminoacido localizado a cuatro residuos de distancia ;%%a‘)acnvameme (Petsko y Ringe,

(n+4), formando una estructura cilindrica (Fig. 30). Si
bien cualquier aminoacido puede estar formando parte de una a-hélice, existe una
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tendencia denominada “propensién a la hélice”, en donde la prolina y glicina son los
amino&cidos menos propensos a aparecer en la misma. En el caso de la prolina, el atomo
de nitrégeno de su enlace peptidico no tiene unido un &tomo de hidrégeno para formar un
enlace puente de hidrégeno con el amino&cido en (n+4). Ademas, el metileno unido al
nitrégeno del enlace peptidico también provoca impedimentos estéricos que hacen que la
hélice tienda a romperse en el punto donde se encuentra la prolina. Prolina y glicina
predominan en la estructura primaria de gluteninas y abundan en conformaciones de tipo
B, especialmente en B-turns (Shewry y col., 2001). Los dominios N- y C- terminal de las
gluteninas estan estabilizados por enlaces disulfuro intercadena formados entre residuos
cisteina, y consisten predominantemente de estructuras a-hélices (Tilley y col., 2001).
Adicionalmente, cuando una molécula de agua se inserta en la estructura helicoidal se
establecen puentes de hidrégeno entre ella y los oxigenos carbonilicos de la proteina, en
consecuencia, la hélice se distorsiona y define la formacion de una hélice solvatada (Murray

y col., 2017; Petsko y Ringe, 2004, Yamamoto y col., 2014).

Por otro lado, la conformacién 3-sheet surge cuando dos segmentos polipeptidicos,
llamados B-strands, o hebras-f3, establecen puentes de hidrégeno entre si, generando un
modelo especifico de interacciones que conduce a la formacién de una estructura plegada

Esqueleto polipeptidico

(Zhang y col., 2009). Estos

o

CH = ioH, = ot = B CH, enlaces no covalentes, junto a
Enlace iénico é
P de H
s : las fuerzas de Van der Waals,
(e]
Il . e
Puente B confieren estabilidad a la
disulfuro CH,

estructura B-sheet (Murray y

CH
2\3\8
~CH,

col., 2017). Las hebras-p

Interacciones
hidrofébicas

adyacentes acercan a los

Fig. 31. Tipos de interacciones establecidas entre _ o
aminoacidos en una cadena polipeptidica (Petsko y Ringe, | residuos de aminoacidos
2004).
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que se encuentran distantes, generando un modelo especifico de interacciones que
produce el apareamiento entre los mismos, formando la estructura B-sheet (Zhang y col.,
2009). La conformacién B-sheet puede tener una conformacion paralela, cuando los grupos
N- terminal de ambas hebras se encuentran en el mismo extremo, o antiparalela, si los
grupos N- terminal de ambas cadenas estan en extremos opuestos (Fig. 31) (Petsko y
Ringer, 2004). Entre los tipos de fuerzas que pueden interactuar entre dos hebras- se
incluyen puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals, interaccion electrostética,
enlaces ionicos, efecto hidrofébico (Fig. 32); y entre ellas, el efecto hidrofébico es el mas

importante (Parisien y col., 2007).

Los aminoacidos voluminosos, tirosina, fenilalanina, triptéfano, junto con los
residuos treonina, valina e isoleucina son propensos a formar parte de la region central de
las estructuras B-sheets. En tanto, la prolina es frecuentemente encontrada formando parte
de los extremos de esta conformacion (Bhattacharjee y Biswas, 2010). Una caracteristica
particular de las hebras-B antiparalelas es que favorecen la formacién de puentes disulfuro
entre dos residuos cisteina. (Fooks y col., 2006; Harrison y col., 1996). Este
comportamiento se debe a que la cisteina adopta posiciones C- y N-terminal que posibilitan
los entrecruzamientos entre residuos de cisteina s6lo en la conformacion B-antiparalela. En

la conformacién B-paralela, los residuos tiol laterales ubicados en cadenas adyacentes no
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se encontrarian geométricamente predispuestos para la interaccion de puentes disulfuro

(Bhattacharje y Biswas, 2010).

- Antiparalela

L Paralela

puente de hidrégeno.

Fig. 32. Estructura B-sheet en las conformaciones paralela y antiparalela (Petsko
y Ringe, 2004). Circulo rojo: oxigeno; azul: nitrégeno; gris: carbono; blanco:
hidrégeno; figuras geométricas: cadena lateral del aminoacido; linea punteada:

Otra de las estructuras secundarias de importancia en las
proteinas son los giros-B, o B-turns (Fig 33). En esta estructura,
la cadena polipeptidica se pliega sobre si misma en un angulo
de aproximadamente 180 grados, cambiando su direccion. Este
giro comprende la interaccién por puente de hidrégeno entre el
oxigeno carbonilico de un residuo (n) y el grupo amino del
residuo n+3, revirtiendo la direccibn de la cadena. Las
moléculas de agua pueden donar y aceptar puentes de

hidrégeno a estos grupos, de manera que los B-turns suelen

Fig. 33. Estructura
secundaria B-turn
(Petsko 'y Ringe,
2004).

encontrarse en la superficie de las proteinas plegadas (Murray y col., 2017, Petsko y Ringe,
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2004). Por otra parte, los polimeros pueden presentarse formando arreglos en donde sus
monémeros se encuentran orientados de manera aleatoria; en este caso no se trata de una
estructura secundaria, sino de una distribucién estadistica conocida como estructura

desordenada o random coil (Smith y col., 1996).

La estructura terciaria es la forma tridimensional adoptada por una proteina cuando
ésta se pliega sobre si misma. Esta estructura es estabilizada por interacciones entre las
cadenas laterales de los aminoacidos, y es responsable de la funcion biolégica de las
proteinas. Por otra parte, la formacion de enlaces disulfuro entre residuos cisteina resultan
fundamentales en la estabilizacion de la estructura terciaria de las proteinas, permitiendo
gue diferentes partes de la misma se mantengan covalentemente unidas. Adicionalmente,
se pueden establecer puentes de hidrégeno entre diferentes cadenas laterales de los
amino&cidos que componen la proteina, contribuyendo con su estabilidad (Gallagher, 1997,

Murray y col., 2017).

1.2. Estructuras secundaria y terciaria de las proteinas de gluten:

Espectroscopia Raman

La cristalografia de rayos X es la técnica que provee la informacion mas detallada
acerca de las posiciones de los atomos individuales en una proteina; sin embargo, ésta no
puede utilizarse en todos los sistemas proteicos, dado que no puede ser aplicada a
proteinas incapaces de cristalizar (Kong y Shaoning, 2007), como el macropolimero de
gluten (MPG). Este polimero ha sido estudiado por numerosos autores (Ferrer y col., 2011;
GoOmez y col.,, 2013; Nawrocka y col., 2016; Nawrocka y col., 2017) mediante las
espectroscopias vibracionales, FT-IR y Raman, las cuales son técnicas analiticas

complementarias que permiten estudiar la composicion quimica y estructura molecular de
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alimentos heterogéneos y polimeros biologicos (Wellner, 2013; Bath, 2007). De hecho,
presentan numerosas ventajas por las cuales han sido ampliamente utilizadas, entre ellas
se destaca la preservacion de la muestra, dado que no se trata de métodos destructivos,
pueden ser aplicados tanto a muestras liquidas como sélidas y se requiere una pequefa

cantidad de muestra (mg) para su analisis (Gémez y col., 2013; Sivam y col., 2013).

1.2.1. Estructura secundaria de las proteinas de gluten:

Banda Amida |

El espectro Raman de polipéptidos y proteinas exhibe 9 bandas caracteristicas, de
las cuales la de mayor importancia es la banda Amida |. La absorcion Amida | se origina de
los estiramientos vibracionales C=0 (70-85%) del grupo amida, y proporciona una banda
en la region comprendida entre 1600-1700 cm™. Este modo vibracional esta directamente
relacionado con la conformacién de los enlaces peptidicos en la cadena principal, o
backbone de las proteinas y no se ve influenciado por la naturaleza de las cadenas
laterales. Por ello, es considerada la banda principal para el andlisis de la estructura
secundaria de las proteinas (Barth, 2007). Adicionalmente, la banda Amida | esta formada
por numerosas bandas solapadas entre si que representan diferentes elementos
estructurales, como B-sheet, a-hélice, B-turn, hélice solvatada y random coil. En la Tabla 3
se indican las asignaciones de frecuencia para cada tipo de conformacién que componen
la banda Amida | de los espectros Raman (Gomez y col., 2013). La deconvolucién
matematica de esta banda es utilizada para mejorar la resolucion espacial de las bandas
solapadas y permite estimar el contenido relativo de estructuras secundarias de este

polimero.
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La estructura secundaria de las proteinas de gluten estd comprendida en 41% por
la conformacion B-sheet, 24% a-hélice, 22% B-turn y la proporcién restante por estructuras
extendidas (Zhang y col., 2012). Numerosos autores (Ellepola y col., 2006; Ferrer y col.,
2011; Gomez y col., 2013; Nawrocka y col., 2016; Naweocka y col., 2017) han observado
que el agregado de aditivos a proteinas alimentarias afecta las interacciones electrostaticas
e hidrofobicas de las matrices, induciendo cambios conformacionales en las mismas. El
agregado de emulsificantes a masas de trigo ocasiona el incremento en el contenido de
estructuras a-hélice en detrimento de estructuras-f8, y es acompanado por un aumento en
el plegamiento proteico (Gomez y col., 2013). En tanto que, la adicién de fibra dietaria a
masas de trigo durante su amasado produce el efecto contrario, con una disminucién en el
contenido de a-hélices a expensas de B-sheets. Estos autores sugieren que el agregado de
fibra produce una disminucién en la movilidad de moléculas de agua asociadas a las
proteinas de gluten por formacién de puentes de hidrogeno (Nawrocka y col., 2016;

Nawrocka y col., 2017).

