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UTILIZACION DE CASEINOMACROPEPTIDOS COMO NUEVA
ESTRATEGIA DE FORTIFICACION CON CALCIO

Resumen

El complejamiento del calcio con péptidos y su impacto en la biodisponibilidad de este mineral
es un tema muy estudiado, pero con mucha vigencia. La potencialidad de una proteina para
unir metales esta asociada al tipo y secuencia de aminoacidos, su grado de fosforilacion y su
peso molecular. Sin embargo, su produccion a grandes escalas y su uso comercial es muy
limitado. Los productos lacteos se han considerado histéricamente muy importantes para la
salud ésea por su alta biodisponibilidad de calcio. El caseinomacropéptido (CMP) es un
péptido con valiosas propiedades bioactivas obtenido de la hidrélisis enzimatica especifica de
la kx-caseina por accién de la pepsina o quimosina durante la elaboracion del queso. A
diferencia de otros péptidos que deben ser obtenidos por procesos de hidrélisis especificos,
el CMP, se encuentra en abundancia por ser un subproducto de la industria lactea.
Actualmente, su purificacidén se realiza a escala industrial por resinas de intercambio idnico y
es un producto disponible en el mercado. EI CMP presenta un alto potencial como péptido
ligante de calcio por su alto contenido en acido sialico, su cadena peptidica rica en Glu y Asp,
su alta carga negativa a pH > 4,5, su alto grado de glicosilacion especialmente de acido sialico,

la presencia de Ser fosforilada y su alta solubilidad.

El objetivo de esta tesis fue caracterizar el desempeno del CMP como potencial ligante de
calcio. Este trabajo esta dividido en cuatro capitulos. En el primero, se evalué la interaccion
entre el CMP y las sales de calcio (CaCl, y CaAc?) a pH neutro a través de su comportamiento
al flujo, su asociacion molecular (DLS), la colorimetria y la espectroscopia FTIR. Los
resultados mostraron que la presencia de calcio modificé el estado de asociaciéon del CMP,
pasando de la forma monomérica a la hexamérica. Estas estructuras se alcanzaron con una
relacion de 1-1,2 milimoles de CaCl./g de CMP. Las soluciones de CMP admitieron la
incorporaciéon de grandes cantidades de CacCl; sin precipitar, lo que indicaria que puede ser
una excelente alternativa para vehiculizar al calcio. Por otro lado, el anion acetato aumento la
interaccion péptido-péptido permitiendo la asociacion del CMP, resultando en un aumento de

la viscosidad y posterior gelificacion.

En el segundo capitulo se estudio la interaccion entre el CMP vy las sales de calcio (CaClz y
CaAc;) a pH 3,5 a través de su dinamica de gelificacion, propiedades texturales, color y sus
espectros FTIR. En estas condiciones de pH el CMP se autoensambla, por lo tanto, las
muestras fueron geles. La velocidad de gelificacion del CMP fue independiente de la cantidad

de CaCl; adicionado. La organizacion estructural del gel no se vio afectada con la



incorporacion de CaCl, pero en presencia de CaAc:; el caracter viscoso de los geles aumento,
evidenciado también por la disminucion de la dureza. El cambio desde geles opacos a
transparentes en presencia de CaCl, o CaAc; se deberia a la formacidon de unidades
estructurales de menor tamafio que interaccionan con el Ca?*, como lo muestran los espectros
FTIR. Los cambios observados en estos espectros confirmarian una estructura molecular mas
ordenada que incluye al calcio iénico. Los geles admitieron grandes concentraciones de CaCl,
o CaAc; sin alterar en gran medida las propiedades texturales. Por consiguiente, la formacion
de geles de CMP vy sales de calcio a pH 3,5 podria ser una excelente alternativa para

incrementar la solubilidad de las sales de fortificacion.

Los objetivos del tercer capitulo fueron caracterizar el estado de asociacion, evaluar la
capacidad ligante e interpretar el mecanismo de interaccion del CMP con el CaCl,. Las
técnicas utilizadas para tal fin fueron la dispersién dinamica de luz (DLS), dialisis,
conductividad, solubilidad de CaCl, en etanol en presencia de CMP, la estimacion del calcio
unido a través de un electrodo de ion selectivo, la obtencion de una constante de asociacion
aparente y de la cantidad maxima de calcio unido segun pH 7, 8 0 9. Se puede concluir que
un mol de CMP une muy fuertemente un mol de calcio (relaciéon 1:1) con una K,, de 2.10°L
mol . Posiblemente, este sitio de alta afinidad esté relacionado con la Ser fosforilada del CMP.
A concentraciones mas altas de calcio en solucion, cada mol de CMP liga entre 8 y 14 moles
de calcio en sitios de baja afinidad y mas débilmente unidos, con una K., comprendida entre
30y 130 L mol! dependiendo del pH (de 9 a 7).

Finalmente, en el cuarto y ultimo capitulo se evalud la inhibicidon de la precipitacion de sales
de calcio (CaCl, y CaCO3) por el CMP en un medio alcalino simulando el pH y la fuerza i6nica
del intestino (buffer fosfato pH 8) y se concluy6 que el CMP es un efectivo ligante de calcio en
condiciones basicas y que esta propiedad puede ser incrementada mediante un tratamiento
previo de reversion de pH con los acidos citrico, fosférico y clorhidrico. Por otro lado, se
analizé el efecto del CMP en la solubilidad acuosa de sales de uso terapéutico (CasCit, y
Calacy). Los resultados indicaron que la presencia de CMP aumentd la solubilidad de ambas
sales. Este efecto de sobresaturacién es muy interesante para optimizar la bioaccesibilidad
de suplementos dietarios que utilicen estas sales. Sin dudas el CMP tiene un enorme potencial
como péptido ligante de calcio y podria utilizarse tanto en la formulacion de alimentos
innovadores como de suplementos de uso terapéutico. Los estudios aqui expuestos

constituyen una base preliminar que justificarian futuros estudios de mayor complejidad.

Palabras claves: Caseinomacropéptido, calcio, péptidos ligantes de calcio, bioaccesibilidad.



USE OF CASEINOMACROPEPTIDES AS A NEW FORTIFICATION STRATEGY
WITH CALCIUM

Abstract

Calcium-binding peptides and its impact on the bioavailability of this mineral is a well-studied
topic, but with a lot of validity. The potentiality of a metal binding protein is associated with the
type and sequence of amino acids, its phosphorylation degree and its molecular weight.
However, its large-scale production and commercial use is very limited. Dairy products have
historically been considered very important for bone health because of their high calcium
bioavailability. Caseinomacropeptide (CMP) is a peptide with valuable bioactive properties
obtained from specific enzymatic hydrolysis of k-casein by the action of pepsin or chymosin
during cheese production. Unlike other peptides that must be obtained by specific hydrolysis
processes, CMP, is found in abundance because its a byproduct of the dairy industry.
Currently, its purification is carried out on industrial scale by ion exchange resins and is a
product available on the market. CMP has a high potential as a calcium binding peptide due
to its high sialic acid content, its peptide chain rich in Glu and Asp, its high negative charge at
pH > 4.5, its high degree of glycosylation especially of sialic acid, the presence of

phosphorylated Ser and its high solubility.

The aim of this thesis was to characterize the performance of CMP as a potential calcium
binder. This work is divided into four chapters. In the first, the interaction between CMP and
calcium salts (CaCl, and CaAc») at neutral pH was evaluated through its flow behavior,
molecular association (DLS), colorimetry and FTIR spectroscopy. The results showed that the
presence of calcium modified the association status of the CMP, going from the monomeric
structure to the hexameric. These structures were achieved with a ratio of 1-1.2 millimoles of
CaCly/g of CMP. CMP solutions allowed the addition of large amounts of CaCl, without
precipitating, which can indicate that is an excellent alternative to transport calcium. On the
other hand, the acetate anion increased peptide-peptide interaction allowing CMP association,

resulting in an increase in viscosity and subsequent gelation.

The second chapter studied the interaction between CMP and calcium salts (CaCl, and CaAc;)
at pH 3.5 through its dynamics of gelation, textural properties, color and its FTIR spectra. Under
this pH condition the CMP self-assembled, therefore, the samples were gels. The gelation rate
of the CMP was independent of the amount of CaCl, added. The structural organization of the
gel was not affected with the incorporation of CaCls, but in the presence of CaAc; the viscous
character of the gels increased, also evidenced by the decrease in hardness. The change from

opaque to transparent gels in the presence of CaCl, or CaAc, can be due to the formation of



smaller structural units that interact with Ca?*, as shown by the FTIR spectra. Changes
observed in these spectra would confirm a more orderly molecular structure that includes ionic
calcium. The gels admitted large concentrations of CaCl. or CaAc, without altering textural
properties much. Therefore, the formation of CMP gels and calcium salts at pH 3.5 can be an

excellent alternative to increase the solubility of fortification salts.

The aim of the third chapter was to characterize the association status, to evaluate the binding
capacity and to interpret the mechanism of interaction of CMP with CaCl,. The techniques
used for this purpose were dynamic light scattering (DLS), dialysis, conductivity, solubility of
CaCl in ethanol in the presence of CMP, estimation of calcium binding through a selective ion
electrode, obtaining a constant association and the maximum amount of calcium bound
according to pH 7, 8 or 9. It can be concluded that a mol of CMP bonds very strongly a mol of
calcium (ratio 1:1) with a Kass of 2.103 L mol'. Possibly, this high affinity site is related to the
CMP phosphorylated Ser. At higher calcium concentrations, each mol of CMP binds between
8 and 14 moles of calcium at low affinity sites and weakly bounds, with a Kass between 30 and

130 L mol"' depending on the pH (from 9 to 7).

Finally, in the fourth and final chapter the inhibition of the precipitation of calcium salts (CaCl-
and CaCOs3) by CMP in an alkaline medium was evaluated simulating the pH and ionic strength
of the intestine (phosphate buffer pH 8) and it was concluded that CMP is an effective calcium
binder under basic conditions and that this property can be increased by a previous pH reversal
treatment with citric, phosphoric and hydrochloric acids. On the other hand, the effect of CMP
on the aqueous solubility of therapeutic salts (CasCit, and CalLac.) was analyzed. The results
indicated that the presence of CMP increased the solubility of both salts. This oversaturation
effect is very interesting to optimize the bioaccessibility of dietary supplements that use these
salts. Undoubtedly, CMP has enormous potential as a calcium binding peptide and can be
used in both innovative foods and therapeutic supplements. These studies constitute a

preliminary basis that would justify future investigations.

Keywords: caseinmacropeptide, calcium, calcium-binding peptides, bioaccessibility.



Fundamento del estudio. Segun la Encuesta Nacional de Nutricion y Salud de Argentina
realizada en los afios 2004-2005 en nifos y mujeres entre 10 y 49 afos (ENNYS, 2007), el
calcio resultdé uno de los nutrientes mas criticos, con un 94,3% de mujeres que presentaron
una ingesta menor a la ingesta diaria recomendada (IDR). En la Argentina, este requerimiento
para la edad entre los 19 y 50 afios es de 1.000 mg/dia (FAO, 2001), independiente de su
localizacién geografica, situacion socioeconomica o edad. En el caso de los nifilos menores
de 2 afios el 28% no cubrian la ingesta adecuada de este mineral, mientras que en el grupo
de 2 a 5 afios esta cifra llegd al 45,6%. Esos resultados evidencian que el calcio es uno de
los nutrientes mas criticos en mujeres y nifios. Una dieta con aportes adecuados de calcio
que esté biodisponible podria contribuir a controlar enfermedades causadas por la deficiencia
de este elemento. El calcio no sélo debe estar presente en el alimento, sino que también debe
ser absorbido por el organismo; una alternativa para aumentar su bioaccesibilidad podria ser
incorporarlo junto con el caseinomacropéptido que ademas tiene numerosas propiedades

bioactivas.

Esta tesis de doctorado se encuadra en el area de los alimentos funcionales y de la
nanotecnologia. En primer lugar, el hecho de trabajar con un componente bioactivo, como el
CMP, resulta de gran interés tanto para la industria alimentaria que se interesa por brindar a
los consumidores cada vez mas productos que contengan ingredientes funcionales como para
la industria farmacéutica que proporcionaria suplementos dietarios aumentando no solo la
biodisponibilidad sino también la palatabilidad. Frente a la necesidad de mejorar la ingesta de
calcio en la poblacion, la fortificacion de alimentos se convierte en una estrategia util para

mejorar la densidad nutricional de los alimentos en las dietas habituales.

El alcance de esta tesis comprende el estudio de la interaccion del CMP a pH 7 y 3,5 (valores
de pH encontrados en el tracto gastrointestinal) y sales de calcio comunmente utilizadas tanto
en la industria alimentaria como farmacéutica. También comprende la evaluacién de su
caracter ligante de calcio a través de diversas técnicas, hallando una relacién 6ptima para la
union. Los resultados de esta tesis constituyen un aporte preliminar para estudios posteriores
complejos como de biodisponibilidad a nivel intestinal, ensayos en animales y/o de desarrollo

de un producto o bebida con CMP y calcio.
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INTRODUCCION

Se define a un alimento como “toda sustancia natural o procesada que se ingiere
con el fin de satisfacer la incorporacion de los nutrientes para el mantenimiento de
las funciones vitales del organismo” (ANMAT, 2012). Satisfacer las necesidades
nutricionales es la principal funcién de la dieta, pero en la actualidad los
consumidores estan mas informados e interesados en conocer la relacion existente
entre la dieta y la salud, buscando llevar un estilo de vida sano para reducir el riesgo
de padecer enfermedades y dolencias. Enfermedades como diabetes, cancer, fallas
cardiacas, alergias, osteoporosis, problemas dentales y obesidad estan claramente
asociadas a los habitos alimentarios, concernientes tanto a adultos como a nifios

(llanes y Guerrero, 2016).

Los minerales esenciales son sustancias organicas requeridas por el cuerpo para
una variedad de funciones. Su clasificacion desde el punto de vista nutricional se
puede realizar en funcion de la cantidad en que estan presentes en el organismo
(Portela, 2015). Se distinguen asi los macronutrientes o elementos mayores, grupo
constituido por calcio, sodio, fdsforo, potasio, cloruro y magnesio, y los
micronutrientes minerales o elementos menores que comprenden al yodo, cobre,
zinc, hierro, selenio y molibdeno. Actualmente, ambas categorias de minerales
esenciales han adquirido importancia nutricional, tanto por sus consumos deficientes
como por los excesivos, y por su relacion con enfermedades cronicas como la
hipertension, accidentes cerebro vasculares, osteoporosis, anemia ferropénica,
bocio, entre otras. Se debe tener en cuenta que la cantidad de nutrientes de un
alimento determinada por métodos quimicos convencionales no siempre indica la
utilizacion por el organismo ya que los nutrientes no existen aislados en el alimento y
estan sujetos a interacciones con otros nutrientes o componentes de la matriz
alimentaria. El concepto de biodisponibilidad se define como “a proporcion del
nutriente ingerido que puede ser digerido, absorbido y metabolizado o utilizado por el
organismo para los fines que le son propios” (Portela, 2015). Para los minerales, el
concepto de biodisponibilidad implica que éstos deben encontrarse en forma soluble
al pH del tracto gastrointestinal donde se realiza su absorcion mineral. Los ligandos
capaces de formar complejos solubles y absorbibles incrementan la biodisponibilidad
mineral (Portela, 2015).
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El calcio es un nutriente esencial en el cuerpo humano. Se han realizado numerosos
estudios para la utilizacion de péptidos de cadena corta como ligantes de calcio
como medio de suplementacion de este mineral (Ferraretto y col., 2001; Phelan y
col., 2009; Zong y col., 2012; Charoenphun y col., 2013; Chen y col., 2014; Eckert y
col., 2014; Peng y col., 2017; Wang y col., 2017; Wang y col., 2018; Chen y col.,
2019; Zhang y col., 2019). Estos péptidos podrian ligar calcio a través de grupos

especificos, como los grupos fosfatos o los grupos carboxilatos (Sun y col., 2016).