Por otra parte, para conocer la estructura terciaria de las proteinas de gluten es
importante estudiar cambios en la conformacion del enlace disulfuro y en el microambiente

asociado a los aminoacidos aromaticos tirosina y triptéfano (Gémez y col., 2013).
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Tabla 3. Frecuencias correspondientes a las diferentes contribuciones que
constituyen la estructura secundaria de las proteinas en la banda Amida | de los

espectros Raman (Gomez, 2013).

Estructura secundaria Frecuencia (cm?)
B-sheet paralela 1609-1625
B-sheet antiparalela 1675-1695
a-hélice 1650-1658
B-turn 1666-1673
Random coil 1637-1645
Hélice solvatada 1625-1637

1.2.2. Estructura terciaria de las proteinas de gluten: Bandas disulfuro y

aminoacidos aromaticos

Ademas de la caracterizacion de las bandas Amida, existen bandas adicionales en
el espectro Raman que permiten la descripcion de microambientes generados por las
interacciones entre cadenas laterales de aminoacidos (Rygula y col., 2013). Entre estas
bandas, son de importancia las correspondientes a estiramientos vibracionales de los

enlaces disulfuro (SS) y residuos tirosina y triptéfano (Gémez y col., 2013).

Los enlaces disulfuro son enlaces covalentes formados por la oxidacion de grupos
tiol (SH) entre dos residuos cisteina. De esta manera, se genera un entrecruzamiento entre
dos cadenas polipeptidicas a través de dichos enlaces (Dombkowski y col., 2014). El
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estudio de los estiramientos vibracionales en la regién comprendida entre 450-545 cm?
(region disulfuro) provee informacion acerca de los enlaces disulfuro. Existen tres modos
vibracionales asociados a estos enlaces: las conformaciones gauche-gauche-gauche (g-g-
g, 450-515 cm™); gauche-gauche-trans (g-g-t, 515-525 cm?) y trans-gauche-trans (t-g-t,
535-545 cm?) (Gémez y col., 2013). La conformaciéon g-g-g es energéticamente mas
estable que las otras dos (Nawrocka y col.,, 2017) y brinda informacién acerca de la
posibilidad de formacion de puentes disulfuro intra- o intercadena en las proteinas,
dependiendo donde se encuentre centrada esta banda. Frecuencias mas bajas representan
enlaces disulfuro de mayor longitud (intercadena); mientras que frecuencias mas altas

representan enlaces disulfuro de menor longitud (intracadena) (Ferrer y col., 2011).

Las vibraciones correspondientes al anillo fenoxilo de la tirosina estan localizadas
en 850 y 830 cm™* El cociente entre las intensidades de estas bandas (lssos30) S€ incrementa
a medida que lo hace el nimero de residuos de tirosina expuestos. La relacién lgsosz0 €S un
buen indicador de la naturaleza de los puentes de hidrogeno y del estado de ionizacién del

hidroxilo fendlico (Gémez y col., 2013).

Por su parte, la banda correspondiente a los residuos triptéfano, localizada a 760
cm?, ha sido propuesta por varios autores como un indicador de la fuerza de los puentes
de hidrégeno y de la hidrofobicidad del microambiente asociado al anillo indol (Linlaud y

col., 2011).

En este sentido, se propone estudiar los cambios moleculares en las estructuras
secundaria y terciaria de las proteinas de gluten inducidos por la actividad fermentativa de

BAL y por compuestos bioactivos presentes en la miel.
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2. Resultados

2.1. Cambios conformacionales en la estructura secundaria y terciaria de las

proteinas de gluten

Con el objetivo de evaluar el efecto que ejercen las bacterias 4cido lacticas (BAL) y
la miel sobre la estructura secundaria y terciaria de las proteinas de gluten, se obtuvieron
muestras de gluten a partir de masas de trigo-centeno (1:1) con y sin suplementacion de
miel e individualmente inoculadas con las distintas cepas de BAL. Las transformaciones
producidas en la estructura secundaria y terciaria de las proteinas de gluten se estudiaron

por espectroscopia Raman a lo largo del periodo de fermentacion (to-tio).

En la Fig. 34 se presenta el espectro Raman de las proteinas de gluten obtenido a
partir de una masa sin inocular (control), indicando la posicion de las bandas utilizadas en

su analisis.
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Fig. 34. Espectro Raman de proteinas de gluten obtenidas de una masa de trigo-
centeno (1:1). Tyr: tirosina, Trp: triptéfano, S-S: enlace disulfuro.

Dado que las proteinas son polipéptidos de gran tamafio, en su mayoria formados
por cientos de aminoacidos, sus espectros vibracionales se componen de numerosas
bandas solapadas. Sin embargo, la dispersion Raman de aminoacidos aromaticos y de la
cadena polipeptidica principal es intensa y da lugar a una serie de picos dominantes

(Koehler y Weisser, 2013).

91



2.1.1. Estructura secundaria de las proteinas de gluten en masas

fermentadas por BAL

El efecto de las BAL sobre la estructura secundaria de las proteinas de gluten se

evalu6 estudiando la banda Amida | (1600-1700 cm™) en espectros Raman. Los cambios

en la frecuencia de dicha banda estan relacionados a cambios en la estructura secundaria

de las proteinas, dado que, para cada conformacion, B-sheet, a-hélice, B-turn, hélice

solvatada y random coil, existe un intervalo de frecuencias caracteristico (Tabla 3) (Zhang

y col., 2012).

Con el objetivo de realizar una estimacién cuantitativa de los diferentes elementos

estructurales que conforman la estructura secundaria de las proteinas de gluten, la banda

Amida | fue sometida a un proceso matematico de deconvolucién. En la Fig. 35 se

ejemplifica el analisis de la banda Amida | realizado en las proteinas de gluten de masas

Fig. 35. Deconvolucion de banda Amida |
de proteinas de gluten en masas control.
BSP: pB-sheet paralela, SH: hélice
solvatada, aH: a-hélice, B-turn, B-sheet
antiparalela

control, el mismo procedimiento fue
efectuado para todas las muestras
estudiadas. La proporcién de cada
elemento de estructura secundaria
se calculdé como el cociente entre el
area bajo la curva de cada
conformacion y el area total bajo la
banda Amida I. A su vez, esta Ultima
se calcul6 como la suma de las
areas correspondientes a cada

elemento de estructura secundaria.
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En masas sin inocular (control) las proporciones relativas de cada conformacion
permanecieron aproximadamente constantes durante el periodo de incubacion, sin
registrar diferencias significativas en los distintos intervalos de tiempo (Fig. 36). La
estructura B-sheet fue predominante, y representd el 45% del total de la banda
Amida |I; en esta conformacién, los segmentos polipeptidicos establecen
interacciones no covalentes mediante enlaces puente de hidrogeno de dos maneras
posibles, a través de configuraciones [B-antiparalela y B-paralela (Zhang y col.,
2009). En masas control, del 45% de la estructura B-sheet, el 15% correspondié a
la conformacion B-antiparalela y el 30% a B-paralela. Por otra parte, las estructuras
a-hélice, B-turn y hélice solvatada comprendieron el 26, 15 y 14%, respectivamente,

del total de la banda Amida |.
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Fig. 36. Proporciones relativas (%) de elementos
estructurales que constituyen laconformacion secundaria
de las proteinas de gluten de masas sin inocular (control)
a diferentes tiempos de incubacion.
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Estos resultados estuvieron de acuerdo con los presentados por Zhang y col. (2012),
quienes informaron que la estructura secundaria del gluten presenta una contribucion de B-
sheets de 41%, a-hélice 25%, B-turn 22%, y 12% corresponde a estructuras extendidas. El
dominio repetitivo central de las subunidades de glutenina de elevado peso molecular
(HMW-GS) es rico en B-sheets y B-turns, y adopta una conformacion [p-espiral
caracteristica, mientras que en las gliadinas y en los dominios terminales de las gluteninas

predomina la conformacion a-hélice (Nawrocka y col., 2016; Shewry y col., 2001).