El Caseinomacropéptido (CMP) es un péptido de origen animal, que proviene del
suero de queso luego de la escision de la k-caseina por via enzimatica y posee
numerosas propiedades bioactivas. Hasta el momento, no existe en la literatura
informacion sobre mezclas de CMP con sales de calcio, por lo cual, teniendo en
cuenta sus propiedades funcionales y las caracteristicas bioactivas del CMP, resulta
de gran interés su estudio para el desarrollo de nuevos ingredientes funcionales. La
motivacion para usar al CMP como péptido ligante de calcio estd basada en cuatro
consideraciones principales: su alto contenido de acido sialico (Nakano y Ozimek,
1999), su cadena peptidica rica en Glu y Asp (Théma-Worringer y col., 2007), su alta
carga negativa que le confiere solubilidad a pH superior a 4,5 y las importantes
propiedades biolégicas del CMP (Brody, 2000). Estudiar nuevas aplicaciones del
CMP, que se obtiene del suero de queseria, es una manera de revalorizar al suero
de queso que esta considerado como GRAS (sustancias generalmente reconocidas
como seguras, por sus siglas del inglés “generally recognized as safe”) por el

Departamento de Administracion de Alimentos de Estados Unidos (USFDA).
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1. CALCIO

1.1. Importancia del calcio

El organismo humano adulto contiene entre 850 y 1500 g de calcio, que representan
alrededor del 1,7% del peso corporal, y es el mineral mas abundante en nuestro
organismo. El 99% esta localizado en el tejido éseo, formando con el fésforo un
fosfato complejo, la hidroxi-apatita, depositada sobre una matriz de naturaleza
proteica y el 1% restante se encuentra en circulacién sanguinea, fluidos y tejidos
blandos (Portela, 2015). El calcio del organismo cumple importantes funciones
esqueléticas y reguladoras, por ejemplo, la constitucidn de fluidos y tejidos, la
regulacion cardiaca y la contraccion muscular, la conduccién neuronal y el
mantenimiento de la estructura y calidad de la masa oOsea. Ademas, como
componente de los sistemas enzimaticos, es estimulante de la secrecion hormonal,
la proliferacion celular y la coagulacién sanguinea. Su depdsito depende de varios
factores como la ingesta dietética, la absorcion intestinal, la excrecion renal y el

remodelamiento 6seo.

El requerimiento de calcio esta afectado por diversos factores como edad, sexo,
embarazo, lactancia o enfermedades como por ejemplo la insuficiencia renal. En
Argentina, el requerimiento recomendado de calcio para la edad entre los 19 y 50
afios es de 1000 mg/dia (FAO, 2001). El criterio actualmente utilizado para
establecer las necesidades de calcio se basa en alcanzar y luego conservar un
adecuado pico de masa 6sea (0 meseta) (PMO), es decir, lograr la adquisicion
maxima del mineral al finalizar el crecimiento. Luego, a lo largo de la vida se
mantiene con pocos cambios hasta que, a partir de los 50 anos, el PMO comienza a
declinar, mas rapidamente en la mujer que en el hombre, deteriorando la resistencia
de los huesos y aumentando el riesgo de fracturas (osteoporosis) (Portela, 2015). Es
por ello, que el National Institute of Health (NIH) recomienda una ingesta superior
(1.500 mg/dia) a partir de esa edad. Durante el embarazo se produce un paso activo
de calcio de la madre al feto a través de la placenta, que es necesario para la
formacion del esqueleto. Para evitar un desgaste excesivo de las reservas de la
madre es imprescindible asegurar un correcto aporte de este mineral en la dieta
(1200 mg/dia). Se estima que las necesidades de calcio en la mujer lactante son de
unos 1.000 mg/dia y en los adolescentes 1.300 mg/dia (FAO, 2001). El calcio es,

entonces, fundamental para que se produzca un 6ptimo crecimiento 6seo y para que
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se mantengan las funciones vitales en las que participa el calcio plasmatico.
Ademas, una ingesta adecuada podria prevenir la aparicion de osteoporosis,

obesidad e hipertension (Lee Gallagher, 2009).

1.2. El calcio en los alimentos

Conocer las fuentes de calcio dietario es el primer paso para incrementar su ingesta.
Es un elemento vital para el organismo y su existencia en él depende
exclusivamente del consumo en la dieta. Los principales aportadores son los lacteos
(la leche, el yogurt y el queso) que por su elevado contenido de calcio y por su facil
absorcién constituyen la principal fuente de este mineral. El calcio ingerido a través
de los productos lacteos tiene un efecto de mayor importancia sobre la
mineralizacion 6sea y ademas favorece el desarrollo de una buena salud dental
(Riechman, 2005). Otras fuentes de calcio son algunas hortalizas de hojas verdes
tales como acelga y espinaca, brocoli, pescados que se consumen con espinas
(caballa, cornalitos y sardinas) y algunas semillas tales como almendras y sésamo
(Lépez, 2005).

El calcio interacciona fuertemente con los demas componentes de la dieta en el
intestino y en consecuencia compuestos como fitatos (presentes en cereales, frijoles
y semillas comestibles), oxalatos (presentes en hojas verdes de vegetales, como
acelga y espinaca), acidos grasos de cadena larga, fluoruros, fosfatos y ciertas fibras
disminuyen su absorcidn y reducen su biodisponibilidad por la formacién de
complejos de calcio insolubles. El acido oxalico es el inhibidor mas potente de la
absorcion del Ca?*, ya que forma oxalato de calcio que es un compuesto insoluble
(Heaney, 1998). El fitato también es un inhibidor de la absorcion por la formacién de
quelatos insolubles. Este efecto inhibidor disminuye cuando los cereales se panifican
debido a que el acido fitico es degradado por la enzima fitasa de las levaduras
fermentadoras (Hallberg, 2000). EI fésforo es necesario en los periodos de rapido
crecimiento 6seo, pero debe estar en proporciones balanceadas con el Ca?*. Una
elevada relacion calcio/fosforo dificulta la biodisponibilidad del calcio al formar
complejos insolubles. Las bebidas colas son ricas en fosforo debido a su contenido
en acido fosférico utilizado como acidulante. La ingestion excesiva de fosfatos a
través de estas bebidas, no permitiria alcanzar el pico de masa ésea esperado

(Wyshak, 2000). El criterio conocido para considerar un alimento como buena fuente
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de calcio es que proporcione al menos 30 mg de calcio absorbible por una porcién
estandar o por cada 100 kcal de alimento (Titchenal, 2007). Segun el Centro de
Estudios sobre Nutricién Infantii (CESNI) consumir un vaso de leche o yogur
contiene la misma cantidad de calcio que 300 g de brocoli, 130 g de almendras, 65 g
de sardinas, anchoas, cornalitos o 280 g de sésamo, alimentos que son mas
costosos, de baja biodisponibilidad y dificiles de consumir en esa cantidad. Es por
ello que los lacteos constituyen una fuente de calcio por excelencia (Lopez, 2005).
La Figura 1 relaciona la cantidad de calcio por porcion de diversos alimentos
comunes. Puede observarse que la leche y sus derivados tienen mayor contenido de

calcio por porcion.

Brécolicrudo (71g) mmm 35
Brécoli cocinado (156 g) IR 62
Semillas de sésamo (10 g) NN 97,5
Cereales de desayuno fortificados (30 g) I 100
Espinaca (100 g) M 117
Cereales de desayuno maiz azucarados (30 g) I 136
Queso pasteurizado procesado (21 g) I 144
Queso mozarella (28 g) NN 177
Queso (28 g) NN 202
Salmon con hueso (85 g) GGG 203
Colrizada (100 g) NG 12
Leche descremada (244 ml) GGG 3
Anchoas en aceite (90 g) IIIEEEEEEEEEGEGNGGNGGNGGGGG—— 045
Yogurt descremado frutal (170 ml) I 53
Leche parc descremada (1%) (244 ml) I 06/
Sardinas en aceite (90 g) NEEEEEEEEEGEGEGEGEGEGEGEGEGNGNGNGNGNG—— 32
Queso parmesano (28 g) I 320
Ricota (124 g) N 337
Leche devaca (244 ml) I 046

0 100 200 300 MgdeCa

Figura 1. Contenido aproximado de calcio por porcién de algunos alimentos comunes. Elaboracion
propia con datos obtenidos de la Sociedad Argentina de Pediatria (Fernandez, 2011).
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1.3. Biodisponibilidad y Absorcion

La biodisponibilidad de los minerales depende de factores intrinsecos del individuo,
como el sexo, la edad, la genética, la etapa de desarrollo, el estado fisioldgico y
nutricional y el estado de salud general. Pero también depende de factores
extrinsecos, como la cantidad de nutrientes ingeridos por dia, de sus propiedades
fisicoquimicas (pH, solubilidad, estado de oxidacion, quelacion, complejacién) y de
las interacciones con otros nutrientes o elementos provenientes de la dieta (Quintero
Gutierrez, 2002).

El calcio que esta presente en los alimentos que ingerimos se encuentra en forma de
sales o combinado con otros nutrientes y necesita de la presencia del acido
clorhidrico del estomago para disolverse o mantenerse en solucion durante el
transito intestinal de pH neutro o ligeramente alcalino (Gueguen, 2000). EI 90% de la
absorcién del calcio tiene lugar en el intestino delgado (Wasserman, 2004) a través
de su forma ionizada (Ca?*) o unido a una molécula organica soluble (Gueguen,
2000). La absorcién del calcio en el estdmago representa una fraccibn muy menor y
el calcio restante (menos del 10%) se absorbe en el colon (Vavrusova y col., 2014).
El nivel de absorcién es bajo por varios factores, como se menciond anteriormente,
interacciona con los demas componentes de la dieta formando complejos insolubles.
Otro factor es la dificil absorcién de cationes divalentes (como el calcio o el
magnesio) en la mucosa intestinal y ademas las sales de calcio en las condiciones
del intestino (pH 7 a 8,5) son insolubles (Eckert y col., 2014). Otros factores que
limitan la absorcidon de calcio son la deficiencia en vitamina D, una inadecuada
relacion calcio/fésforo (la correcta es 2:1), el exceso de sodio y el consumo de café

mayor a 90 mg/dia (Fernandez, 2011).

La absorcion de calcio también varia a lo largo del ciclo de la vida, siendo la etapa
de lactancia el periodo de mayor absorcion, con un porcentaje que ronda un 55-
60%, en la adolescencia estos valores descienden a 35-40%, y se estabiliza en un
30% aproximadamente en la etapa adulta. A partir de los 50 afos, la eficiencia de
absorcién declina casi 0,2% por afo, con un porcentaje adicional del 2% en la

menopausia (Torresani, 2007).
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1.4. Metabolismo

El metabolismo u homeostasis del calcio es el mecanismo por el cual el organismo
mantiene adecuados niveles de calcio. Los valores normales de este mineral en
plasma varian de 9 a 11 mg% (L6pez, 2005). El calcio de los alimentos es ionizado
en el medio acido del estomago y en el intestino interacciona con los demas
componentes de la dieta. Segun las caracteristicas quimicas de la matriz alimentaria
y el pH intestinal se forman complejos con el calcio cuya solubilidad depende su
absorcion (Portela, 2015).

El calcio es absorbido en el intestino delgado por dos mecanismos: uno saturable,
que predomina en el duodeno proximal, y otro no saturable, que tiene lugar en el
intestino delgado (Portela, 2015) (Figura 2).
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Figura 2. El Ca** ionizado se absorbe a través del epitelio intestinal por dos mecanismos de
transporte: 1) transcelular, activo, controlado metabdlicamente por la vitamina D y 2) paracelular,
pasivo, no saturable, a través de las uniones herméticas entre las células e impulsado tan solo por el
gradiente electroquimico de Ca?*. Adaptado de Quesada Gémez (2011).
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El mecanismo no saturable es independiente del estado nutricional y de la actividad
de la vitamina D; predomina en el yeyuno e ileon y se realiza por un mecanismo
paracelular, o sea, entre la union de las células enterales.

El mecanismo saturable o transcelular, se lleva a cabo fundamentalmente en el
duodeno y yeyuno proximal, esta regulado fisiolégica y nutricionalmente por el
metabolismo activo de la vitamina D, y consta de 3 etapas:

I. Entrada del calcio desde el lumen a las células intestinales a través de
canales de calcio especializados (TRPV5 y TRPVG6), localizados en la
membrana de borde en cepillo (BBM).

[I.  Difusion intracelular hacia la membrana basal, mediado por proteinas
especificas (Calbidina-D), cuya sintesis es inducida a nivel genémico por la
accion transcripcional del derivado activo de la vitamina D (1,25(OH)2Ds o
calcitriol) y la cual tiene una alta afinidad por el Ca?*.

[ll.  Extrusién del calcio al sistema vascular, mediado por la Ca-ATPasa vy el anti-

porter Na*/Ca?* localizados en la membrana basolateral (BLM).

De esta forma, se produce la absorcidon neta de Ca?* desde el lumen intestinal hasta
el compartimiento extracelular.

Cuando el aporte de Ca?* es suficiente, se inhibe la sintesis de 1,25(0OH)2D3 y se
satura el transporte franscelular, por lo cual el mecanismo de absorcién paracelular
pasa a ser el predominante. Por el contrario, cuando el aporte de Ca?* es limitado el
transcelular es el predominante. Si se aporta un tipo de sal poco soluble y ionizable
en cantidades elevadas, puede ser suficiente para saturar el mecanismo
transcelular, pero no suficiente para potenciar de un modo significativo el transporte
paracelular. Sin embargo, si se administra un alimento o una sal calcica soluble e
ionizable, una vez saturado el proceso franscelular, el calcio puede continuar

absorbiéndose mediante el mecanismo paracelular (Quesada Gémez, 2011).
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1.5. Enfermedades relacionadas con el calcio

La deficiencia cronica de calcio ocasiona en el hombre adulto osteoporosis,
patologia en la cual disminuye el contenido mineral del hueso aumentando la
susceptibilidad a las fracturas, especialmente en las mufiecas, la columna vertebral y
las caderas (Lopez, 2005). Cabe sefalar que sobreviene la muerte en un plazo de 6
meses después de la fractura de cadera en el 15-20% de los pacientes, con
morbilidad importante en los sobrevivientes (Mota-Blancas, 1999). La osteoporosis
puede afectar a ambos sexos, pero las mujeres son mas vulnerables a la
enfermedad debido a una aceleracion de la pérdida 6sea después de la menopausia
(Miladi y col., 2013). Afecta estimadamente a 75 millones de personas en todo el

mundo (Vavrusova y col., 2014) y es considerada una epidemia oculta.
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Figura 3. El calcio de los alimentos se absorbe mayoritariamente en el intestino delgado, bajo
influencia de la vitamina D. Para su absorcién necesita disolverse y ionizarse en el estémago y
duodeno proximal, por la accidn del acido clorhidrico del estémago. La hipoclorhidria disminuye la
ionizacion del calcio, y por tanto su disponibilidad para ser absorbido. La hipocalcemia resultante
incrementa la secrecion de hormona paratiroidea (PTH), que aumenta la resorcion ésea y contribuye
al desarrollo de osteoporosis (Quesada Gémez, 2011).

En los ancianos disminuye la biodisponibilidad del calcio por la hipoclorhidria y la
aclorhidria que son los trastornos generados por el decrecimiento de la secrecion de
acido gastrico en el esttmago, y la falta de la misma, respectivamente. Esta

condicion disminuye la disolucién de las sales de calcio en agua en el estbmago y
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contribuye a la mala absorcién de calcio ya que circula por los intestinos en forma de
sales insolubles no asimilables (Straub, 2007). La Figura 3 muestra la relacién entre

la hipoclorhidria y la osteoporosis.

En la Insuficiencia Renal Cronica (IRC) se aconseja la administracion de una dieta
equilibrada adaptada a la edad y sexo que cubra los requerimientos de calcio en
cantidades adecuadas a las recomendaciones. Los pacientes afectados con IRC no
dializados requieren entre 600 y 1400 mg/dia de calcio, que sera aportado por la
dieta y los suplementos orales, mientras que los pacientes que se encuentran en
dialisis cronica suelen requerir entre 1200 y 1600 mg/dia de calcio para lograr un
balance positivo o neutro. La recomendacion actual para los pacientes afectados con
IRC es la de proporcionar una ingesta diaria de calcio total (dieta y complementos)
que no supere los 2000 mg/dia de calcio para evitar una sobrecarga que condicione
la aparicidon de calcificaciones cardio-vasculares (Douthat y col., 2009). Al disminuir
la funcidon renal se produce una acumulacion corporal de fésforo en forma
directamente proporcional a la cantidad ingerida en los alimentos. La hiperfosfatemia
inhibe la actividad de la hidroxilasa renal, disminuyendo la produccién de calcitriol y
de esta manera, en forma indirecta a la hipocalcemia por menor absorcién intestinal
de calcio. Entre las medidas mas importantes, el control de la hiperfosfatemia
requiere disminuir el ingreso de fosfato (dieta, captores orales de fosfato) e
incrementar las pérdidas (dialisis). Para disminuir la ingesta de fosfato es necesario
que los pacientes con IRC tengan una dieta equilibrada. Ademas, es necesario que
se disminuya la absorcion intestinal del fosfato ingerido, por este motivo se
recomienda la ingesta de suplementos de calcio. Entre los mas utilizados se
encuentran el carbonato de calcio y el acetato de calcio. Ambas sales han
demostrado ser eficaces cuando se los utiliza en altas dosis y tienen un costo
relativamente bajo de tratamiento. Ambos medicamentos son mas efectivos si se
administran durante las comidas. Su principal limitacién es el riesgo de producir
hipercalcemia (elevacion de los niveles de calcio total por encima de 10,5 mg/dL), la
escasa tolerancia digestiva y la escasa palatabilidad (estas sales son ingeridas en
forma de tabletas poco agradables y de gran tamafo).

La Hipertension, la Hipertension Inducida por el Embarazo (HIE) y el cancer de colon
son otras enfermedades que se han documentado como relacionadas a la baja

ingesta de calcio (Portela, 2015).
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1.6.Uso terapéutico y en alimentos de las sales de calcio de uso mas frecuente

El metabolismo, la biodisponibilidad y el uso terapéutico de las diferentes
formulaciones de calcio varian significativamente segun la sal empleada. Las sales
de uso mas frecuente (carbonato, citrato, gluconato, fosfato y lactato) aportan
diferentes cantidades de calcio elemental. Los usos mas habituales de estas sales
de calcio son el tratamiento y la prevencidon de la osteoporosis; en osteopenia; en
estados de hipocalcemia, por bajo aporte o mala absorcion; como suplemento
dietario, segun la ingesta diaria recomendada y también, en enfermedades
vasculares, como en las hemorroides internas, las flebopatias y en la retinopatia
diabética (Sosa, 2009).

e Carbonato de calcio: Es el suplemento mas utilizado y menos costoso. La sal

reacciona con el acido clorhidrico del estémago formando cloruro de calcio.
Una proporcion variable del ion calcio es liberada y absorbida por el intestino,
pero cerca del 85 % es reconvertido a sales de calcio insolubles (Buckley,
1989). Un aporte de 1000 mg de carbonato de calcio so6lo proporciona 400 mg
de calcio elemental y, de estos ultimos, el intestino so6lo absorbera
aproximadamente el 28 % (112 mg). El carbonato de calcio es la sal de
primera eleccion para tratar la hiperfosfatemia, es fijador de fosfatos por
formacion de complejos insolubles en el tracto gastrointestinal y, asi, se
reduce la absorcién de fosfatos (Beers, 1999). También es utilizado como
coadyuvante en el tratamiento de la osteoporosis y habitualmente como

suplemento en los estados de deficiencia.

o Citrato de calcio: El citrato de calcio tiene mayor biodisponibilidad que el

carbonato, cuando es consumido con las comidas (Recker, 1985). El
carbonato de calcio depende del acido gastrico para convertir el ion calcio en
biodisponible. Las personas que padecen aclorhidria, piloroplastia u otras
patologias en las que el compuesto de calcio no permanece en medio acido el
tiempo suficiente como para liberar el mismo, no lo absorben adecuadamente.
En cambio, el citrato de calcio, permanece en forma soluble en el medio
alcalino del intestino delgado. En individuos con secrecién normal de acido

gastrico, de un 20 a un 66 % mas de calcio esta biodisponible a partir del
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citrato con respecto al carbonato y, en personas con aclorhidria, resulta ser un
100 % mas biodisponible (Gennaro, 1998). El citrato de calcio se usa para la
prevencion y el tratamiento de la osteoporosis, las carencias de calcio en los
periodos de crecimiento, el embarazo, la lactancia y por dietas insuficientes,
especialmente destinado a los pacientes con hipoclorhidria o aclorhidria

organica o farmacoldgica.

Gluconato de Calcio: Puede administrarse por via oral, inyeccion

intramuscular o intravenosa, aunque las inyecciones intramusculares pueden
causar abscesos. En general, el gluconato de calcio se considera la sal de
calcio de eleccién para uso intravenoso (Gennaro, 1998). Como libera sélo un

9 % de calcio elemental, debe emplearse varias veces al dia.

Fosfato de Calcio: Es una buena fuente de calcio y fésforo durante el

embarazo, la lactancia o la hipocalcemia de leve a moderada. Debido al
contenido de fosfato esta contraindicada en el hipoparatiroidismo (Gennaro,
1998). Tiene mejor biodisponibilidad que el lactato de calcio y que el
carbonato de calcio, probablemente debido a que el Ca y el P son los
constituyentes mas requeridos en la formacion del hueso. El fosfato de calcio
tribasico libera un 39 % de calcio elemental y hay formulaciones que mejoran

su biodisponibilidad porque contienen vitamina D.

Lactato de Calcio: Esta sal no debe emplearse en casos de intolerancia a la

lactosa (insuficiencia de lactasa); se administra en forma oral y parenteral. Los
comprimidos que contienen lactato de calcio no producen irritacion
gastrointestinal y, en el caso de la via intravenosa, corrigen en forma rapida la
hipocalcemia. Es una excelente fuente de ion calcio para el tratamiento oral
de sus deficiencias y para la prevencion de la osteoporosis. Como la
biodisponibilidad del calcio no depende del acido gastrico, como en el caso
del carbonato, el lactato es mas aconsejable, en especial, para los pacientes
mayores. El lactato de calcio también esta disponible en combinacion con el

glicerofosfato en forma inyectable.
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Tabla 1. Caracteristicas importantes de las fuentes de calcio comunmente utilizadas en la
industria alimentaria. Adaptada de Gerhard (2002).

Producto So]ubilidad del Sabor Contepido de
calcio a 25°C (g/L) calcio (%)

Carbonato de calcio Insoluble Untuoso, alimonado 40

Fosfato de calcio Insoluble Arenoso, suavemente dulce 17 — 38
Citrato tricalcico (4 Hz0) 0,2 Neutral 21
Lactato de calcio (5 H:0) 9,3 Suavemente dulce 13

Lactato-gluconato de calcio 45 -50 Neutral 10—-13
Gluconato de calcio 3,5 Suave, neutral 9

La fortificacion de los alimentos puede ser una estrategia para controlar la carencia
de nutrientes (FAO, 2002). Usualmente, los términos fortificacion y enriquecimiento
son usados como sindénimos, pero no lo son. Al hablar de Alimentos Enriquecidos, el
Cddigo Alimentario Argentino los define en su capitulo XVII, art. 1369, como
“aquellos a los que se han adicionado nutrientes esenciales (vitaminas y/o minerales
y/o proteinas y/o aminoacidos esenciales y/o acidos grasos esenciales) con el objeto
de resolver deficiencias de la alimentacion que se traducen en fenémenos de
carencia colectiva’. Es decir que los Alimentos Enriquecidos poseen una
incorporacion de nutrientes considerados necesarios por la Autoridad Sanitaria a fin

de contribuir en la mejora de las carencias de nutrientes que existen en la poblacion.

Por otro lado, el Codigo Alimentario Argentino en su capitulo XVII, articulo 1.363,
define a los Alimentos Fortificados como “aquellos en los cuales la proporciéon de
proteinas y/o aminoacidos y/o vitaminas y/o substancias minerales y/o acidos grasos
esenciales es superior a la del contenido natural medio del alimento corriente, por
haber sido suplementado significativamente”. Para el caso de los minerales, una
porcidn del alimento fortificado debera aportar entre un 20 a 50 % de la Ingesta
Diaria Recomendada (IDR). Muchos productos alimenticios y bebidas de consumo
regular como jugos de frutas, productos lacteos, alimentos para lactantes y
deportistas son fortificados con calcio en la actualidad.

Se ha estudiado mucho la fortificacidon de los alimentos con calcio a través de sales
solubles en agua como el cloruro de calcio, carbonato de calcio, citrato de calcio,

lactato de calcio y acetato de calcio (Soto y col., 2014). Estas sales presentan menor
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solubilidad a pH neutro o basico, que es el pH del intestino en donde se produce casi
la totalidad de la absorcion del mineral (Eckert y col., 2014). Por lo tanto, una menor
solubilidad implica una menor biodisponibilidad. Cuando se fortifican bebidas, la
solubilidad, caracteristicas de disolucidén y estabilidad de las sales son temas de
extrema importancia en su disefio (Gerhard, 2002). Algunas de las caracteristicas
mas importantes de las sales de calcio mas frecuentemente utilizadas se muestran

en la Tabla 1.
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2. Caseinomacropéptido

Durante el proceso de elaboracion del queso, se agregan enzimas coagulantes a la
leche, como quimosina o pepsina, que provocan la hidrolisis enzimatica de la k-
caseina en un enlace especifico (Phe1os - Metios) dando lugar a dos fragmentos
(Figura 4): a la para-k-caseina que forma parte del coagulo (residuos 1-105) y a un
péptido que permanece soluble en el suero, denominado caseinomacropéptido
(CMP, residuos 106-169) también llamado glicomacropéptido (GMP) debido a su alto
contenido de carbohidratos unidos a la cadena peptidica (Delfour y col., 1965).
Aproximadamente el 50-60% del CMP esta glicosilado (Thoma y col., 2006). El perfil
de aminoacidos de este ultimo y su contenido en azucares lo hacen fuertemente

polar y soluble en agua.

SUERO DE QUESO
y Phe - Met
K-caseina N | I I I €
105 - 106
N | l | 1 | | C
para - k-caseina caseinomacropeptido

Figura 4. Esquema de la hidrdlisis enzimatica de la k-caseina y la obtencién del
caseinomacropéptido.
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2.1. Estructura del caseinomacropéptido

El CMP contiene 64 aminoacidos y su secuencia fue reportada por primera vez por
Mercier y col. (1972). EI CMP contiene las modificaciones post-translacionales de la
k-caseina de partida: fosforilacion y glicosilaciéon, y por consiguiente las cantidades
variables de carbohidratos y fésforo (ElI-Salam y col., 1996). Ademas, tiene dos
variantes genéticas dominantes A y B que difieren solamente en dos aminoacidos:
en la posicion 31 la variante A posee treonina y la variante B isoleucina, mientras
que en la posicidon 43, la variante A posee un residuo de aspartico y la variante B un

residuo de alanina (ElI-Salam y col., 1996; Daali y col., 2001; Mollé y Léonil, 2005).

En la Figura 5 se muestra la composicion de aminoacidos de las dos variantes del
CMP, A y B adaptada de Brody (2000). EI CMP comercialmente disponible contiene
una mezcla de las fracciones glicosiladas y no glicosiladas, la relacién entre ambas
fracciones dependera tanto del procedimiento como de la fuente de obtencidn
(Kreul3 y col., 2008). Por ejemplo, el calentamiento de la leche o suero de leche
antes del aislamiento del CMP tiene una influencia en el grado de glicosilacién del
CMP aislado; un mayor calentamiento produce un CMP con menos glicosilacion
(Taylor y Woonton, 2009).
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Figura 5. Estructura primaria del CMP de la variante A.
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En su secuencia de aminoacidos, el caseinomacropéptido contiene sélo un residuo
de metionina y no contiene residuos de cisteina, por lo cual, no presenta uniones
puente disulfuro. Tampoco tiene aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano,
tirosina) en su composicion y por lo tanto no da sefial a 280 nm, la longitud de onda
comun para la deteccion de proteinas (Brody, 2000), pero puede ser detectado a
205-220 nm (El-Salam y col., 1996). Esta caracteristica lo hace especialmente util
para el tratamiento de la fenilcetonuria (Marshall, 1991; Lim y col., 2007; Ney vy col.,
2008; Laclair y col., 2009), trastorno metabdlico hereditario donde el cuerpo no
metaboliza adecuadamente al aminoacido fenilalanina, por la deficiencia o ausencia
de la enzima fenilalanina hidroxilasa. EI CMP es rico en aminoacidos de cadena
ramificada (valina e isoleucina) y es pobre en otros aminoacidos esenciales
(arginina, cisteina, histidina). Tiene muy alto contenido de treonina (11 residuos),

razén por la cual puede causar hipertreonimenia en lactantes (Rigo y col., 2001).