En la Fig. 37 se presentan las proporciones relativas de cada conformacion a la
banda Amida | provenientes de los espectros Raman de masas inoculadas con L.

bulgaricus, L. fermentum, L. plantarum y P. pentosaceus.
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Fig. 37. Proporciones relativas (%) de elementos estructurales que constituyen
laconformacion secundariade las proteinas de gluten en masas inoculadas con
L. bulgaricus, L. fermentum, L. plantarum y P. pentosaceus durante 19 h de
incubacion.
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Durante las primeras 6 h de incubacion (to-ts), las proporciones de cada
conformacion en todas las masas inoculadas fueron semejantes a las obtenidas en masas
sin inocular (control). Es decir, no se observaron modificaciones conformacionales en las
proteinas; luego de 12 h de incubacién se produjeron cambios en el patron de ordenamiento

de puentes de hidrégeno, que afectaron la estructura secundaria de las proteinas.
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Fig. 38. Proporciones relativas (%) de las conformaciones que experimentaron
modificaciones significativas durante el periodo de incubacién en masas inoculadas
con L. bulgaricus (A), L. fermentum (B), L. plantarum (C) y P. pentosaceus (D). Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

95



En la Fig. 38 se presentan las conformaciones secundarias que sufrieron cambios
significativos durante 19 h de fermentacion en masas inoculadas con cuatro cepas de BAL.
Los cambios producidos en masas inoculadas con L. bulgaricus fueron estadisticamente
significativos luego de 19 h de fermentacion; en tanto que, para L. fermentum, L. plantarum
y P. pentosaceus ocurrieron luego de 12 h, tiempo necesario para alcanzar un pH alrededor
de 4. En todos los casos, las modificaciones en la estructura secundaria de las proteinas
estuvieron caracterizadas un incremento en la proporcion de B-sheets, en detrimento de
estructuras a-hélice (Fig. 38). Estos cambios coincidieron con el descenso de pH hasta
valores comprendidos entre 4,5 y 3,7. Considerando que el pH éptimo de las proteasas
endogenas se encuentra entre 3,5 y 4,0 (Ganzle y col., 2008), puede decirse que la
activacion de enzimas fue responsable de la hidrélisis parcial del MPG vy, por lo tanto, de
los cambios conformacionales observados. Esta despolimerizacion produce un
reordenamiento en el patron de puentes de hidrégeno de las cadenas polipeptidicas,
favoreciendo a la estructura p-sheet a expensas, principalmente, de la conformaciéon a-
hélice. Adicionalmente, cuando L. plantarum fue utilizado como starter, el descenso en la

proporcion de a-hélice estuvo acompafiado por la disminucion en el contenido de B-turns.

Gomezy col. (2013) explicaron que un descenso en la proporcién de a-hélice resulta
en una estructura proteica con mayor grado de desplegamiento. Estas observaciones estan
de acuerdo con los cambios de microestructura, en los cuales el MPG experiment6 una
despolimerizacion, favoreciendo tanto el desarrollo de fibras como el de laminas de proteina
(Figs. 18-21, Capitulo V). Desde otro punto de vista, la disminucién en el contenido de f3-
sheets contribuye a la reduccién de la alergenicidad del gluten. Esta conformacion, junto a
una secuencia especifica de aminoacidos presentes en gliadinas y los enlaces disulfuro,
son considerados factores alérgenos del gluten (Nawrocka y col., 2016). De esta manera,

la actividad de L. plantarum contribuiria a reducir la alergenicidad de las proteinas de gluten.
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A 19 h de incubacion, se incremento la proporcion relativa de estructuras a-hélice
cuando las masas fueron fermentadas por L. fermentum, L. plantarum y P. pentosaceus.
Se sugiere que, en este punto, la despolimerizacion del gluten fue suficiente para alejar a
las subunidades de glutenina y reemplazar los puentes de hidrogeno intercadena por

intracadena, los cuales estabilizan estructuras secundarias de tipo a-hélice.

Las proteinas de gluten de masas inoculadas con P. pentosaceus, experimentaron
cambios en el patron de ordenamiento de puentes de hidrogeno que favorecieron la
conformacion random coil. En consecuencia, se produjo la pérdida de estructuras
secundarias verdaderas, dado que esta conformacioén es considerada una distribucién

aleatoria de conformaciones (Nawrocka y col. 2016).

97



En la Fig. 39 se presenta la contribucion de conformaciones B-antiparalela y -
paralela a la estructura B-sheet de las proteinas de gluten, en masas fermentadas por las

cuatro cepas de BAL.
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Fig. 39. Proporciones relativas (%) de B-sheets antiparalelas y paralelas de proteinas
de gluten en masas inoculadas con L. bulgaricus (A), L. fermentum (B), L. plantarum
(C) y P. pentosaceus (D) durante 19 h de incubacién. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05).

Cuando L. bulgaricus fue utilizado como starter, la conformacion B-antiparalela fue
responsable exclusiva del incremento total de B-sheets, duplicando la proporcion inicial (Fig.
39 A). Esta conformacién es mas estable que la forma B-paralela debido al arreglo lineal de
puentes de hidrégeno que se establece entre cadenas polipeptidicas (Fig. 40 B) (Zhang y
col., 2009).
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Para el resto de las masas, y en
contraposiciéon a los resultados obtenidos
para L. bulgaricus, la conformacion B-paralela
fue responsable exclusiva de los cambios
observados en el porcentaje de B-sheets (Fig.
39 B-D). Esta conformacién esta
caracterizada por establecer puentes de
hidrbgeno no lineales entre cadenas
polipeptidicas (Fig. 40 A), confiriendo cierto grado
de asimetria a la estructura 3-sheet (Zhang y col.,

2012). Por otro lado, al finalizar el periodo de
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Fig. 40. Diagrama representando
a las configuraciones (A) paralela
y (B) antiparalela de la estructura
B-sheet. El recuadro muestra tres
apareamientos inter-hebra
(Zhang y col., 2009).

incubacién (ti9), se observé un incremento significativo en la proporcién de B-sheets

antiparalelas en masas fermentadas por P. pentosaceus (Fig. 39 D). Al igual que para L.

bulgaricus, esta conformacion duplicé los valores iniciales. El predominio de la

conformacion B-sheet antiparalela coincidid con el desarrollo de una microestructura

caracterizada por una red regular de fibras proteicas (Fig. 41), sugiriendo una correlacién

entre esta conformacion secundaria y la microestructura de tipo fibra.

Recuadro: red de fibras.

Fig. 41. Micrografia SEM de masas inoculadas con (A) L. bulgaricus y (B)
P. pentosaceus a 19 h de fermentacién. S: granulo de almidon de ~ 20 pm;
Asterisco (*): granulo de almidén de ~ 5 um; Flechas: fibras de gluten.
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2.1.2. Estructura secundaria de las proteinas de gluten en masas

fermentadas por BAL y suplementadas con miel

La incorporacion de miel modifico la estructura secundaria de las proteinas de
gluten, alterando el patrén regular de puentes de hidrogeno que caracteriza a estructuras
a-hélice. En estas masas, y con respecto a masas sin miel agregada, la proporcion de a-
hélice se redujo a la mitad (13%), mientras que la conformacién random coil, ho detectada
en masas control, contribuyé en 23% a la banda Amida | (Fig. 42). Como ha sido
mencionado, random coil no es considerada un tipo de conformacion verdadera, de manera
que la incorporacion de miel a las masas condujo a la pérdida de estructuras secundarias
en las proteinas. Numerosos autores (Brock y Damodaran, 2013; Nawrocka y col., 2016)
han informado que la suplementacibn de masas con aditivos naturales induce
modificaciones en la estructura secundaria de las proteinas de gluten. La inclusién de
salvado en la composicion de masas produce un incremento en la proporcién de random
coils (Brock y Damodaran, 2013); en tanto que, la adicion de fibra dietaria disminuye el
porcentaje de a-hélice (Nawrocka y col., 2016). Tanto los polisacaridos complejos presentes
en la fibra, como los monosacaridos provenientes de la miel produjeron un efecto similar
sobre las proteinas de gluten, sugiriendo que los grupos hidroxilo (OH) interfieren con las
uniones por puente de hidrégeno y, por lo tanto, con la estructura secundaria de estas

proteinas.
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Fig. 42. Proporciones relativas (%) de elementos estructurales que
constituyen la conformacién secundaria de las proteinas de gluten
en masas suplementadas con miel a diferentes tiempos de
incubacion.