En cuanto a su peso molecular, las formas A y B del CMP no glicosilado tienen una
masa molecular tedrica de 6787 y 6755 Da, respectivamente y el CMP altamente
glicosilado de la variante A tiene una masa molecular de 9631 Da (Minkiewicz y col.,
1996). La masa molecular promedio es aproximadamente 7500 Da (Mollé y col.,
2005).

tetrasacarido £ b
| = p L 4 carga positiva
% A
» A
'l' v WS ’.f .-".I
£ ,-'rk ¥ |
- B 5 !
M’l S N-terminal
_{: r ‘r,.}_ w y termina
: " e
C-terminal ] ' ' \ '

S ,_,---'- dominios hidrofébicos libres
carga negativa

Figura 6. Estructura tridimensional del aCMP variante genética Ay el gCMP (si se une al
tetrasacarido) a pH 7 y fuerza iénica nula. Se indican las zonas C y N-terminal y los dominios
hidrofébicos libres (Kreul? y col., 2009b).

18



Utilizacion de Caseinomacropéptidos como nueva estrategia de fortificacion con Calcio

Kreuf3 y col. (2009b) sugirieron un modelo tedrico de estructura tridimensional de
CMP a través del modelado de proteinas y han demostrado que una gran parte del
péptido presenta una fuerte carga negativa, y tres pequefios dominios con carga
positiva en el extremo N-terminal a pH 7 y fuerza iénica nula (Figura 6). Ademas, se
ha reportado que el CMP es un péptido intrinsecamente desordenado (IDP, de sus
siglas en inglés) sin una estructura secundaria o terciaria definida (Ono y col., 1987)
y que su conformacion se modifica con cambios en la fuerza ionica, el pH y la

presencia de otras moléculas.
2.2. Glicosilacion y Fosforilacion

En cuanto a los carbohidratos unidos a la cadena peptidica del CMP se han
identificado una mezcla heterogénea de ellos, caracteristica unica que no se
encuentra en el fragmento restante de k-caseina (1 a 105). Los carbohidratos estan
unidos en las posiciones Thr 26, 28, 30, 37 y Ser 36 a través de enlaces de O-
glicosilacion (Eigel, 1984). Estas posiciones estan ubicadas en el centro del
esqueleto peptidico. La cadena peptidica puede contener diferentes oligosacaridos,
que incluyen al acido N-acetilneuraminico o acido sialico (NeuNAc); galactosa (Gal),
y N-acetilgalactosamina (GalNAc), unidos covalentemente a los residuos de serina o
treonina del CMP (Fernando y Woonton, 2010). Se considera al CMP como fuente
de acido sialico en el suero de queso (Nakano y col., 1999). El CMP comercialmente
disponible con 78-83,7% de contenido de proteina contiene 7-9% de acido sialico

(Arla Food Ingredients y Davisco Foods International, Inc.) (Neelimay col., 2013).

@"@; (a)
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Figura 7. Esquema de las interacciones de las moléculas de (a) aglicosilado (aCMP) y (b) glicosilado
(gCMP) (KreuR y col., 2009b)
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En base a su glicosilacién, el CMP puede clasificarse en dos fracciones principales:
el gCMP se denomina a las fracciones de caseinomacropéptido glicosiladas (y
fosforiladas) y aCMP a las fracciones de caseinomacropéptido sin glicosilar ni
fosforilar (Figura 7) (Kreul3 y col., 2009b). La distribucion de las cadenas de
monosacarido (0,8%), disacarido (6,3%), trisacarido (18,4%) y tetrasacarido (56%)
fue determinada por HPLC por Saito y Itoh (1992). Generalmente, el acido sialico
altamente cargado es el carbohidrato terminal (Kreul® y col., 2009b). Con respecto al
grado de fosforilacion, el principal sitio es la Sers4 (Dziuba y Minkiewicz, 1996; Brody,
2000) que segun Talbo y col. (2001) esta siempre fosforilado. El segundo sitio de

fosforilacion mas importante es la Ser22 (Yuleivys y col., 2002).

Debido a la heterogeneidad en el grado de glicosilaciéon y fosforilacion, el CMP no
tiene un unico punto isoeléctrico (pl) (Cherkaoui y col., 1997; Silva-Hernandez y col.,
2002; Lieske y col.,, 2004; Kreul3 y col., 2008). Mediante cromatografia de
intercambio aniénico, Nakano y Ozimek (2000) reportaron que todas las formas
gCMP presentaban un pl < 3,8. El pl de los 64 aminoacidos es alrededor de 4, pero
el sialato y el fosfato tienen valores de pKa relativamente bajos de 2,6 y 2,0,
respectivamente. Los valores de pl del CMP dependen entonces del contenido de
acido sialico y fosfato presente en él. Kreul’ y col. (2009b), mediante electroforesis
laser Doppler y medicion del potencial zeta, encontraron que el pl de gCMP y aCMP
era 3,15 y 4,15, respectivamente. El menor valor del pl de la forma glicosilada se
debe a la presencia de un alto contenido de acido sialico, con un pK de 2,2, lo que
disminuiria el pl del péptido (Nakano y col., 2000; Silva-Hernandez y col., 2002;
Kreuf y col., 2009b).

El CMP contiene 2 residuos de Asp, 7 u 8 Glu (dependiendo de la variable genética),
una Ser fosforilada y tres residuos de Lys. Por debajo de su pl, las moléculas de
CMP pierden la carga negativa de los residuos de Glu y Asp, de los grupos
carboxilos del C terminal y de los residuos de acido sialico. La carga positiva que
presenta el CMP por debajo de su pl se debe al residuo de Lys y al extremo N
terminal cargados positivamente, y a que todos los residuos de Glu y Asp estan

protonados (Kreul y col., 2009b; Farias y col., 2010).

20



Utilizacion de Caseinomacropéptidos como nueva estrategia de fortificacion con Calcio

2.3. Autoensamblaje

El caseinomacropéptido tiene la capacidad de asociarse y disociarse bajo
condiciones de pH especificas (Farias y col., 2010) y las interacciones que pueden

tener lugar son las electrostaticas, hidrofébicas y puente hidrogeno.

ElI CMP es afectado por el pH ya que contiene dos residuos de Asp, siete u ocho de
Glu (dependiendo de la variante B o A del CMP, respectivamente), una Ser
fosforilada y tres residuos de Lys. El potencial zeta (§) representa el nivel de
repulsion entre las moléculas que se encuentran en un entorno especifico. A pH 7,0
y en ausencia de sales, el CMP tiene una fuerte carga negativa siendo su & de -
24,12 mV (Martinez y col., 2013) (Figura 8). Al bajar el pH, las moléculas de CMP
pierden la carga negativa de los residuos de Glu y Asp, asi como los de los grupos

carboxilos en el C—terminal y en los residuos de acido sialico en gCMP.
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Figura 8. Efecto del pH sobre el potencial & (ll) del CMP y sobre su d(H) (O). Los datos del potencial
& fueron obtenidos de von Staszewski y col. (2012) y Morales y col. (2016).
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La Figura 8 también muestra el efecto del pH sobre el didmetro hidrodinamico d(H)
de las moléculas de CMP. A pH 7,0, el CMP se encuentra como mondémero (2,3 nm)
y se autoensambla espontaneamente a pH < 4,5 ya sea a temperatura ambiente o
por calentamiento, generando en el tiempo una estructura ordenada gelificada de
caracteristicas viscoelasticas, de baja dureza y cohesividad (Farias, 2012). Dicha
estructura es reversible a un cambio posterior de pH, pero ya no vuelve a su forma
monomeérica. Farias y col. (2010) determinaron el tamafo de particula por dispersion
dinamica de luz y se comprobé que a pH < 6 se forman dimeros, trimeros y
tetrameros y a pH < 4,5 se encuentra inicialmente en forma polimérica, pero luego se
observa un autoensamblaje espontaneo con el tiempo que finalmente puede

conducir a la formacion de geles.

H Monomeros
p aCMP gCMP O  dominiospositivos

-— — Bl dominiosnegativos

0 dominios hidrofobicos
7):1 dcido sidlico

Autoensamblaje hidrofébico (formacion de dimeros)

) . i i

11 ETAPA

Figura 9. Esquema del modelo propuesto para explicar el autoensamblaje de CMP dependiente del
pH y la formacion de geles a temperatura ambiente (Farias, 2012).
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Farias y col. (2010) describieron por primera vez el fendmeno de autoensamblaje del
CMP a pH menor a 4,5, que lleva a una gelificacién espontanea a temperatura
ambiente con el tiempo. Se postuld un modelo en dos etapas (Figura 9) para
explicar dicho proceso. La primera etapa ocurre al disminuir el pH a un valor por
debajo de 6,5. Hay una fuerte disminucion del valor absoluto del potencial zeta hasta
el pl debido a un aumento en la protonacion de las cadenas de aminoacidos acidicos
(Kreufl3 y col., 2009b). Por lo tanto, el apantallamiento por las cargas negativas
comienza a disminuir permitiendo que el dominio hidrofébico terminal (AA 1-5), que
no esta apantallado por carga negativa, interactue primero, seguido por dominios
hidrofébicos ubicados en el centro de la cadena peptidica. De esta manera se

forman dimeros por autoensamblaje hidrofobico a temperatura ambiente.

La segunda etapa del autoensamblaje ocurre al disminuir el pH a un valor menor a
4,5. Las interacciones electrostaticas entre dimeros de aCMP con carga positiva
neta y dimeros negativamente cargados de gCMP, como también de dimeros mixtos
aCMP-gCMP da lugar al autoensamblaje electroestatico. A pH 4, el aCMP alcanza
su pl, mientras que el gCMP se encuentra en su estado isoeléctrico a pH 3,15
(Kreul3 y col., 2009b). Sin embargo, debido al bajo pKa (2,2) de los residuos de acido
sialico, a pH cercanos a 2,0 podrian permanecer aun cargas negativas locales,
permitiendo la interaccion con cargas positivas. Asi en el rango de pH entre 2 y 4,5,
el autoensamblaje podria proceder mediante fuerzas electrostaticas para formar

geles con el tiempo a temperatura ambiente.

Martinez y col. (2011) comprobaron que la temperatura acelera la gelificacion del
CMP debido a un aumento en la velocidad de la Etapa | del autoensamblaje (Figura
9) mediado por interacciones hidrofébicas las cuales se ven favorecidas a altas

temperaturas.
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2.4. Propiedades Bioactivas

El caseinomacropéptido presenta valiosas propiedades bioactivas que lo hacen un
ingrediente particularmente util para aumentar la calidad de diversos productos
alimenticios (Tolkach y Kulozik, 2005). Originalmente, el estudio del CMP se enfocé
en su deteccion, en especial para reconocer la falsificacion de leche por el agregado
de suero de queso (Thoma y col., 2006) o como seguimiento del proceso enzimatico
de la coagulacion del queso (Coolbear y col.,, 1996). En la actualidad, las
investigaciones se centran principalmente en sus propiedades bioactivas y en menor

medida en sus propiedades funcionales (Kreuf3 y col., 2009a).

Las propiedades bioactivas del CMP han sido muy estudiadas (Kawasaki y col.,
1993; Dziuba y col., 1996; El-Salam y col., 1996; Brody, 2000; Thoma-Worringer y

col., 2006), entre ellas se encuentran:

o Actividad antimicrobiana:

- Inhibicién de infecciones bacterianas y virales

- Neutralizacién de endotoxinas

- Inhibicién de las toxinas del cdlera por unién a los sitios receptores en la
membrana del patdgeno (Isoda y col., 1992; Kawasaki y col., 1993).

- Inhibicién del crecimiento de Escherichia coli (Isoda y col., 1992; Nakajima y
col., 2005), Salmonella typhimurium (Otani y Monnai, 1993), Salmonella
enteritis (Nakajima y col., 2005) y Shigella flexneri (Bruck y col., 2002; Bruck y
col., 2006).

- Inhibicién de la adhesion de las bacterias Streptococcus mutans (Janer y col.,
2004a), S. Vangis y S. Sobrinus en la cavidad oral (causante de caries) y del

virus de la influenza (Dosako y col., 1992).

° Actividad moduladora:

- Modulacion de las hormonas de saciedad, especialmente colecistocinina (CCK)
en ratas (Burton-Freeman, 2008; Requena y col., 2009). En humanos, su
efecto en la saciedad no estd aun demostrado (Gustafson y col., 2001; Keogh y
Clifton, 2008; Chung Chun Lam vy col., 2009; Veldhorst y col., 2009). Sin
embargo, Xu y col. (2011) mostraron que el CMP puede inhibir la proliferacion,

diferenciacion y acumulacion de lipidos en preadipositos in vitro.
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Modulacion de la composicidon de la placa dental bacteriana, la reduccion de la
disolucién de hidroxiapatita (componente estructural de los dientes) (Nejad y
col., 2009) y la promocion de la remineralizacion (Aimutis, 2004).

Modulaciéon de la microflora, ya que el CMP es promotor del crecimiento de
probidticos (Janer y col., 2004b) y bifidobacterias (Bifidobacterium breve,
B.Bifidum, B. Infantis tanto como Lactococcus lactis) debido a su contenido de
grupos glicosilados (ldota et al., 1994; Manso y Lopez Fandifio, 2004), y tiene
un efecto antinflamatorio indirecto en el intestino (Bruck y col., 2003; Daddaoua
y col., 2005; Brick y col., 2006; Requena y col., 2009; Requena y col., 2010).

Actividad antitrombética:

El CMP esta considerado como antitrombético como también algunos péptidos
resultado de su digestion (Chabance y col., 1995; Rutherfurd y Gill, 2000). Se
ha comprobado in vitro que los péptidos derivados del extremo carboxilo
terminal de la x-caseina bovina y fundamentalmente el fragmento f(106-116)
son inhibidores de la agregacion plaquetaria y de la union de la cadena y del
fibrindgeno humano al receptor especifico de la membrana de las plaquetas
(Jollés, 1986).

Efecto antihipertensivo:
Estudios en animales revelaron un efecto antihipertensivo del CMP hidrolizado
(Miguel y col., 2007).

Todas las actividades bioactivas mencionadas explican el interés de incorporar el

CMP en los alimentos. Ademas, esta considerado como GRAS (sustancias

generalmente reconocidas como seguras, por sus siglas del inglés “generally

recognized as safe” por el Departamento de Administracién de Alimentos de Estados

Unidos (USFDA). Algunos estudios han considerado que no solo el péptido sino

también los grupos glicosilados son responsables de las propiedades bioldgicas y
funcionales del CMP (Li y Mine, 2004; Manso y Lopez-Fandifio, 2004). El acido

sialico es particularmente importante en la actividad biolégica del CMP y en algunos

casos su pérdida reduce la bioactividad (Daali y col., 2001). La Tabla 2 muestra un

resumen de los estudios realizados sobre las propiedades biolégicas del CMP y el

rol de la cadena principal del péptido y sus residuos de carbohidratos.
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Tabla 2. Rol de la cadena principal y de los residuos de carbohidratos en diversas
propiedades bioldgicas del CMP. Adaptada de Neelima y col. (2013).

Propiedades biolégicas Rol de los residuos Rol de la Referencias
de carbohidratos cadena
principal del
péptido
Reduccién de la secrecién v Aleinik y col. (1984)
gastrica
Promotor del crecimiento de v Azuma y col. (1984)
Bifidobacterias
Efecto anticancerigeno v (Neeser y col., 1988;
Neeser y col., 1994);
Aimutis (2004)
Inhibicién de la toxina del V4 Isoda y col. (1992)
colera
Modulacién de la respuesta V4 V4 (Otani y col., 1992;
inmune Requena y col., 2010)
Actividad antitrombética V4 Kawasaki y col. (1993)
Estimulacién de la liberacion v v (Beucher y col., 1994;
de colecistoquinina Burton-Freeman, 2008)
Prevencién de infeccién v Nakajima y col. (2005)
intestinal
Manejo nutricional de la v (Laclair y col., 2009;
fenilcetonuria van Calcar y Ney,
2012)
Actividad antibacteriana y N4 Robitaille y col. (2012)

probacteriana del CMP
tratado con pepsina
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2.5. Propiedades Funcionales

Las propiedades funcionales de las proteinas estan relacionadas con sus
propiedades fisicas, quimicas y conformacionales, como su tamafo, forma,
composicion y secuencia aminoacidica, carga y distribucion de carga (Boye y col.,
1997). Al igual que las propiedades bioldgicas, las propiedades funcionales se ven
igualmente afectadas por la glicosilacion del CMP. Entre sus propiedades
funcionales mas importantes se encuentran la gelificacion y las propiedades

interfaciales, espumantes y emulsionantes.

El CMP se encuentra disponible comercialmente como un polvo blanco, similar a la
leche en polvo, ideal para utilizarse como suplemento dietario (Ahmed vy
Ramaswamy, 2003). Es altamente hidrofilico, muy soluble en agua aun a bajos

valores de pH y no es afectado por tratamientos térmicos.

Con respecto a las propiedades interfaciales, el CMP ha demostrado ser un péptido
con una buena actividad superficial (Martinez y col., 2009b; Martinez y col., 2013).
Ha sido descripto y caracterizado su comportamiento en interfases aire/agua (A/W) a
diferentes concentraciones de CMP (0,01-4 % p/p) y diferentes condiciones de pH (5
y 7) (Martinez y col., 2009a). En cuanto a su capacidad emulsionante, el CMP, tiene
una actividad maxima a pH alcalino y minima en el rango de pH 4,5 — 5,5, sin
embargo, su estabilidad se deteriora después de 24 h de almacenamiento,
principalmente a pH neutro y alcalino (Kreuf3 y col., 2009b; Morales y col., 2019).
Théoma-Worringer y col. (2007) hallaron un efecto sinérgico entre el CMP vy las
proteinas del suero sobre las propiedades espumantes ya que mientras el CMP es
mas eficiente para reducir la tension superficial y asegurar un alto contenido de gas
durante la formacioén de la espuma, las proteinas del suero son capaces de reducir la
permeabilidad del gas y de inhibir la coalescencia de las burbujas debido a la
generacion de peliculas estables en la interfase. Por otro lado, Morales y col. (2017)
demostraron el efecto sinérgico del CMP sobre las propiedades espumantes del

caseinato de sodio.
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La gelificacion puede ser definida como un fendmeno de agregacién ordenada en el
cual fuerzas atractivas y repulsivas estan balanceadas de modo de obtener una
matriz o red proteica capaz de retener una gran cantidad de agua (Hermansson,
1988). Tal como se mencion6é anteriormente, el CMP tiene la capacidad de
autoensamblarse espontaneamente a pH < 4,5 a temperatura ambiente o por
calentamiento, generando una estructura ordenada gelificada. Dicha estructura es
reversible a un cambio ulterior de pH pero no a la forma monomérica (Farias, 2012).
Ahmed y Ramaswamy (2003) concluyeron que una solucién de CMP al 12,5% (p/p)
gelifica a 80°C y pH 7. Mas recientemente se estudiaron las propiedades de
gelificacion del CMP en diferentes condiciones de pH (Farias y col.,, 2010),
temperatura (Martinez y col.,, 2011), concentracion (Farias y Pilosof, 2009),
presencia de B-lactoglobulina (Martinez y col., 2010) y polifenoles de té verde (von
Staszewski y col., 2012). Farias (2012) propuso un mecanismo de gelificacion del
CMP en presencia de HCI tanto a temperatura ambiente como por calentamiento y

se muestra en la Figura 10:

Etapal  (CMP),, —> (CMP),

{Interacciones
hidrofobicas) pH < 6,5

Etapalll n(CMP), & [(CMP)DJ

{Interacciones
electrostaticas) pH < 4,5 gel n

Figura 10. Mecanismo general de la gelificacion del CMP en presencia de HCI. Simbolos: (CMP)M:
monomeros de CMP, (CMP)D: dimeros de CMP, [(CMP)D]n: polimeros de CMP (gel) (Farias, 2012).

La gelificacion del CMP ocurre como consecuencia de su autoensamblaje que
involucra dos etapas. La primera etapa mediada por interacciones hidrofobicas en la
que se forman dimeros, los cuales son estables a posteriores cambios de pH. En
una segunda etapa, los dimeros se unen a través de interacciones electrostaticas y
forman geles con el tiempo. El incremento de la temperatura favoreceria el primer
paso del autoensamblaje que involucraria interacciones hidrofébicas, aumentando la

velocidad de gelificacion.
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2.6. Motivacion para utilizar el CMP como potencial ligante de calcio

Se han realizado numerosos estudios para la utilizacion de péptidos de cadena corta
como ligantes de calcio como medio de suplementacion de este mineral (Ferraretto y
col., 2001; Phelan y col., 2009; Charoenphun y col., 2013; Eckert y col., 2014), pero
el principal inconveniente es la baja proporcion obtenida y la dificultad en la
separacion. A diferencia de estos péptidos, el CMP constituye entre el 15y 20 % de
las proteinas en el suero de queso (El-Salam y col., 1996; Wang y Lucey, 2003;
Thoma-Worringer y col., 2006) y se encuentra en abundancia por ser un subproducto

de la industria lactea.

Segun datos del INTA (Taberna, 2014), cada ano en Argentina el 34% de la
produccion de leche se destina a la elaboracién de queso y como resultado de dicha
actividad se generan 450 mil toneladas anuales de suero liquido. El destino del
suero obtenido se puede dividir en 5% para la produccién de suero en polvo, el 33%
a elaboracion de derivados proteicos y a la obtencién de lactosa, y el resto
(aproximadamente unas 270 mil toneladas) se destina para alimentacién animal o se
desecha. Actualmente, existe una necesidad de conversion del suero de queso en
productos de valor agregado debido fundamentalmente a la disminucién de su
impacto ambiental, al aprovechamiento de los nutrientes que el suero posee, a la
necesidad de satisfacer la demanda de sus subproductos y aportar al desarrollo
regional y nacional. Lo mas interesante que se plantea hoy es que cada uno de los

péptidos y proteinas del suero es mas valioso por separado que como suero seco.

La motivacion para usar al CMP como péptido ligante de calcio esta basada en
varios motivos: la importante cantidad de aminoacidos glutamato y aspartamo
(Meisel y Olieman, 1998), una secuencia de aminoacidos que seria sinérgica
(Vavrusova y col., 2014), la presencia de un grupo fosforilado en Ser (44) (Brody,
2000), un alto grado de glicosilacion donde predomina el acido sialico (pKa 2,1) que
permitiria la interacciéon con el calcio ibnico aun en condiciones muy acidas, su
elevada carga negativa a pH superior a 4,5, sus importantes propiedades bioldgicas
(Brody, 2000) y su abundancia por ser un subproducto de la queseria. Ademas, la
propiedad del CMP de autoensamblarse aun a temperatura ambiente para formar
geles reversibles por pH, junto con sus propiedades bioactivas y nutricionales hacen
de este péptido un ingrediente de enorme potencialidad para el desarrollo de nuevos

productos.
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ElI CMP podria incrementar la bioaccesibilidad de los fortificantes de calcio de uso
frecuente (cloruro de calcio; lactato de calcio; citrato de calcio; acetato de calcio y
carbonato de calcio) cuando estas sales se ingieran junto al CMP por via oral y
revalorizar al suero de queso que en la actualidad su descarte es un problema para

la industria alimenticia debido a su elevada carga organica.
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OBJETIVOS




Objetivo general.

« Caracterizar el desempeino del CMP como potencial ligante de calcio.

Objetivos especificos.

s Explorar la interaccion entre el CMP vy las sales de calcio (CaClz y CaAcz) a pH
neutro a través de su comportamiento al flujo, su asociacion molecular y sus espectros
FTIR.

< Explorar la interaccion entre el CMP vy las sales de calcio (CaClz y CaAcz) a pH
3,5 a través de su dinamica de gelificacion, propiedades texturales, color y sus

espectros FTIR.

« Evaluar la capacidad ligante de calcio del CMP por diversas técnicas e interpretar

el mecanismo de interaccion entre el CMP y el CaCla.

% Evaluar la inhibicion de la precipitaciéon de sales de calcio (CaClz y CaCO3) por el
CMP en un medio alcalino simulando el pH y la fuerza iénica del intestino (buffer
fosfato pH 8) y analizar el efecto del CMP en la solubilidad acuosa de sales de uso

terapéutico (CasCitz y CalLacz).
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Materiales y Métodos

1. Materiales

1.1. Caseinomacropéptido (CMP)

El caseinomacropéptido (CMP) fue provisto por Davisco Foods International, Inc. (Le
Sueur, Minnesota, USA), bajo la marca comercial BioPURE-GMP®.

La composicion segun el proveedor fue: 86,3% de CMP, 0,6% de grasa, 6,3% de
ceniza y 6,4% de humedad. El grado de glicosilacion es de alrededor del 50% (dato
proporcionado por el proveedor). El valor de pH del CMP luego de su disolucién en

agua ultrapura fue de 6,6.

1.1.1. Determinacién de la composiciéon nutricional del CMP

El contenido de humedad, proteinas, lipidos y cenizas del caseinomacropéptido fue
determinado segun los Métodos Oficiales de Analisis de la A.O.A.C Internacional,
edicion 2019 (AOAC, 2019). El contenido de hidratos de carbono se calculé por

diferencia.
¢ Humedad

La determinacion de humedad se realizé a través del método indirecto por estufa. El
meétodo se basa en la determinacion gravimétrica de la pérdida de masa por
evaporacién del agua de la muestra desecada hasta peso constante en estufa de aire.
La muestra (3 £ 0,001 g) se secd en estufa (San Jor, Argentina) durante dos horas a
105°C. El porcentaje de humedad se calculé por la diferencia de peso medido antes y
después del calentamiento de la muestra. El ensayo se realizdé por triplicado. El

porcentaje de agua se calculé utilizando la Ecuacién 1:

H (%) = Sa=m2), 100 Ecuacion 1

(m;—mg)

donde, mo es la masa de la capsula de Petri vacia (g); m1 es la masa de la capsula de
Petri con la muestra humeda (g) y mz es la masa de la capsula de Petri con sélidos

luego de la evaporacion (g).

El contenido de humedad determinado por esta técnica fue de 8,3 £ 0,5 %.
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e Proteinas

La determinacion del contenido de proteinas se realizo por el método de Kjeldahl. Este
meétodo sirve para determinar el contenido de nitrogeno total y consta de tres
etapas: digestion — destilacion - titulacion. En la digestion se produce la
descomposicién del nitrogeno contenido en las muestras organicas. Para ello, la
muestra se hierve en una solucion de acido sulfurico concentrado en presencia de la
mezcla catalizadora K2SO4 anhidro y Cu2S04.5H20 (Biopack, Argentina) en relacion
10:1 en un digestor (J.P. SELECTA, Barcelona, Espana). El resultado es una solucién

de sulfato de amonio.

catalizadores —>

n-c—NHz2 + m H2SO4 — CO2 + (NH4)2SO4 + SO2

proteina calor —>

En la etapa de destilacion se libera amoniaco, el cual es retenido en una solucion
conocida de acido bdrico. Inicialmente se realiza una destilacion con vapor por el
método de arrastre con vapor de agua, mediante la cual se acelera la obtencion del
destilado. Se destil6 empleando NaOH 32% p/v en un equipo semiautomatico (J.P.
SELECTA, Barcelona, Espana), sobre 50 ml de H3sBOs 4% p/v en presencia de

indicador de Mortimer.

(NH4)2S0O4 + 2 NaOH — 2 NH3 + Na2SO4 + 2 H20

NHs + H3BOs (acido bérico) - NH4 + H2BO3™ (ion borato)

Al final, se utiliza la titulacion para valorar la cantidad de amonio presente en la

muestra destilada.

H2BO3 + H*— H3BOs3

Se valord directamente el borato de amonio formado utilizando HCI 0,1032 N. Se
realizd un blanco para evaluar la posible presencia de compuestos nitrogenados en

los reactivos empleados.
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El porcentaje de nitrdgeno se calculé empleando la Ecuacién 2:

N (%) — (er:lVb)

* Nyci * Pmeq * 100 Ecuacién 2

donde, Vm es el volumen de HCI gastado en la titulacién de la muestra (ml); Vi es el
volumen de HCI gastado en la titulacion del blanco (ml); Nuc es la normalidad del HCI;

Pmeq €S €l peso miliequivalente del nitrégeno (g/meq) y m es la masa de la muestra (g).

Para estimar el contenido de proteinas se multiplicé el porcentaje de nitrégeno por el
factor de conversion f = 6,38 g proteina/g nitrégeno, usualmente empleado para el

suero en polvo. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Figura 11. Equipo de digestion y destilacion Khedjal. Laboratorio de Nutricion y Bromatologia,
Universidad Nacional de Lujan, Sede Central.

El contenido de nitrégeno hallado fue de 73,1 + 2,4 %.
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e Lipidos

La determinacién de lipidos se realizd por el método de extraccion de Soxhlet,
empleando una mezcla de solventes organicos en un equipo de Soxhlet (Figura 10).
Los lipidos del péptido fueron extraidos con una mezcla de éter de petréleo (fraccion
30-60°) y éter dietilico en relacion 1:1 llevando a cabo siete sifonadas para lograr una
extraccion completa. Una vez finalizada la misma, se obtuvo gravimétricamente el
extracto etéreo luego de evaporar el solvente. Las determinaciones se realizaron por

triplicado. El porcentaje de lipidos se calculé empleando la Ecuacién 3:
L (%) = w ¥ 100 Ecuacion 3

donde, m1 es la masa del balén con extracto etéreo luego de evaporar el solvente (g);

mo es la masa del balén vacio (g) y m es la masa de la muestra (g);

Figura 12. Equipo de extraccién de Soxhlet. Laboratorio de Nutricidn y Bromatologia, Universidad
Nacional de Lujan, Sede Central.