Por otra parte, al inicio del periodo fermentativo (to) las proteinas de gluten en masas
suplementadas con miel e inoculadas con BAL presentaron proporciones relativas de
conformaciones secundarias semejantes a las observadas en masas con miel sin
microorganismos agregados. Las proporciones de cada conformacion estuvieron alrededor
de 40% para la estructura B-sheet (30% B-paralela y 10% B-antiparalela), 14% a-hélice,

14% B-turn, 13% hélice solvatada y 19% random coil.

A partir de 6 h de fermentacidén, en todas las masas se observaron cambios en la

contribucién de cada conformacién a la banda Amida |I.
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2.1.2.1. L. bulgaricus

Los cambios conformacionales en las proteinas de gluten de masas suplementadas
con miel y fermentadas por L. bulgaricus ocurrieron en las primeras 6 h de incubacion (Fig.
43 A). Estos resultados coincidieron con el descenso de pH observado para esta cepa como
consecuencia de la suplementacién con miel (Capitulo IV). La proporcion de B-sheets se
incrementd significativamente (54%) en detrimento de estructuras con menor grado de
ordenamiento o random coil. De esta manera, la actividad de L. bulgaricus favorecio la
formacion de verdaderas estructuras secundarias, que se habian perdido con el agregado
de miel. Asimismo, la conformacién (3-paralela fue responsable exclusiva del incremento en
B-sheets, duplicando el valor inicial (Fig. 43 B). Con el transcurso de la incubacion (t19), la
proporcion de B-sheets paralela se elevé a 78%, a expensas de estructuras a-hélice y -
turn. Estos resultados se diferenciaron radicalmente de los obtenidos en masas
fermentadas sin miel, los cuales se caracterizaron por un incremento significativo de la
conformacion B-antiparalela. Los cambios conformacionales estuvieron acompafnados de
microestructuras bien diferenciadas. En masas inoculadas y sin miel, prevalecié una red
regular de fibras de gluten; mientras que, la presencia de miel promovi6 la formacion de
una pelicula o lamina extendida (Figs. 18 y 23, Capitulo V). De los resultados expuestos
puede inferirse que las configuraciones [-antiparalela y B-paralela juegan un rol

fundamental en la microestructura.
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Fig. 43. Masas suplementadas con miel e inoculadas con L. bulgaricus durante 19 h
de incubacién. Proporciones relativas (%) de las conformaciones presentes en las
proteinas de gluten que exhibieron cambios significativos (A) B-sheet, a-hélice, B-turn
y random coil; (B) B-sheet antiparalelas y paralelas.. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05).
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2.1.2.2. L. fermentum

Durante las primeras 6 h de incubacion, la proporcion de B-sheets se incrementd
significativamente, al tiempo que disminuy6 la proporcién de random coils (Fig. 44 A). La

contribucién de la conformacion B-antiparalela paso de 12 a 28%.

Este incremento, al igual que en masas suplementadas con miel y fermentadas por
L. bulgaricus, se correspondié con una microestructura donde predominé el desarrollo de
fibras de gluten (Fig. 24, Capitulo V). Con el transcurso del periodo de incubacion (ti9), la
proporcion de (3-sheets se vio nuevamente incrementada, siendo la forma -paralela la que

contribuy6 principalmente a la conformacion 3-sheet (Fig. 44 B).

. . A
704 B
60 b 1
g 504
2
5 f F 2
(2] 41— &
:\?40 s 2
‘0 ¢ - —
o R
5 304 g
] 1 d S
o 20| f DS_
1 f
10 . 1
; , | .
0 a 12 19 0 6 12 19

Tiempo de incubacion (h) Tiempo de incubacion (h)

p-sheet [ Random coil Il 3-antiparalela [ p-paralela

Fig. 44. Masas suplementadas con miel e inoculadas con L. fermentum durante 19 h
de incubacién. Proporciones relativas (%) de las conformaciones presentes en las
proteinas de gluten que exhibieron cambios significativos (A) B-sheet y random coil;
(B) B-sheets antiparalelas y paralelas. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05).
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2.1.2.3. L. plantarum

En la Fig. 45 se presenta la contribucién de cada conformacion a la estructura

secundaria de las proteinas de gluten de masas fermentadas por L. plantarum.

Al igual gue en masas sin miel, los cambios conformacionales ocurrieron a las 12 h
de fermentacién, obteniéndose un incremento significativo en la proporcion de estructuras
B-sheets paralelas, mientras, se redujo el porcentaje de random coils y estructuras a-hélice.
El perfil fermentativo exhibido por esta cepa no se vio modificado por la presencia de miel.
Asimismo, la microestructura de gluten no mostré cambios apreciables y estuvo

caracterizada por el desarrollo de una pelicula de proteina.
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Fig. 45. Masas suplementadas con miel e inoculadas con L. plantarum durante 19 h de
incubacion. Proporciones relativas (%) de las conformaciones presentes en las
proteinas de gluten que exhibieron cambios significativos (A) B-sheet, a-hélice y
random coil; (B) B-sheets antiparalelas y paralelas. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05).
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2.1.24. P.pentosaceus

En la Fig. 46 se presenta la contribucién de cada conformacion a la estructura
secundaria de las proteinas de gluten en masas fermentadas por P. pentosaceus. Al igual
que para el resto de las cepas estudiadas, durante las primeras 6 h de incubacion se
incrementod la proporcidon de B-sheets, en detrimento de random coils. Sin embargo, a
diferencia del resto de las BAL, transcurridas 12 h de fermentacién, aument6 el contenido

de a-hélices a expensas de B-sheets.
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Fig. 46. Masas suplementadas con miel e inoculadas con P. pentosaceus durante 19 h
de incubacién. Proporciones relativas (%) de las conformaciones presentes en las
proteinas de gluten que exhibieron cambios significativos (A) B-sheet, a-hélice y
random coil; (B) B-sheets antiparalelas y paralelas. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05).

La inoculacibn con BAL a masas suplementadas con miel no modifico las
conformaciones de proteina durante las primeras horas de incubacion. La actividad
fermentativa es escasa durante la fase de latencia de los microorganismos, que deben

adaptarse a este nuevo ambiente. Entre 6 y 12 h de fermentacion, el metabolismo de
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hidratos de carbono simples, provenientes de harinas y miel, promovié el crecimiento activo
y la produccion de &cidos orgénicos. Conforme se incrementd la acidez del sistema, las
enzimas provenientes de las harinas fueron activadas; en tanto que, la actividad de GOX

seria practicamente inhibida por alejarse de su valor 6ptimo de pH.

Las cadenas polipeptidicas de menor tamafio, originadas a partir de la actividad de
BAL, interaccionan a través de puentes de hidrégeno y favorecen, asi, la conformacion f3-
sheet. Contrariamente, las proteinas de masas fermentadas por P. pentosaceus mostraron
un predominio de a-hélice, probablemente relacionado a la actividad pseudocatalasa, o
catalasa no-hemo, que posee esta especie, cuya actividad éptima se encuentra alrededor
de pH 5. La actividad de esta enzima se encuentra implicada en la eliminacion del H,O»
formado por GOX presente en la miel. La destruccién de este compuesto evita la formacion
de enlaces disulfuro, considerados los principales enlaces covalentes que mantienen
unidas las subunidades de glutenina. De esta manera, es posible inferir que se dificultan
las interacciones intercadena via puente de hidrégeno, mientras que se ven favorecidas las

uniones intracadena, responsables de la estabilizacion de la conformacién a-hélice.

En resumen, la actividad de BAL modificé la estructura secundaria de las
proteinas de gluten, exhibiéndose en todas las muestras un incremento en la proporcién de
estructuras B-sheets, a expensas de la conformacién a-hélice. Estas modificaciones estan
vinculadas a una mayor movilidad de las cadenas polipeptidicas debido a la interaccion con
moléculas de agua y a la propensiébn que presentan algunos de los aminoacidos
mayoritarios del gluten, prolina y glicina, a formar parte de estructuras [B-sheets
(Bhattacharjee y Biswas, 2010). El aumento en la concentracion de protones durante la
fermentacion promueve la repulsion entre cadenas polipeptidicas, favorece la entrada de

moléculas de agua y, por lo tanto, la interaccion con residuos de aminoacidos. Estos
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cambios se correlacionaron, a nivel microestructural, con el desarrollo de fibras y laminas

de proteina.

Por otra parte, el agregado de miel a las masas favorecio la pérdida de estructuras
secundarias al incrementarse la proporcion relativa de random coils a expensas de la
conformacion a-hélice. En numerosos estudios (Brock y Damodaran, 2013; Gomez y col.,
2013; Nawrocka y col.,, 2016) se han empleado aditivos, quimicos o naturales, para
modificar la estructura secundaria de las proteinas de gluten, logrando diferentes efectos,
como la modificacion de las propiedades funcionales de las masas, y la reduccion de la
alergenicidad del gluten, entre otros. Asimismo, la actividad fermentativa de las BAL
recuperd la formacién de las estructuras secundarias que se habian perdido con el

agregado de miel.