El contenido de grasa hallado fue despreciable.
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e Cenizas

El contenido de cenizas fue determinado por el método por incineracion directa en
mufla basado en la oxidacion completa de la materia organica, quedando las cenizas
en el residuo. Una muestra de (5,0000 + 0,0001) g de CMP en polvo se colocé en una
capsula de porcelana previamente calcinada y pesada. Se carbonizé con mechero en
triangulo de pipa y luego se calciné a 550°C hasta obtencion de residuo blanquecino
y peso constante. La determinacién se realizé por triplicado. El calculo del contenido

de cenizas se realizd utilizando la Ecuacion 4:
C (%) = w + 100 Ecuacion 4

Donde, mo es la masa de la capsula de porcelana vacia (g); m1 es la masa de capsula
con residuo inorganico obtenido luego de calcinar la muestra (g) y m es la masa de la

muestra (g).

El contenido de cenizas determinado fue de 6,157 + 0,001 %.

e Hidratos de carbono

El contenido de hidratos de carbono del CMP se calcul6 por diferencia de los demas

componentes determinados y fue del 12,4%:

HC (%) = 100 - Humedad (%) — Proteinas (%) — Lipidos (=*0%) — Cenizas (%)

HC (%) =100-8,3-73,1-6,2=12,4 %

e Composicion mineral

La determinacién de la composicion de minerales del CMP se realizd mediante
espectroscopia de absorcién atémica (EAA). La composicion de minerales para 100 g
de muestra fue: 950 mg de Na; 125 mg de Ky 682 mg de Ca.
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1.2. Sales de Calcio

e Cloruro de calcio

El cloruro de calcio anhidro (CaClz) utilizado fue marca Merck (Alemania). Solubilidad:

740 g/l y grado de pureza del 98%.
e Acetato de calcio

El acetato de calcio monohidratado (Ca(CH;COO), * H20), denominado CaAcz de aqui

en mas, fue marca Merck (Alemania). Solubilidad: 400 g/l y grado de pureza del 94%.
e Carbonato de calcio

El carbonato de calcio (CaCOs), fue marca Biopack (Argentina) con una pureza del
98% Yy solubilidad 0,017 g/I.

e Citrato de calcio

El citrato de calcio [Ca3(CsH507)2 + 4H20], denominado CasCit2 de aqui en adelante,

fue marca Fluka S.A. (Argentina) con un 99,5% de pureza y una solubilidad de 0,9 g/L.
e Lactato de calcio

El L-lactato de calcio pentahidratado [Ca(C3H503)2 + 5H,0], denominado CalLac2 de
aqui en adelante, fue marca Sigma-Aldrich (Argentina) con una pureza del 98,1% y
una solubilidad de 50 g/I.

o 0 0
2+ (@) HO,, Ca_ OH
Ca :< ) Cl—Ca—Cl -Hko” oJ\f
O CHs .sp,0 CHa
Carbonato de calcio Cloruro de calcio Lactato de calcio pentahidratado
O OH O
H1C 0 0 CHj
oOJ‘Ki/\kOO Ca® ~._ \Ca/ ~.
e |
O @) o 3 b 5
Citrato de calcio Acetato de calcio

Figura 13. Férmula estructural de las sales de calcio utilizadas en esta tesis.
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1.3. Preparacion de las soluciones

La preparacién de las soluciones fue diferente segun el tipo de estudio. El agua
utilizada para preparar las soluciones fue ultrapura y se obtuvo mediante un sistema
de purificacion (Thermo Scientific Barnstead, modelo Easypure RF, Figura 14) y su

conductividad fue 1,8 £ 0,1 uS/cm.

Las soluciones de CMP fueron preparadas disolviendo la cantidad apropiada de polvo
en agua ultrapura a temperatura ambiente y con agitacion constante durante 30
minutos o una hora dependiendo de la concentracion y luego almacenadas bajo
refrigeracion (4°C) durante 24 h previo a su uso. Se utilizé sal azida de sodio (NaNs3)
0,02% (p/p) como antimicrobiano. En las soluciones de CMP utilizadas en los estudios
de dispersion dinamica de luz laser y espectroscopia FTIR no se adicion6 azida de
sodio. Cuando fue necesario, el pH se ajusto utilizando HCl o NaOH de alta normalidad
para evitar dilucion. El ajuste de pH con acidos acético, lactico, fosforico y citrico

también se realizdé con soluciones de alta normalidad.

Las soluciones de CMP con sales (cloruro de calcio, acetato de calcio, citrato de calcio,
lactato de calcio, carbonato de calcio) se prepararon agregando a la solucion de CMP

la cantidad apropiada de sal en solucién concentrada.

El CMP es altamente soluble en agua y no se formé ningun precipitado después de
agregar soluciones de sal (excepto en el caso del carbonato de calcio, que es una sal

muy insoluble).

EASYpure RE

Figura 14. Sistema de purificacion de agua. Laboratorio avanzado de alimentos, Universidad
Nacional de Lujan, Sede Central.
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2. Métodos
21. Medicién de pH

El pH de las soluciones de CMP se determin6 con un medidor de pH (HI 98191, Hanna
Instruments, Italia). El electrodo de pH fue calibrado usando soluciones buffer de pH

10, 7 y 4. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Figura 15. Medidor portatil de pH, Hanna Instruments, modelo HI 98191.

2.2. Mediciones reologicas

e Analisis de flujo

Las determinaciones reoldgicas se realizaron en un redmetro oscilatorio dinamico con
esfuerzo de corte controlado (Physica MCR 301, Anton Paar, Alemania) (Figura 16).
Se utilizé un sistema de cono y plato CP50 (50 mm de diametro, 1° de angulo de cono
y 1 mm de separacion o gap). Se colocé 570 ul de muestra en el plato del instrumento.
La temperatura fue controlada por un bano de agua en combinacién con un sistema
de calentamiento (Peltier Viscotherm VT2, Paar Physica). Luego de colocar la
muestra, se aplico silicona liquida en el borde del plato con el objetivo de prevenir la
evaporacion de agua de la muestra en aquellos ensayos donde la temperatura excedio

los 25 °C. Los experimentos fueron realizados por triplicado.
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Figura 16. Redometro de esfuerzo de corte controlado Anton Paar, Laboratorio avanzado de
alimentos, Universidad Nacional de Lujan, Sede Central.

Los ensayos de flujo constante de las soluciones acuosas de CMP a distintas
concentraciones de 1 a 15 % (p/p) se llevaron a cabo usando una rampa de velocidad
de deformacion lineal de 0 a 300 s™' en un rango de temperatura de 5 a 70 °C. El
esfuerzo de corte (1) y la viscosidad aparente (1) se registraron en funcion de la
velocidad de deformacion (y). Los datos experimentales se ajustaron con el modelo
de Herschel-Bulkley (Ecuacién 5) con buenos ajustes del coeficiente de

determinacion (R?> 0,998):

T=1o+Ky" Ecuacién 5

donde, t es el esfuerzo de corte; 10 es el esfuerzo de corte inicial; K es el indice de

consistencia; y es la tasa de corte y n el indice de comportamiento de flujo.
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La energia de activacion de flujo (Ea) refleja la dependencia de la viscosidad frente a
los cambios de temperatura (Karatas y Arslan, 2016). Se eligid estudiar la Ea a la
viscosidad aparente de 100 s (n100) y los datos reoldgicos se ajustaron al modelo de
Arrhenius (Ecuacién 6) (Arogundade y col., 2011; Cheny col., 2014; Ma y col., 2014;

Niy col., 2016). La Ea se determiné a partir del valor de nioo vs T-1.

Ea
n=mn,err Ecuacion 6

donde, Eaes la energia de activacion de flujo (kd/mol); T es la temperatura absoluta

(K); R es la constante universal de los gases (8,314 J/mol*K); n.. es una constante

experimental (Pa).

¢ Dinamica de gelificacion

La reologia dinamica es una técnica que involucra pequefas deformaciones por lo
cual es de suma utilidad para el estudio de la transicion sol-gel y para la
caracterizacion del comportamiento viscoelastico de los geles en la “region lineal”, en
la cual las amplitudes de deformaciones y esfuerzos son suficientemente bajos para

asegurar la proporcionalidad deformacién-esfuerzo (Baeza, 2003).

Las pruebas se realizaron en modo automatico para garantizar la constancia en cada
velocidad de deformacion alcanzada y con una geometria cono plato PP25 con un gap
de 1 mm. La frecuencia fue de 1 Hz y la deformacién de 0,01%, estas condiciones
corresponden a la region viscoelastica lineal. Inmediatamente luego de ajustar el pH
a 3,5, se vertieron 490 ul de muestra en el plato del redmetro. La temperatura fue
controlada por un sistema Peltier (Viscotherm VT2, Paar Physica). Las muestras
fueron rapidamente calentadas desde 25 °C hasta 70 °C en un minuto para simular un
calentamiento isotérmico. Se eligio la temperatura de 70 °C con el objeto de acelerar
los ensayos segun Martinez y col. (2011). El ensayo dur6 40 minutos, tiempo
suficiente para permitir que G’ alcance el equilibrio. Luego se enfrié el sistema a 25°C

en 10 min.
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Se registré la evolucién de G’, G” y la tangente del angulo de pérdida, tan 8. La
transicion de una estructura viscosa (sol) a una viscoelastica (gel) durante el
calentamiento es determinada por el punto de cruce entre G’y G”, momento en el cual
el angulo de desfasaje, 0, es de 45° y la tan © es igual a 1. Luego de este punto de
cruce o “punto gel’, G’ asciende notoriamente y se observa el consecuente descenso

de latan &. El tiempo en el cual ocurre el punto de gel se denomina tiempo de gel (tgel).

¢ Propiedades viscoelasticas de los geles

Las propiedades viscoelasticas del gel formado se midieron en funcion de la
frecuencia de oscilacion entre 0,05 y 10 Hz a 25 °C con una deformacioén de 0,01%
(Farias y Pilosof, 2016). El grado de dependencia de G’ con la frecuencia puede ser
expresado por medio de la constante n segun la Ecuacion 7 (Stading y Hermansson,
1990):

log G’=n.logf+K Ecuacion 7

donde, G’ es el modulo elastico; f es la frecuencia de oscilacion; K una constante y n

el indice de flujo.

Para una respuesta elastica ideal, el esfuerzo resultante estara en fase con la
deformacion aplicada y para un material viscoso ideal, la respuesta estara desfasada
en 90° respecto a la deformacion aplicada. En un experimento de reologia dinamica
oscilatoria, la relacion entre la deformacién y el esfuerzo esta descripta por el médulo

complejo (Ecuacion 8):

G*=G'+iG” Ecuacion 8

donde, G’ es el mddulo de almacenamiento o elastico; G” es el médulo de pérdida o
viscoso. G’ da una idea de la energia almacenada en la red tridimensional y G” de la
energia disipada por la muestra en forma de flujo. La tangente de pérdida, tan &, es la
relacion entre el médulo viscoso y el elastico, G”/G’, e indica la viscoelasticidad relativa

del material. El angulo de desfasaje & sefiala su caracter viscoelastico.
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2.3. Dispersion Dinamica de Luz (DLS)
Introduccién

La dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés: Dynamic Light
Scattering), también conocida como espectroscopia de correlacién de fotones, es una
técnica que brinda informacién cuantitativa sobre la asociaciéon de las moléculas
proteicas. La intensidad de dispersion de luz de una particula es proporcional a su
diametrob. Por lo tanto, es una herramienta util para medir formas asociadas o
agregadas de las proteinas y la presencia de impurezas, aun a bajas concentraciones.
Ademas, es un método no invasivo que permite monitorear el tamafno de particula en
tiempo real y por lo tanto se puede analizar como evoluciona una muestra ante

diferentes efectos.

Fundamento

El fundamento de la medicion se basa en el movimiento Browniano de las particulas,
que se debe a la colision al azar de las moléculas del liquido que rodean a la particula.
Las particulas pequeiias se mueven rapidamente y las grandes lo hacen mas
lentamente. La muestra se coloca en una celda de poliestireno para las mediciones
realizadas a temperatura ambiente o de vidrio para las mediciones sometidas a
tratamiento térmico. Luego, es iluminada con un laser y la intensidad de la luz
dispersada por las particulas fluctua a una velocidad que es dependiente de su tamano
y es registrada por un detector oOptico. El analisis de la intensidad de estas
fluctuaciones se correlaciona con el coeficiente de difusion (D) de la particula y a partir
de éste se obtiene el tamafio de la particula. La relacion entre este ultimo y el

coeficiente de difusidén se define por la ecuacion de Stokes-Einstein:

d(H) = _kT Ecuacion 9

3nnD

donde, d(H) es el diametro hidrodinamico (m); D es el coeficiente de difusiéon
traslacional (m? s); k es la constante de Boltzmann (1,38 x 102 N m K'); T es la
temperatura absoluta (K) y n es la viscosidad del solvente (N s m2).
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El tamano de particula se obtiene a partir del ajuste de dos aproximaciones: CONTIN

y Cumulantes.

Mumero (%)

Analisis de Cumulantes: se ajusta una exponencial simple a la funciéon de

correlaciéon para obtener el tamafo promedio (diametro hidrodinamico
promedio o “Z— average”) y una estimacion del ancho de la distribucion (indice
de polidispersidad). El indice de polidispersidad refleja el grado de asociacion
(Haque, 1993, 1997). Los resultados que se obtienen mediante este analisis
son aplicables con propdsitos de comparacion de un simple valor, pero es
inadecuado para dar una completa descripcion de los resultados de la

distribucion en sistemas polidispersos.

Analisis de CONTIN: se ajusta una exponencial multiple a la funcién de

correlacion para obtener la distribucion porcentual de tamafos de particulas
(Stepanek, 1993). La distribuciéon de tamafio obtenida es un grafico de la
intensidad relativa de luz dispersada por las particulas en varias clases de
tamanos y por lo tanto se define como distribucion de tamafio por intensidad.
Aunque la distribucion de tamafio fundamental generada por el equipo es la
distribucion por intensidad, ésta se puede convertir, mediante la teoria de Mie
(1908), a distribucion por volumen con el objetivo de analizar la importancia de

los diferentes picos en relacién a la cantidad de particulas que lo conforman.

) B) o

1 L ) 1000 B 1.000.000

Voldmen (%
Intensidad (%)

ﬁ ﬁ
5 10 50 100 5 10 50 100 5 10 50 100

Diametro (nm) Diametro (nm) Diametro (nm)

Figura 17. Distribucién en nimero (A), volumen (B) e intensidad (C) de una muestra bimodal de

particulas de 5 y 50 nm presentes en igual cantidad (Malvern-Instruments).
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Un ejemplo util y simple utilizado (Malvern-Instruments) para describir las diferencias
entre las distribuciones de tamaro de particula por intensidad, volumen y numero es
considerar dos poblaciones de particulas esféricas de 5 y 50 nm de diametro
presentes en igual cantidad. Si se grafica una distribucién de numero de estas dos
poblaciones de particulas, el grafico consistirda en dos picos (ubicados a 5 y 50 nm)
obteniendo una relacion 1:1 (Figura 17 A). Si en cambio se grafica una distribucion
en volumen (Figura 17 B), entonces la relacion de estos dos picos cambia a 1:1000
(porque el volumen de una esfera es 4/3r(d/2)%). Por ultimo, si quisiéramos graficar
una distribucién de intensidad (Figura 17 C), la relacion entre los dos picos seria de
1:1000000 (porque la intensidad de dispersion es proporcional al diametro® a partir de

la aproximacion de Rayleighs) (Malvern-Instruments).

Es importante recordar que, en DLS, la distribucién que se obtiene es en intensidad y
que las distribuciones de volumen y numero son obtenidas a partir de ésta, de aqui la
importancia de que la lectura del tamafio de particula se haga a partir de la distribucion
en intensidad. En este trabajo se analizaran en conjunto las distribuciones en
intensidad y en volumen, ya que da una vision mas amplia de la importancia de los
picos. La distribucion en numero no se evaluara ya que arrastra muchos errores a

partir de su calculo y no aporta informacion extra.

Figura 18. Equipo de dispersién dinamica de luz laser, Zetasizer Nano—Zs, Malvern Instruments, Dto.
de Industrias, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.
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Dispositivo experimental

Las mediciones de tamafo de particula fueron realizadas en un equipo de DLS
Zetasizer Nano—Zs de Malvern Instruments (Malvern, Inglaterra) como el que se
observa en la Figura 18 provisto de un laser He—Ne (633 nm) y un correlador digital,
modelo ZEN3600. Las mediciones fueron realizadas a un angulo fijo de dispersion de
173°. El rango de medicion del equipo es 0,6—6000 nm. Los ensayos fueron realizados
por triplicado y a temperatura ambiente. Las muestras fueron previamente filtradas a
través de microfiltros Whatman International Ltd. (Maidstone, Inglaterra) de 0,45, 0,22
y 0,02 um. Las mediciones de tamafio de particulas se informan como el promedio y

la desviacion estandar de al menos tres mediciones.

2.4. Colorimetria

La medicion del color en unidades CIE (L*, a*, b*) de las muestras se realizé con un
colorimetro portatil MiniScan® EZ (Hunter Lab, Reston, VA, USA) (Figura 19). Las
muestras se midieron en recipientes plasticos transparentes de 3,8 cm de alturay 2,9
cm de diametro sobre un fondo blanco. Para calibrar el colorimetro se usé una placa
blanca estandar N.° MESEZ0866. El escaneo de cada muestra se realizé 3 veces,
obteniendo los parametros del color L*, a* y b*. Las determinaciones se realizaron por

cuadriplicado.

Figura 19. Colorimetro portatil MiniScan® EZ, Hunter Lab y espacio de color con los parametros L*,

a*yb*.
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El indice de blanco (IB) se calculé segun la Ecuaciéon 10 (Zhu y col., 2009; Paker y
Matak, 2015):

indice de blanco (IB)= 100-[(100-L)2+a2+b?]2 Ecuacién 10

donde, L es la luminosidad (escala de 0 a 100); a es la intensidad de color desde el
verde al rojo (escala de -60 a 60); b es la intensidad de color desde el azul al amarillo
(escala de -60 a 60).

Para el caso de las muestras gelificadas, se analizé también el AE, que es la diferencia

de color antes y después de gelificar y se calcul6 con la siguiente ecuacion:

AE = [AL?+Aa%+Ab?]"2 Ecuacién 11

donde, AL es la diferencia de luminosidad antes y después de gelificar; Aa es la
diferencia de intensidad de color verde/rojo antes y después de gelificar y Ab es la

diferencia de intensidad de color azul/amarillo antes y después de gelificar.

2.5. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
Introduccién

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una metodologia
instrumental basada en la absorcion de la radiacion emitida de las vibraciones entre
los atomos de una molécula y provee informacién acerca de la composicion y
conformacién de la estructura de los compuestos (Willard, 1981). Es una técnica no
destructiva, rapida, que no emplea reactivos quimicos y requiere poca cantidad de
muestra (~ 100 pg). Dos compuestos no producen exactamente el mismo espectro IR
debido a que cada material es Unico en su composicidn y por consiguiente tienen
diferente disposicion de atomos. Por lo tanto, la espectroscopia FTIR puede ser
utilizada también para identificar cualquier tipo de material (analisis cualitativo) (Dutta,
2017). Por medio de esta técnica se pueden investigar estructuras de proteinas en
una variedad de entornos, incluyendo medios opticamente turbios o sistemas que son
notoriamente dificiles de estudiar por otros métodos espectroscépicos (Arrondo y col.,
1993; Surewicz y col., 1993).
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Fundamento

La espectroscopia infrarroja se fundamenta en la absorcién de la radiacion IR por las
moléculas en vibracion. Esencialmente la energia de la radiacion, localizada en
determinada longitud de onda del infrarrojo, es absorbida por una molécula (o parte
de ella) que se encuentra vibrando en su estado basal a la misma longitud de onda
que la radiacion infrarroja incidente, provocando con ello un cambio en la intensidad
de la vibracion. La Ecuacién 12 define a la transmitancia (7) como la relacién entre la
potencia radiante transmitida (/) y la potencia radiante incidente en la muestra (/y. La

absorbancia (A) es el logaritmo en base 10 de la inversa de la transmitancia.

A =log,, (%) = —log,o T = —log,, (i) Ecuacion 12

Io

La presencia de momentos dipolares es una condicidbn necesaria para que se
produzca una vibracion en una molécula al incidir sobre ella un haz de energia
infrarroja (Skoog, 1998). EI momento dipolar de dicha molécula cambia cuando un
enlace se contrae o se expande. Cuanto mayor sea el cambio, mas intensa sera la
banda de absorcion. Las interacciones de la radiacion infrarroja con la materia deben
ser entendidas en términos de cambios en momentos dipolares asociados con

movimientos vibratorios y de rotacion.

Vibraciones de estiramiento

/O% R— O-——-H

Simétrico Antisimétrico

Vibraciones de flexion

— -—— > > + + + —
H \ H H H H H H \ H
C C C C
Tijereteo Balanceo Aleteo Torsidn

Figura 20. Distintos modos de vibracion en moléculas de los tipos estiramiento y flexion.
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Las vibraciones pueden implicar tanto una variacion en la longitud del enlace
(streching o estiramiento) como un cambio en el angulo del mismo (bending o flexién).
Algunos enlaces pueden estirarse en fase (estiramiento simétrico) o fuera de fase
(estiramiento antisimétrico). Estos modos estan representados en la Figura 20 junto

a los distintos modos de flexion (Skoog, 1998).

En un espectro de FTIR se distinguen principalmente dos porciones (Figura 21): una
region de huella digital o fingerprint (600 - 1300 nm™") y otra regién correspondiente a
los grupos funcionales (1300 - 4000 nm™"). Esta ultima regién da informacién para
identificar el tipo y carga de los grupos, mientras que la region de la huella digital indica

la caracteristica y estructura de la molécula (Wang y col., 2017).
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Figura 21. Espectro FTIR tipico de membrana de celulosa con los tipos de enlaces mas comunes y
las regiones de absorcion aproximadas. (Mohamed, 2017)

Preparacion de las muestras

Las muestras en solucién fueron almacenadas en freezer a una temperatura de -80°C
durante 24 hs y posteriormente liofilizadas (Labconco ® freezone 12) por 48 hs hasta

obtener una muestra soélida.
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Mediciones en espectrofotometro FTIR

Los espectros fueron registrados a temperatura ambiente en un espectrofotometro
infrarrojo Shimadzu® (modelo IR Prestige-21, Japon) (Figura 22) en un rango de
longitud de onda de 4000 nm™' a 400 nm'. Se utilizé 1 mg de muestra liofilizada
mezclada con 100 mg de KBr, pulverizada en un mortero de agata y luego presionada
a 20 Bar para obtener una pastilla. Cada muestra se sometié a 40 scans con 2,0 cm"’
de resolucion. El procesamiento de datos se realizé con el software LabSolution IR®,

y los espectros y los picos fueron analizados con el software OriginPro® 8 SRO,

V8.0724, USA.

IRPrestige-21

0 sraaczy

Figura 22. Arriba: Preparacion de la pastilla de muestra en polvo y KBr. Abajo: Espectrofotometro IR
Prestige-21, marca Shimadzu, Sala de Equipos, Universidad Nacional de Lujan, Sede Central.
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2.6. Test de inclinacion o “tilting test”

El tiempo de transicion solucidn-gel se determiné por un test de inclinacién modificado
(Relkin y col., 1998). Se determin¢ la concentracion de gelificacion del CMP (12% p/p)
en presencia de CaClz, a diferentes concentraciones (0; 50; 100; 150; 200 y 250 mM),
a pH 3,5 (acidificado con HCI 2N) y temperatura constante (de 30, 40, 50, 60 o 70 °C)
controlada con un bafio termostatico y un termémetro de vidrio. Se colocaron 5 ml de
muestra en tubos de ensayo que fueron sellados para evitar evaporacion y luego
colocados en el bafio de agua a temperatura constante. A tiempos sucesivos se
retiraron los tubos del bafio y se observaron. Se determiné el tiempo de gelificacion
(ti)) como el tiempo necesario para que el menisco de la solucién contenida en los
tubos no fluya al inclinarlo. La velocidad de gelificacion obtenida por este método se
denomind Vil y se calcul6 como 1/ti. Los valores reportados fueron la media de
triplicados. En el siguiente esquema (Figura 23) se muestra el procedimiento de

obtencién del punto gel y una foto del ensayo:

Figura 23. (I1zq.) Fotografia del ensayo de tilting test. (Der.) Esquema del procedimiento de
determinacion del punto gel mediante el test de inclinacién. En la figura se indican diferentes tiempos
de observacioén y la determinacion del tii.
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2.7. Textura de los geles

El analisis de perfil de textura (TPA) es un método objetivo que esta basado en el
reconocimiento de la textura como un atributo de multiples parametros. El mismo
consiste en comprimir una pieza de alimento dos veces en un movimiento que simula
la masticacion con la mandibula y ayuda a medir y cuantificar parametros fisico-
mecanicos que se extraen de la curva resultante fuerza-tiempo (Figura 24). Se
pueden distinguir parametros primarios (por ejemplo, dureza, fracturabilidad,
cohesividad, elasticidad) y parametros secundarios calculados a partir de los primarios

(masticabilidad y gomosidad).

Primera compresiin Segunda compresidn
- ’ * - g P > Cohesividad: A4,
< Dureza Elasticidad: Distancia 2/ Distancia 1
ﬂ
i ~a Adhesividad: A,
=
L

Masticabilidad:
Dureza *Coheshidad*Elasticidad

Fracturabilidad

N

Area 1

Area 2

Distancia 1 Adhesividad N3/ Viciancia 2 Tiempo (s)

Figura 24. Esquema de un tipico perfil de textura con un ciclo de compresion de dos mordidas.

PRIMARIOS:

e Fracturabilidad (N): es la fuerza maxima antes de producirse una caida en la

curva de fuerza.

e Dureza (N): es la fuerza maxima de compresion en la primera mordida.

Términos relacionados (blando, firme y duro).
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Cohesividad (sin unidades): fuerza de los enlaces internos que componen al
producto. Se calcula como la relacion entre las areas A2/A1. La cohesividad
puede ser tomada como una medida de la velocidad con la que el material se
desintegra bajo accién mecanica. Grado en el que la muestra se deforma antes

de romperse cuando se muerde con los molares.

Adhesividad (J): trabajo necesario para superar las fuerzas de atraccion entre
la superficie del alimento y la superficie de los otros materiales con los que el
alimento entra en contacto. Es una propiedad de textura comun que poseen
productos de confiteria, pastas alimenticias cocidas, productos de panaderia

crudos. Es el valor del area As.

Elasticidad: La elasticidad se define como la propiedad de un material por la
que recupera su forma y dimensiones originales parcial o totalmente al cesar la
accién del esfuerzo aplicado. Términos relacionados: plastico — elastico.

Corresponde a la relacion D2/D1.

SECUNDARIOS:

Masticabilidad: Términos relacionados (tierno, masticable). Se calcula a partir

del producto de la dureza, la cohesividad y la elasticidad.

Gomosidad: Energia necesaria para desintegrar un alimento semisélido a un
estado apto para la deglucidon. Términos relacionados (harinoso, pastoso,

gomoso).

Formacion de geles

Los geles de CMP vy diferentes concentraciones de CaClz, o CaAc2 se formaron a

temperatura ambiente con 10 ml de muestra en recipientes herméticos y cilindricos de

plastico de 2,9 cm de diametro y 3,8 cm de altura. El pH fue ajustado a 3,5 con HCI

de alta normalidad. Como los geles de CMP no se autosoportaron, los ensayos de las

propiedades texturales se realizaron en el mismo recipiente en el cual fueron

preparados.
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Figura 25. Texturdmetro marca Texture Analyzer, modelo TA-XT2i. Laboratorio avanzado de
alimentos, Universidad Nacional de Lujan, Sede Central.

El andlisis de perfil de textura (TPA) se realizé a 25 °C en un analizador de textura
Texture Analyzer (modelo TA-XT2i; Stable Microsystems, Godalming, Reino Unido)
(Figura 25) usando una sonda cilindrica de ebonita (P/05 de 1,27 cm de diametro).
Los geles se comprimieron al 20% de la altura inicial a una velocidad de compresion
de 0,5 mm s™'. Los diferentes parametros texturales (dureza, resiliencia, cohesividad
y elasticidad) se obtuvieron con el software Texture Expert Exceed. Los ensayos se
realizaron por cuadriplicado. El analisis estadistico se realiz6 con el software
GraphPad Prims v7.0 (GraphPad Software; San Diego, CA, USA), utilizando el test de
Tukey.
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2.8. Determinacion de la fraccion no dializable de calcio
Preparacion de los materiales

La solucién a dializar fue preparada a una concentraciéon de CMP de 10 g/L y 20 mM
CaClz en agua ultrapura (1,8 £ 0,1 uS/cm). Los materiales de vidrio utilizados (varillas,
vasos de precipitado y pipetas aforadas) fueron lavados con EDTA 0,01N y luego
enjuagados 5 veces con agua ultrapura (Roig y col., 1999). El hilo utilizado para sujetar
la bolsa de dialisis fue previamente hervido en EDTA y luego lavado con agua
ultrapura. La membrana de dialisis utilizada (Celulosa Ester de Biotech, MWCO: 100
— 500 Da, Espectrum Laboratories, Inc., USA) fue cortada en tiras de 20 cm y luego

lavadas con agua ultrapura para limpiarlas de azida.