2.1.3. Estructuraterciaria de las proteinas de gluten

2.1.3.1. Banda disulfuro

2.1.3.1.1. Bandadisulfuro. Efecto de BAL

Los enlaces disulfuro juegan un rol primordial en la determinacion de la estructura y
propiedades funcionales de las proteinas de gluten (Koehler y Weisser, 2013). Por este
motivo, su estudio resulta fundamental en el monitoreo de los cambios estructurales de
estas proteinas. El estudio de la banda situada a 450-545 cm™ en el espectro Raman
provee informacion acerca de las vibraciones de estiramiento correspondiente al enlace
disulfuro; los mismos pueden presentarse en tres modos vibracionales: gauche-gauche-

gauche (g-g-g, 450-515 cm?), gauche-gauche-trans (g-g-t, 515-525 cm) y trans-gauche-
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trans (t-g-t, 535-545 cm™) (Gémez y col., 2013)

ggg tgg tgt
= R d ’ : i v (Fig. 47). Las muestras de gluten obtenidas en
. el i gl i
. & - & - & .+ masas sin inocular (to-t1) presentaron bandas
: e P o e } ® /I _ .
°.3;c . : @O R . disulfuro localizadas a 480 cm™, cuya
P ke 3 l,.i. STT VR _ N o o
et TET e e TE T .- intensidad no exhibié variaciones significativas
C#0 =0 £=0 . . .z .
w0 y#0 =0 durante el periodo de incubacion, promediando
$#0 E#0 E#0

) » — el valor de 6,59 U.A. De esta manera, la
Fig. 47. Representacion esquemaética de

las tres conformaciones estables que | conformacion asignada para este enlace
pueden adoptar los enlaces disulfuro

(Brandty col. 2014). covalente correspondié al rotamero g-g-g. Las

conformaciones asociadas a esta banda son consideradas mas estables y estan
relacionadas a dos tipos de configuraciones: intercadena e intracadena (Gémez y col.,
2013). Las primeras, estan vinculadas a valores de frecuencias mas bajos (450-500 cm™),
correspondiendo a enlaces disulfuro de mayor longitud o intercadena; mientras que las
segundas estdn asociadas a valores de frecuencias mas altos (500-515 cm™)
correspondiéndose con enlaces mas cortos, de tipo intracadena (Ferrer y col., 2011; Gbmez
y col., 2013). La mayor parte de los residuos cisteina de las gluteninas estan involucrados
en enlaces disulfuro intercadena, permitiendo la polimerizacion de esta fraccién proteica;
en tanto que, en las gliadinas predominan los enlaces disulfuro intracadena, confiriendo

estabilidad estérica al macropolimero (Koehler y Weisser, 2013).

En masas inoculadas con BAL, la banda disulfuro de gluten también se centr6 a 480
cm?y no experimentd modificaciones en su intensidad en el transcurso de las primeras 12
h de fermentacion, encontrandose alrededor de 6,5 U.A., sin diferencias significativas
respecto a la masa control. En la Fig. 48 se presentan los espectros Raman centrados en
la banda disulfuro (480 cm™) y las respectivas intensidades de banda para cada muestra

inoculada luego de 19 h de fermentacion.
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Al finalizar el periodo de incubacion, L. bulgaricus exhibié la mayor intensidad de
banda, duplicando los valores iniciales. En tanto que, L. fermentum present6 una
disminucién en la intensidad de 30%; mientras que, para L. plantarum y P. pentosaceus la

disminucion fue de 15%.
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Fig. 48. (A) Espectros Raman centrados en 480 cm* (banda disulfuro) e (B) Intensidad
de banda disulfuro de masas sin inocular (C) e inoculadas con L. bulgaricus (LB), L.
fermentum (LF), L. plantarum (LP) y P. pentosaceus (PP) a 19 de incubacion.

En el caso de L. bulgaricus, estos resultados demuestran la formacion de
nuevos enlaces disulfuro. En contraposicion, una disminucion en la intensidad de banda
evidencia ruptura de enlaces disulfuro, generando subunidades de proteina de menor
tamafio. La marcada disminucion en la intensidad de banda observada para L. fermentum
indicé la despolimerizacion del macropolimero y coincidié con la disgregacion de las

proteinas de gluten observada en la Fig. 49.
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Como ya se ha mencionado, los enlaces
disulfuro juegan un rol fundamental en la
estabilizacion de la estructura secundaria y, por lo
tanto, en la formacion de microestructuras.

Asimismo, se les ha atribuido efectos nutricionales

adversos, ya que constituyen uno de los

Fig. 49. Micrografia electrénica de
barrido de masa inoculada con L.

fermentum a 19 h de | jiergenicidad (Nawrocka y col., 2016). Se ha
fermentacion. S: granulo de

almidon.  Recuadro:  gluten | estimado que alrededor del 1% de la poblacién
disgregado.

componentes del gluten responsable de su

occidental exhibe algun tipo de reaccién alérgica a

las proteinas de gluten (Biesiekierski e Iven, 2015). Nawrocka y col. (2016) describieron que
tal respuesta inmunolégica puede ser minimizada luego de tratar las masas con agentes
reductores. En base a los resultados obtenidos, tres de las cepas estudiadas, L. fermentum,
L. plantarum y P. pentosaceus, han demostrado su capacidad para reducir el contenido de
enlaces disulfuro en las proteinas de gluten. Sin embargo, la presencia de estos enlaces es
necesaria, dado que imparten estabilidad estructural, manteniendo la integridad de la red
de gluten (Shewry y col., 2001). De esta manera, resulta fundamental que el tratamiento
con BAL no afecte negativamente las propiedades funcionales que caracterizan al gluten y
gue permiten la obtencién de productos de calidad panadera. Los resultados de intensidad
de banda disulfuro y microestructura de gluten realizados en este trabajo han demostrado
que, L. plantarum y P. pentosaceus fueron capaces de disminuir el contenido de enlaces

disulfuro sin comprometer la microestructura de las proteinas.
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2.1.3.1.2. Bandadisulfuro. Efecto de miel

La suplementacion de estos sistemas con miel aument6 gradualmente la intensidad
de banda disulfuro (lsso) de las proteinas de gluten (Fig. 50). Al finalizar el periodo de
incubacion (tig) la intensidad de banda duplicé su valor inicial. Asimismo, se observé una

banda adicional centrada en 525 cm, correspondiente a la conformacion t-g-t.
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Fig. 50. (A) Espectros Raman centrados en 480 cm™ (banda disulfuro) e (B)

Intensidad de banda disulfuro de masas con miel e inoculadas a 0 (M0), 6 (M6),
12 (M12) y 19 h (M19) de incubacion.
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Fig. 51. Mecanismo de accion de GOX en la formacion de

entrecruzamientos .
enlaces disulfuro.

efectivos entre
subunidades de glutenina. Esto se asocia con la actividad de la enzima GOX, presente
naturalmente en las mieles, cuya actividad ha
sido comprobada en todas las muestras
estudiadas (Capitulo IV, 2.1.). Como ha sido
mencionado, esta enzima cataliza la oxidacion
de la glucosa, en presencia de oxigeno, para

formar &-gluconolactonay peroxido de hidrogeno

7 i —
15 kU X1, 0804 185K
J g

(H20,). Este ultimo ha sido hipotetizado por Di Fig. 52. Micrografia electronica de

barrido de masa suplementada con
miel de Prosopis spp. La flecha roja

desarrollo de una red de gluten 6ptima, dado que | Muestralared densa de proteina.

Cagno y col. (2003) como responsable del

su presencia en la matriz de una masa modifica el potencial redox de la misma. Nuestros
resultados apoyaron las sugerencias de numerosos autores (Csonka, 1989; Hoseney y col.,
1969; Rasiah y col., 2005; Vermulapalli y col., 1998) con respecto al rol que cumplen los
puentes disulfuro en la red de gluten y su importancia con relacién al mejoramiento de las
propiedades funcionales de masas y productos panificados. El tratamiento con GOX
disminuye el nimero de grupos sulfhidrilo libres, intensificando las interacciones proteina-
proteina mediante la formacién de enlaces covalentes disulfuro (Fig. 51). De esta manera,

el agregado de miel promovié la formacion de entrecruzamientos intercadena, y contribuyo
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con la polimerizacion del MPG. Estos resultados coincidieron con las observaciones

microscopicas que mostraron una red hiperconectada de proteina (Fig. 52).

2.1.3.1.3. Bandadisulfuro. Efecto de BAL en masas suplementadas

con miel.

En todas las masas inoculadas con BAL y suplementadas con miel no se registraron
modificaciones significativas en la intensidad de banda disulfuro (lsso) durante las primeras
6 h de incubacion, 6,7 U.A, en promedio. Transcurridas 12 h de fermentacion, la intensidad
se incrementd significativamente en las masas inoculadas con L. bulgaricus, L. fermentum
y L. plantarum, y este valor se mantuvo constante hasta finalizar el periodo de incubacion
(8,7 U.A)) (Fig. 53). Estos valores fueron significativamente superiores a los observados en
masas inoculadas y sin miel agregada (Fig. 48). Como ha sido mencionado, opuestamente
al efecto hidrolitico de las BAL, la GOX promueve la formacioén de enlaces disulfuro. Aln
asi, entre 12 y 19 h de fermentacioén, la intensidad de banda disulfuro no alcanzé el valor
observado en masas con miel sin fermentar (l4g0:13,87). Por otro lado, el agregado de miel
en masas fermentadas con P. pentosaceus no modifico significativamente la intensidad de
banda respecto a masas solo fermentadas (lsso: 5,65). Esta cepa es potencialmente capaz
de eliminar el H.O, producido por la GOX, impidiendo la oxidacion de los sulfhidrilo libres.

Si bien las BAL son catalasa negativa, P. pentosaceus posee una elevada actividad
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catalasa no-hemo, como mecanismo de eliminacién efectivo de H,O, (Englesser y col.,

1994).

16 - A 16+ B
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Fig. 53. (A) Espectros Raman centrados en 480 cm™ (banda disulfuro) e (B)
intensidad de banda disulfuro de masas con miel e inoculadas con L. bulgaricus

(LB), L. fermentum (LF), L. plantarum (LP) y P. pentosaceus (PP) a 19 h de
incubacion.

La disminucion de la intensidad de
banda disulfuro respecto a la masa con miel
: . . PEH GOX
sin  microorganismos agregados para L.
bulgaricus, L. fermentum y L. plantarum, esta
directamente relacionada con la actividad pH

dependiente de las enzimas presentes en el

sistema (Fig. 54). Por un lado, las enzimas

/I N

endogenas del trigo, con un Optimo de 35 6 pH

actividad entre 3,5y 4,0, son responsables de

Fig. 54. Actividad enzimatica en
la despolimerizacion del MPG. Por otra parte, la | funcion del pH para proteasas
enddgenas de harinas (PEH) y
GOX posee un pH Optimo de 6,0 y es | glucosaoxidasa (GOX).
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responsable de promover el entrecruzamiento entre subunidades de proteina. Entre 6 y 12
h de incubacion, cuando todavia el pH se mantiene en un rango entre 6,0 y 4,8 (Fig. 13,
Capitulo IV) prevalece el efecto de la GOX, promoviendo la formacion de nuevos enlaces
disulfuro entre cadenas polipeptidicas. Sin embargo, con la actividad fermentativa, los
valores de pH descendieron lo suficiente como para activar las proteasas endégenas del
trigo; en tanto que, la actividad GOX fue minima. Como resultado, el MPG es escindido en

distintos puntos, contrarrestando el plegamiento proteico que induce la miel.

2.1.3.2. Bandatriptéfano y doblete de tirosina

El estudio de las bandas Raman correspondientes a los aminoacidos aromaticos
triptéfano (Trp, 760 cm™) y tirosina (Tyr, 850 y 830 cm™) contribuye a un mejor
entendimiento de la estructura terciaria de las proteinas de gluten. La banda
correspondiente a triptéfano provee informacion acerca de la hidrofobicidad de la proteina;
en tanto, el cociente entre las intensidades de bandas tirosina (lssois30), doblete tirosina, esta
asociado con el grado de exposicién de los residuos tirosina y es un buen indicador de la
naturaleza de los enlaces puente de hidrégeno y del estado de ionizacién de grupos
hidroxilo fendlicos presentes en la molécula (Gémez y col., 2013; Nawrocka y col., 2017).
Las intensidades de banda correspondientes a los aminoacidos triptéfano y tirosina de las
proteinas de todas las muestras estudiadas se presentan en la Tabla 4. En masas sin
inocular (control), la intensidad de banda triptéfano fue de 0,14 U.A. El resto de las masas
estudiadas exhibi6 un incremento de intensidad, indicando una menor exposicion de
residuos triptéfano respecto del gluten nativo. Segun Nawrocka y col. (2017), este
comportamiento se adjudica al repliegue de los residuos triptéfano en un ambiente
hidrofébico. La menor exposicion de residuos triptéfano en masas fermentadas por BAL

estaria asociada con el ambiente hidrofilico debido a la producciéon de acidos organicos.
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Esto explica la mayor intensidad de banda presentada por L. plantarum, 0,78 U.A., cepa
que, justamente, presentd los mayores valores de TTA (16,3 ml NaOH 0,1 M). Para el resto

de las masas, los valores promediaron 0,45 U.A.

Por otra parte, la intensidad del doblete de tirosina (Issos30) de las proteinas de masas
control promedi6 1,56 U.A. Los resultados obtenidos en el presente trabajo estuvieron de
acuerdo con aquellos presentados por Nawrocka y col. (2017), quienes obtuvieron una
lssoigzo de 1,55 U.A. para el gluten nativo. Todas las masas estudiadas, exhibieron un
incremento en la intensidad del doblete tirosina, lo cual es consistente con un
desplegamiento de la proteina (Nawrocka y col., 2017). Estos resultados guardan relacion
con la hidrélisis parcial del MPG debido a la actividad de carboxipeptidasas y
aspartilprotesas activadas a valores de pH acidos. Adicionalmente, los residuos tirosina
pueden estar involucrados en la formacion de puentes de hidrégeno, ya sea como dadores
0 aceptores de atomos de hidrégeno. En particular, L. plantarum mostré el mayor valor de
lssorisz0 (3,96 U.A.). Este resultado, junto con el valor obtenido para la banda tript6fano,
explican la microestructura observada en masas fermentadas por L. plantarum (Fig. 20 D).
El desarrollo de una microestructura tipo laminar refuerza la hip6tesis de interacciones via
puente de hidrégeno entre residuos de tirosina y moléculas de agua, que promueven la

generacion de una estructura de proteina solvatada.
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Tabla 4. Intensidad normalizada de banda triptéfano (Trp), tirosina (Tyr) y ditirosina

(Issois30) de masas control (C), masas suplementadas con miel (M), masas inoculadas

con BAL (LB: L. bulgaricus; LF: L. fermentum; LP: L. plantarum, PP; P. pentosaceus)

y masas suplementadas con miel e inoculadas con BAL (LBM, LFM, LPM, PPM) luego

de 19 h de incubacion.

Muestra Trp (760 cm™)  Tyr (850 cm™®)  Tyr (830 cm?) lss0/830
C 0,14 + 0,02 0,36 + 0,06 0,25+ 0,03 1,56 £ 0,04
M 0,27 + 0,03 0,54 + 0,02 1,21 £ 0,02 2,24 + 0,02
LB 0,46 £ 0,02 2,9+0,08 1,07 £ 0,05 2,71 £ 0,02
LBM 0,42 £ 0,05 1,61 + 0,06 0,59 = 0,05 2,72 £ 0,07
LF 0,45 £ 0,02 1,6 +0,04 0,45 = 0,02 3,55+ 0,05
LFM 0,43+ 0,04 1,65 + 0,02 0,62 = 0,03 2,66 = 0,04
LP 0,78 £ 0,07 2,14+ 0,04 0,54 £ 0,03 3,96 = 0,07
LPM 0,45+ 0,04 1,61 + 0,07 0,59 = 0,02 2,72 0,04
PP 0,29 + 0,03 2,02 +0,03 0,92 + 0,08 2,19 + 0,04
PPM 0,43 + 0,05 1,79 £ 0,06 0,77 £ 0,05 2,30 £ 0,08
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3. Conclusiones

La actividad fermentativa de las BAL y el agregado de miel de Prosopis spp. a masas

de trigo-centeno modificaron la estructura secundaria y terciaria de las proteinas de gluten.

La actividad de BAL favorecio el incremento de estructuras B-sheets, en detrimento
de a-hélice, y estos cambios estuvieron de acuerdo con el intervalo de tiempo en el que
ocurrié la acidificacién significativa de las muestras. Asimismo, los cambios en la estructura
secundaria de las proteinas produjeron un impacto en la microestructura de las mismas, un
incremento en el contenido de estructuras B-sheet antiparalelas se asoci6 al desarrollo de
fibras de gluten. Por otra parte, la actividad de ciertas cepas de BAL contribuyd a disminuir

el contenido de enlaces disulfuro.

La suplementacién con miel contribuyé a la pérdida de estructuras secundarias
verdaderas y promovio la formacién de nuevos enlaces disulfuro entre proteinas. Estos
cambios indujeron el desarrollo de microestructuras que otorgaron al gluten un aspecto de

red hiperconectada de proteinas, consistente con su polimerizacion.

Finalmente, la actividad de BAL revirti6 la pérdida de estructuras secundarias
experimentada por las proteinas luego del agregado de miel, aumentando el contenido de
B-sheets a expensas de random coils. Asimismo, la formacion de nuevos puentes disulfuro,
que habia sido observada con el agregado de miel, se mantuvo constante a partir de 12 h
de fermentacion. Se sugiere que la enzima GOX, durante la fermentacion acidolactica, se
alej6 de su pH o6ptimo, evitando la oxidacion de grupos tiol entre residuos cisteina y, por lo

tanto, formacién de nuevos enlaces disulfuro.
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Las proteinas son macromoléculas indispensables en nuestra alimentacion, cuyo
aporte nutricional es fundamental para el desarrollo de numerosas funciones. Ademas, su
presencia, como la de sus aminoacidos constituyentes, contribuye al flavour y a las

propiedades funcionales de los alimentos.

En particular, las proteinas de gluten resultan singulares por sus propiedades
viscoelasticas, las cuales pueden ser modificadas afectando su estructura secundaria y

terciaria.

La estructura secundaria esta estabilizada a través de interacciones puente de
hidrégeno, hidrofébicas, idnicas y por enlaces covalentes disulfuro y ditirosina. Cuando
alguna de estas interacciones es afectada, las proteinas sufren desnaturalizacion y sus
propiedades se modifican. En el sistema de estudio, macropolimero de gluten (MPG), la
estructura secundaria y terciaria fue transformada a través de la actividad de bacterias acido
lacticas (BAL) y a través de la miel. Durante la fermentacion se observé una competencia
entre las enzimas provenientes de harinas y aguellas provenientes de la miel, cuya actividad
es conocida pH-dependiente. Asi, el perfil fermentativo de las cuatro BAL estudiadas indujo
cambios en las proporciones relativas de las conformaciones secundarias y terciarias, que

fueron caracteristicas para cada BAL y dependieron de su perfil fermentativo.

El gluten de la masa sin inocular o nativo, mostré un predominio de la conformacion
B-sheet, que contribuy6 a la estructura secundaria en aproximadamente 45%. A lo largo de
la fermentacion, la estructura p-sheet se incrementé en detrimento de las conformaciones
a-hélice, B-turn y random coil. Esta modificaciéon implica un reordenamiento de las

subunidades de proteina, principalmente, de gluteninas.

La actividad fermentativa de L. bulgaricus y P. pentosaceus se caracterizé por

promover el desplegamiento de la proteina. Al finalizar la fermentacion la conformacion -
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sheet antiparalela duplicé los valores presentes en el gluten nativo. Esta conformacion,
energéticamente mas estable que la conformacion (-paralela, resulté en una
microestructura que se dispuso espacialmente como red interconectada de fibras de

espesor variable.

L. plantarum present6 la pendiente de acidificacion mas pronunciada. Una elevada
concentracion de protones promovié la repulsion de subunidades de glutenina, y permitié
la interaccion por puentes de hidrégeno entre residuos de aminoacidos y moléculas de
agua. A este desplegamiento particular de la proteina le correspondié una microestructura
laminar, coherente con la formacion de una pelicula de proteina solvatada. En concordancia
con el incremento de un ambiente hidrofilico, se observé un aumento de la banda triptéfano,

de 0,14 a 0,79 U.A.

A excepcion de masas inoculadas con L. bulgaricus, para el resto de las masas
fermentadas, la estructura terciaria de las proteinas estuvo caracterizada por una
disminucién de la banda disulfuro, respecto del gluten nativo, segun el proceso hidrolitico
gue llevan a cabo las proteasas endoégenas. En particular, L. fermentum experimento la
mayor disminucién en la intensidad de esta banda, desde 6,59 a 4,16 U.A. Coincidente con
este resultado, la microestructura adquiri6 un aspecto discontinuo y poco cohesivo. Sin
embargo, la suplementacion de estas masas con miel mejoré significativamente la
cohesividad de la matriz, a través de la formacioén de nuevos enlaces disulfuro, resultando
en una red hiperconectada de proteina. En este caso, la intensidad de banda disulfuro

alcanzé un valor de 8,36 U.A., lo cual confirm6 un mayor grado de polimerizacion.

Con respecto al efecto de la suplementacion con miel sobre las conformaciones
adoptadas por las proteinas, es importante puntualizar que el agregado de miel en masas
sin inocular promovio puntos de entrecruzamiento efectivo entre proteinas. Esto se visualizd

a través del aumento de banda disulfuro que duplicé su valor original, desde 6,79 a 13,87
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U.A. Simultdneamente, la incorporacion de miel condujo a la pérdida de estructuras
secundarias, al incrementar la proporciéon relativa de la confomacion random coil en
detrimento de estructuras a-hélice. Estos resultados demuestran que las uniones
covalentes, a través de puentes disulfuro, son dominantes a la hora de definir una

microestructura mas cohesiva.

Para masas inoculadas con L. fermentum y L. plantarum y suplementadas con miel,
se observé un incremento en la intensidad de banda disulfuro respecto de las masas solo
fermentadas. Este hecho es el resultado de la competencia entre la actividad glucosa
oxidasa (GOX) de la miel y la actividad de proteasas provenientes de harinas que hidrolizan
enlaces disulfuro. Contrariamente, la presencia de miel en masas fermentadas por P.
pentosaceus no tuvo efectos apreciables sobre la intensidad de banda disulfuro, lo cual fue

adjudicado a la actividad pseudocatalasa exhibida por esta cepa.

Finalmente, las propiedades viscoelésticas requieren de un ordenamiento espacial
de subunidades de proteina que dependera tanto de la cinética de acidificacién de las BAL
utilizadas, como de las enzimas presentes. L. bulgaricus, L. plantarum y P. pentosaceus
produjeron microestructuras definidas, las cuales mejoraron la continuidad de la matriz

proteica. En tanto, L. fermentum requirié de un factor externo de entrecruzamiento.

La Fig. 55 resume los eventos mas importantes desencadenados durante la

fermentacion acidolactica y por compuestos bioactivos presentes en la miel.
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Fig. 55. Eventos simultaneos desarrollados en una masa fermentada por BAL y
suplementada con miel. HC: hidratos de carbono, MPG: macropolimero de
gluten; SH: tiol; SS: enlace disulfuro; GOX: glucosa oxidasa.
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Anexo de tablas

Tabla 5. Recuentos de BAL, valores de pH y TTA en masas de trigo-centeno
incubadas durante 19 h. Control (C), inoculadas con L. bulgaricus (LB), L. fermentum
(LF), L. plantarum (LP), P. pentosaceus (PP), con miel (M), con miel e inoculadas con
L. bulgaricus (LBM), L. fermentum (LFM), L. plantarum (LPM), P. pentosaceus (PPM).

Masa Tiempo Recuento de células pH TTA
") (Log UFC/g masa) (ml NaOH/10 g masa)
0 2,32+0,18 6,61 = 0,07 0,8 + 0,05
C 6 2,78 £ 0,14 6,69 = 0,22 1,2+ 0,03
12 3,31+£0,12 6,53 = 0,09 1,1+ 0,02
19 3,74 +£0,11 6,37 £ 0,15 2,3+£0,04
0 3,61 +0,39 6,18 +0,1 1,43 +£0,32
M 6 3,80+1,24 5,98 £ 0,34 1,4+0,28
12 4,06 + 0,44 6,02 £ 0,47 1,76 £ 0,15
19 4,69 + 0,38 5,71 £ 0,27 2,1+0,2
0 8,56%0,2 6,11+£0,1 1,1+0,12
LB 6 8,63 £ 0,36 5,81+0,12 2,7+0,09
12 10,13 £ 0,25 5,53+0,11 5,6 £0,2
19 11,17 £ 0,46 4,56 + 0,24 11,8 £ 0,05
0 8,47 £ 0,29 6,11 + 0,47 1,3+0,21
LBM 6 9,8 +£0,62 5,72+0,2 2,8+0,37
12 11,3+ 0,29 4,54 + 0,12 7,5 +0,55
19 12,3+ 0,25 4,33 + 0,07 11,2 £ 0,66
0 8,5+0,2 6,15+ 0,15 0,6 = 0,06
LF 6 8,804 5,41 £ 0,19 29+£0,12
12 10,23 £ 0,15 4,45 + 0,09 7,2+0,15
19 11,0+ 0,3 4,04 + 0,07 11,7 £ 0,06
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0 8,52 £ 0,38 6,13 +0,17 1,3+£0,34
LFM 6 8,86 +0,53 5,76 £0,1 2,7+0,7
12 10,5+ 0,45 4,68 + 0,12 6,5+0,8
19 10,6 + 0,61 4,04 £ 0,07 9,1+1,7
0 8,48 £ 0,23 6,22 £ 0,12 0,8 £ 0,05
LP 6 9,43 £ 0,06 50+0,2 4,5+0,21
12 9,81 +0,14 3,86 £ 0,18 9,8 £ 0,07
19 11,22 + 0,24 3,72 £ 0,08 16,3 £ 0,05
0 8,49 + 0,15 59+0,11 1,4+0,2
LPM 6 10,09 £ 0,21 50+0,2 50+0,3
12 11,34+ 0,32 4,69+ 0,16 8,6+0,2
19 11,8+ 0,22 3,8+0,04 16,0+ 0,3
0 8,43 + 0,08 6,14 +0,1 0,8 £ 0,02
PP 6 8,6 £ 0,26 5,08+0,4 2,6 £0,08
12 9,55 + 0,18 3,77 + 0,16 9,6 + 0,03
19 11,2+ 0,33 3,73 +0,05 12,3+ 0,09
0 8,34+ 0,08 5,61+ 0,26 1,43+0,23
PPM 6 8,6 +0,16 543 +0,18 2,8+0,7
12 9,55+0,14 4,51 +0,32 12,6 £1,3
19 11,2+ 0,32 3,81+ 0,17 153+15

139



Tabla 6. Proporcidn relativa de elementos de la estructura secundaria de proteinas
de gluten. BST: B-sheet total; BSA: B-sheet antiparalela; B-sheet paralela; aH: ahélice;
SH: hélice solvatada; T: B-turn; RC: random coil. Control (C), inoculadas con L.
bulgaricus (LB), L. fermentum (LF), L. plantarum (LP), P. pentosaceus (PP), con miel
(M), con miel einoculadas con L. bulgaricus (LBM), L. fermentum (LFM), L. plantarum

(LPM), P. pentosaceus (PPM).

Masa | Tiempo BST BSA RSP aH SH BT RC
(h)
C 0-19 45+1.2 15+1,1 30+1,7 26+2,1 14+11 | 15+13 ND
M 0-19 40 £ 1,09 12+0,8 28+14 15+1,1 12+13 | 12+13 | 21+1,1
0 45+ 3,2 18 £ 3,7 27+45 29+21 10+30 | 16+24 ND
LB 6 50+2,1 22+1,1 28+2,1 20+ 4,3 14+18 | 15+2,2 ND
12 43+1,7 18+2,0 25+29 25+27 11+10 | 1729 4+19
19 60+24 32+25 28+25 11+11 16+23 | 12+1,1 1+0,3
0 39+3,0 12+ 3,2 27+29 17+14 12+25 | 14+3,2 | 18+2,8
LBM 6 54 +25 12+1,9 42 +1,7 15+ 3,6 15+2,3 11+27 5+1,0
12 53+1,9 12+24 46+ 2,9 17+2,3 14+1,6 13+1,6 4+21
19 82+24 4+272 78+23 2+18 16+1,3 2+13 4+17
0 43+3,1 18+2,8 25+29 25+41 15+13 | 17+£2,0 ND
LF 6 48+1.8 19+2,2 29+272 26+3,1 14+11 | 13+2,1 3+x11
12 66 = 3,7 10+ 2,0 56+4,1 7+£21 14+30 | 12+1,1 2+0,3
19 49+19 22+1,7 27+23 25+3,0 10+28 | 13+0,9 3+1,4
0 43+1,7 12+1,5 31+1,9 14+1,7 12+15 | 12+24 | 19+1.2
LFM 6 52+25 28 +£3,0 24+20 14+ 2,6 12+20 | 12+1,7 | 10£1,9
12 61+1,1 34+£24 27+1,8 15+2,0 1020 | 10+2,0 6+£2,0
19 66+1,1 28+0,9 38+1,3 8+14 13+£19 | 13+0,9 71,7
0 45+ 1,7 16+£2,1 29+23 25+3,0 15+£30 | 14+1,7 ND
LP 6 50+25 20£1,0 30x14 | 24+£20 11+24 | 13+29 2+0,2
12 79+4,1 15+2,1 64+15 27+1.8 10+1,9 2+0,7 50,5
19 55+2,9 18+1,5 37+20 | 38+£1,3 12+19 3+1,0 4+12




0 41+1,5 13+1,4 2815 | 15+14 12+23 1516 | 18+23
LPM 6 47+ 1,7 22+0,8 25+1,7 | 16+23 9+1,8 14+11 | 14+1;3
12 62+2,0 22+1;3 40+1,3 9+21 13+0,9 | 10+10 | 6+13
19 67+2,1 21+15 46+1,0 6+2,0 11+11 | 11+21 | 5+£18
0 45+ 3,5 15+1,9 30+26 | 26x1,2 13£20 | 16+2,2 ND
PP 6 45+1,8 17+2,0 2815 | 30+3,1 16+2,9 9+20 ND
12 77+3,0 20+1,5 57+23 2+0,7 16+2,1 5+1,3 ND
19 6123 31+3,0 30+1,2 | 1123 719 725 | 14£3.2
0 40+£24 12+11 28+21 | 14+15 13+0,9 | 15+3,1 | 18+3,1
PPM 6 60+1,8 30+2/4 30+2,6 13+0,7 11+20 | 1326 | 3+£03
12 35+1,2 17+2,4 22+06 | 26+x1,0 17+16 | 17+14 | 5+1,0
19 3721 18+1,6 19+£23 | 2420 16+£2,8 | 19+24 | 4+17
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Tabla 7. Intensidad de banda disulfuro (480 cm™) de proteinas de gluten en masas
fermentadas sin y con miel agregada a 19 h de fermentacion. Control (C), inoculadas
con L. bulgaricus (LB), L. fermentum (LF), L. plantarum (LP), P. pentosaceus (PP), con
miel (M), con miel e inoculadas con L. bulgaricus (LBM), L. fermentum (LFM), L.
plantarum (LPM), P. pentosaceus (PPM).

Masa lago
C 6,59 + 0,6
M 13,87 £0,72
LB 14,22 £ 0,75
LBM 8,81+0,3
LE 4,16 £ 0,5
LFM 8,36 +0,3
LP 5,56 + 0,13
LPM 8,87 £0,12
PP 5,56 + 0,3
PPM 5,65+0,2
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Anexo de soluciones

Solucién buffer fosfato 0,2 M pH 6,5. Se prepard una solucién de fosfato monosédico
(PO4H2Na.H20) 2,76% (p/v) y una solucién de fosfato disédico (POsNazH) 2,84% (p/v). Se
mezclaron 68,5 ml de la primera solucion con 31,5 ml de la segunda en matraz aforado de
200 ml y se complet6 a volumen con agua desionizada.

Solucién de almidon 0,1% (p/v). Se pesaron 0,05 g de almidén soluble en 25 ml de agua
desionizada y la solucidn fue calentada a ebullicion durante 3 minutos. Simultdneamente se
agregaron 1,25 ml de acido clorhidrico (HCI) concentrado en 20 ml de agua desionizada.
Se transfirieron ambas soluciones a matraz de 50 ml y se complet6 el volumen con agua
desionizada.

Solucién buffer acetato pH 5,3. Se disolvieron 87 g de acetato de sodio trihidratado en 400
ml de agua desionizada al cual se le agregaron 10,5 ml de 4cido acético glacial. La solucion
se transfiri6 en matraz de 500 ml y se completd el volumen con agua desionizada.

Finalmente, se ajust6 el valor de pH a 5,3 con acetato de sodio 0 acido acético glacial.

Solucién de trabajo de yodo 0,01 N. Esta solucién se preparé a partir de una solucion madre
de yodo y una de fluoruro de sodio (FNa) 2% (p/v). Con tal objetivo, se disolvieron 20 g IK
en 40 ml de agua desionizada. La solucion se transfiri6 a matraz de 1 litro, se afiadieron
12,7 g de I, p.a. resublimado, se dej6 reposar durante 20 min, se llevdé a volumen, se
homogeneiz6 y se conservo en un ambiente frio y oscuro.

Solucién 5,5,-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO). Se pesaron 10 mg de DMPO y se
complet6 el volumen a 1 ml con agua bidestilada. La soluciéon se protegi6 de la luz y se

utilizé en el dia.
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Solucién FeSO.. Solucion madre FeS0O,40,05M. Se pesaron 44 mg de FeSO.y se llevaron
a 10 ml con agua bidestilada. Solucion FeS040,02 M. Se tomaron 400 pl de solucion FeSO4

0,05My se llevaron a 10 ml con agua bidestilada. Se protegi6 de la luz y se utiliz6 en el dia.

Solucién Buffer-fosfato de Butterfield: Solucién stock. Se disolvieron 34 g de KH,PO4 en
500 ml de agua destilada, se ajusté el pH a 7,2 con NaOH 0,1 M, se transfirié a matraz y se
completo el volumen a 1 litro con agua desionizada. Se fraccioné y esterilizé en autoclave
a 121 °C por 15 minutos. Soucién de dilucion. Se tomaron 1,25 ml de solucién stock y se
llevaron a 1 litro con agua desionizada.

Solucién de trabajo. Tomar 1,25 ml de solucién stock y llevar a 1 litro con agua
desionizada. Esterilizar 15 minutos a 121 °C. Se fraccioné y esterilizé en autoclave a 121

°C por 15 minutos.
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