Armado de la bolsa de dialisis

Se transfirieron 5 ml de una solucion de CMP 10 g/L y 20 mM CaClz a una bolsa de
dialisis y se sumergieron en 250 ml de agua ultrapura bajo agitacién durante 24 hs y
20 °C para remover el Ca?* libre (Figura 26). Los cambios del agua de dialisis se
realizaron cada 8-10 hs. La concentracion de calcio libre se determin6 en el agua total
(dializado) por espectroscopia de absorciéon atomica con un espectrofotometro
AAnalyst 200 Perkin Elmer (USA). Previamente se agrego nitrato de lantano (1,5%
p/v) a estandares, muestras y blancos para evitar la interferencia de fosfatos. El blanco
consistié en dializar 5 ml de CPM 10 g/L. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Los calculos se encuentran en el Anexo |, al final del capitulo 3.

Figura 26. Ensayo de dialisis. 1zg.: membrana de didlisis.
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2.9. Espectroscopia por Absorcion Atomica (EAA)
Introduccién

La espectroscopia de absorcion atdmica de llama es el método mas empleado para la
determinacion de metales en una amplia variedad de matrices. Su popularidad se
debe a su especificidad, sensibilidad y facilidad de operaciéon. En este método la
muestra es directamente aspirada a una llama de flujo laminar. La llama tiene como
funcion generar atomos en su estado fundamental de los elementos presentes en la
soluciéon muestra. Temperaturas cercanas a los 1.500 — 3.000 °C son suficientes para
producir la atomizacion de un gran numero de elementos, los que absorberan parte

de la radiacion proveniente de la fuente luminosa.

Fundamento Fisico

La espectroscopia de absorcién atomica (EAA), tiene como fundamento la absorcién
de radiacion de una longitud de onda determinada. La cantidad de fotones absorbidos,
esta determinada por la Ley de Lambert-Beer (Ecuacion 13) que relaciona la pérdida
de poder radiante, con la concentracion de la especie absorbente y con el espesor de
la celda o recipiente que contiene los atomos absorbedores. La ley explica que hay
una relacion exponencial entre la transmision de luz a través de una sustancia y la
concentracion de la misma, asi como también la hay entre la transmisién y la longitud
del cuerpo que la luz atraviesa. Si 7y € son datos conocidos, la concentracion de la

sustancia puede ser deducida a partir de la cantidad de luz transmitida.

;_1: 10~ = 107&c = 10-4 Ecuacion 13
0

donde, 4 y b son la intensidad de radiacion incidente en un medio y transmitida
después de que se produzca la absorcién, respectivamente; Aes la absorbancia; a es
el coeficiente de absorcidn; ¢ es la absortividad molar; 7 es la longitud atravesada por

la luz en el medio y ces la concentracion del absorbente.
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Figura 27. Espectrofotémetro de absorcion atomica AAnalyst 200 PerkinElmer (Shelton, CT, USA).
Laboratorio Analitica | y I, Universidad Nacional de Lujan, Sede Central.

En la Figura 27 se muestra el equipo AAnalyst 200 PerkinElmer (Shelton, CT, USA)

en el que se realizaron las determinaciones de calcio.

2.10. Mediciéon de conductividad

La conductimetria es un método analitico basado en la conduccién eléctrica de los
iones en solucion. Esta consiste en la determinacién de la conductividad, que es una

medida de la concentracion idnica total que tiene la solucion.

Figura 28. Conductimetro Hanna Instruments, modelo HI2003-02.
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La muestra apropiada de CMP se disolvié en agua ultrapura (1,8 £ 0,1 yS/cm) para
que la concentracion final sea 20 g/L. Un volumen de dicha solucién se mezclé con
una solucion de CaClz (0,4 M) hasta alcanzar concentraciones finales de CaCl2 entre
0 - 40 mM. La diferencia de conductividad entre ambas soluciones se denominé “Ax”
como en Valente y col. (2011). La conductividad ionica se determind con un
conductimetro (Hanna Instruments, modelo HI2003-02, Rumania) (Figura 28). Este
equipo se caracteriza por tener una sonda de conductividad de 4 anillos, tecnologia
que permite medir muestras de muy baja y muy alta conductividad. Los ensayos se
realizaron por cuadriplicado y a temperatura ambiente. La calibracion del equipo se
realizd con soluciones patrones: 1413 uS/cm (Hanna Instruments, HI 70031); 5000

uS/cm (Hanna Instruments, HI 70039) y 12.880 uS/cm (Hanna Instruments, HI 70030).

2.11. Determinacién del calcio por electrodo de i6n selectivo

El calcio unido se determiné por el método de Berrocal y col. (1989). Se titularon 50
ml de una solucion de 2 g/L de CMP (Davisco Foods International) en agua ultrapura
con 200 mM de CaClz. El pH se mantuvo en todo momento a 7, 8 y 9 con el agregado
de NaOH de alta normalidad. Los ensayos se realizaron por triplicado junto a la curva

de calibracion realizada simultdaneamente y a 25 °C.

20+

10+

mV

-10-

-20

-30-

Figura 29. Curva de calibracién indicando una respuesta lineal del electrodo de i6n selectivo de
calcio.
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El calcio libre se midioé con electrodo de i6n selectivo modelo HI4104 conectado a un
pH metro modelo HI98191 (Hanna Instruments, USA). La calibracion del electrodo se
realizd en forma paralela a las titulaciones en agua ultrapura con la misma condicion
de pH y fuerza i6nica. Para el tratamiento de los datos se verificd que la respuesta del
electrodo sea lineal (Figura 29). La medicidon de la diferencia de potencial se realizé
después de la adicion sucesiva de 50 uL de CaCl2 20 mM a la solucion. El volumen

maximo agregado fue de 2 ml.

El electrodo de ion selectivo determina la actividad de calcio libre y no su
concentracion. Para considerar constante el efecto de la concentracion de CaClzen la
fuerza idnica en el coeficiente de actividad del calcio (y), se incorpor6 el KCI a la
solucion de CMP a modo de mantener constante la fuerza i6nica (Haghtalab y
Badizad, 2016). La siguiente Ecuacion relaciona actividad con concentracion:

i

Vi

C; = Ecuacion 14

donde, c; es la concentracion de calcio libre (CaL); a; es la actividad de calcio y y; es

el coeficiente de actividad del calcio.

El calcio unido (Cau) se obtuvo por diferencia entre el calcio libre (CaL) determinado
con el electrodo de calcio y el calcio total (Cat) determinado por espectroscopia de

absorcion atomica:
Cay= Car-CaL Ecuacion 15
donde, CaL es el calcio libre; CaU es el Calcio unido al CMP y CaT es el calcio total.

Se consideré que un mol de CMP tiene una masa molecular promedio de 7500 Da.
Los valores de pH fueron seleccionados para favorecer la union de calcio tanto a los

grupos fosfatos como carboxilatos (Mekmene, 2011).

Tratamiento de los datos experimentales

La constante de asociaciéon aparente y el numero de sitios unidos al calcio se
determinaron a través de un ajuste de los datos experimentales al modelo tedrico

empleado por Berrocal y col. (1989).
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Se graficaron los valores de la inversa de Cau en funcion de la inversa del CaL segun

la Ecuacion 16:

1 1 1 -
= + — Ecuacién 16
Cay n; Kgp Cap, n

Los datos obtenidos fueron representados en la llamada grafica de Klotz (Lee y col.,
1977) de modo de obtener la constante de asociacion aparente (Ksp) y €l maximo

calcio unido por mg de CMP (n;).

2.12. Reversibilidad de las soluciones de CMP por pH

La cantidad apropiada de una muestra en polvo de CMP se disolvié para obtener una
concentracion final de 20 g/L. El pH natural de la solucion fue de 6,5 y se ajustoé a pH
3,5 con acidos de alta normalidad para evitar dilucion. Para ello se utilizaron: acido
clorhidrico, acido citrico, acido acético, acido fosforico y acido lactico. La solucion de
CMP se mantuvo en ese pH durante 1 hora bajo agitacion constante. Pasado ese
tiempo el pH fue ajustado nuevamente a 7,0 con NaOH (1 N). El aumento de volumen

por el cambio de pH en todos los casos fue inferior al 2%.

El siguiente esquema (Figura 30) muestra el procedimiento de reversion del pH de

las soluciones:

Agitacion
1 hora

Figura 30. Esquema del procedimiento de reversién del pH.
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2.13. Solubilidad de calcio en buffer fosfato en presencia de CMP
Preparacion del buffer fosfato (pH 8)

Composicion (para 100 ml):

Solucion A: 3,7 ml de solucion de dihidrogenofosfato de potasio (KH2PO4) 0,066 M.
Solucién B: 96,3 ml de solucion de hidrogenofosfato de di sodio (Na2zHPO4) 0,066 M.

La solucién buffer fosfato de sodio fue preparada en un matraz aforado de 100 ml con
las cantidades mencionadas de solucion A y B. Todos los reactivos utilizados fueron
de calidad analitica y el agua utilizada fue ultrapura. Todos los ensayos se realizaron

a temperatura ambiente.

Preparacion de la muestra

Solubilidad del CaClz

La capacidad de union del cation calcio con el CMP se determind por el método de
Jung y col. (2006). EI CMP en polvo se disolvioé en agua ultrapura en un matraz aforado
de 100 ml para lograr una concentracién final de 1 g/L. La solucion peptidica luego fue
mezclada con CaClz en exceso (5 mM) y 30 ml de buffer fosfato de sodio (20 mM). Se
realizé un blanco control conteniendo sélo CaClz y el buffer. Las muestras se agitaron
con un agitador magnético durante 1 h a temperatura ambiente (25 °C) y el pH se
mantuvo en todo momento en 7,8 y fue monitoreado por un medidor de pH (Hanna
Instruments, HI 98191). Luego, la mezcla se centrifugd en una centrifuga (CANVA, VT
3216, Industria Argentina) a 2000 rpm durante 40 min para precipitar las sales fosfato
de calcio insolubles. El contenido del sobrenadante se filtré con filtros jeringa con
membrana de Nylon® de 0,45 um de didmetro. Los ensayos se realizaron por
cuadriplicado. La Figura 31 muestra un esquema de los pasos sucesivos de la

preparacion de la muestra.
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1g/LCMP
5 mM CaCl,
30 mM Buffer

Figura 31. Esquema de la preparacion de la muestra para el ensayo de solubilidad en buffer fosfato.
Adaptacion del método de (Jung y col., 2006).

Solubilidad del CaCOs en Buffer Fosfato

Para los ensayos con CaCOs, las concentraciones finales de las mezclas fueron 20
mM de buffer fosfato de sodio, 6 mM de CaCOzy 0,5 g L' de CMP (Chen y col., 2014;
Zhao y col., 2014). Para lograr esa concentracion de CaCOs se tomé la alicuota
correspondiente de una solucion sobresaturada 0,01 M de dicha sal en agua bajo
agitacion constante. Se procedié con la mezcla al igual que con el CaClz. Los

experimentos fueron realizados por cuadriplicado.
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Determinacién de calcio

El calcio contenido en el sobrenadante fue determinado por espectroscopia de
absorcion atomica con un espectrometro (Modelo AAnalyst 200, Perkin Elmer, CA,
USA). Previamente se agregé nitrato de lantano (1,5% p/v) a estandares, muestras y
blancos para evitar la interferencia de fosfatos. La curva de calibracién se construyo a
través de soluciones estandares de calcio entre 2 y 20 ppm, graficando la absorbancia

en funcion de la ppm de calcio.

La relacion Ca?*/CMP se calculo con la siguiente Ecuacién 18 (Guo y col., 2015):

Relacion mmoles de Ca?*/gCMP =__ C Ecuacion 17
40 * Ccwvp

donde, C es la diferencia entre el calcio soluble en el sobrenadante con CMP vy el
calcio soluble en el sobrenadante sin CMP (mg/L); Ccwmp es la concentraciéon de CMP

(g/L) y 40 es la masa molecular del calcio (g/mol).

El contenido de calcio de la muestra de CMP (1 g/L) fue sumado al contenido total y
fue 0,17 mM de Ca?*.
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2.14. Solubilidad de CaCl2 en etanol en presencia de CMP

La Figura 32 muestra un esquema del procedimiento de la técnica de determinacion

del calcio unido al CMP por solubilidad de CaCl2 en etanol.

45 ml Etanol
Absoluto

1,5 gL CH
+

& mi CaClk

I @0 E
: CMP_CaCk

pH 7. 20 min, 25°C

Sobrenadante:
Calcio remanente

Precipitado: CMP-Ca

Metodo indirecto: Determinacion par titulacion
con EOTA del Calcio del sobrenadante

Figura 32. Esquema del ensayo de solubilidad de CaClz en etanol en presencia de CMP.

El complejo Ca /CMP se prepard en un matraz de 50 ml, mezclando una solucién 1,5
g/L de CMP con 1 ml de CaClz 0,4M (8 mM), luego se llevo a agitacién constante
durante 20 minutos, a 25 °C y pH 7 para dar lugar a la reacciéon. Todos los materiales
de vidrio tuvieron un tratamiento previo con EDTA para eliminar algun posible residuo
de calcio. Luego, a la mezcla se le adicion6 45 ml de etanol absoluto para remover el
calcio libre y se centrifugé a 2000 rpom durante 10 min. El analito de interés se encontrd
en el precipitado. Para determinar su concentracién se utilizé un método indirecto
determinando la concentracion de calcio en el sobrenadante. Para ello, se le adicioné

a este ultimo 1 ml de solucion reguladora (NH4*/NHs, pH 10), colorante NET (negro de
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eriocromo T) y se titulé con solucion EDTA 0,01N. Los ensayos fueron realizados por
triplicado. La cantidad de calcio unido al péptido (Cau) se determind por diferencia
entre el calcio total agregado conocido (Car) y el determinado por titulacién en el

sobrenadante (Cas):

Cauy= Car- Cas Ecuacion 18

El contenido de calcio de la muestra de CMP (1,5 g/L) fue sumado al contenido total
y fue 0,25 mM de Ca?*.

2.15. Inhibicién de la precipitacion de hidroxicarboxilatos de calcio (CasCit2y
CalLacz) por el CMP.

Citrato de calcio

La técnica utilizada fue una adaptacién de Vavrusova y col. (2014). Se prepararon
soluciones acuosas sobresaturadas combinando 2,5 g de citrato de calcio
tetrahidratado con cantidades variables de CMP (0,1 y 2 g) en 100 ml de agua. El Ca?*
iénico incorporado por el CMP a la solucion fue 0,007 y 0,014 g, cantidades que
representan menos del 0,6%. El pH inicial fue de 6,5 y fue ajustado a 7,0 con HCI
concentrado. Las soluciones se mantuvieron bajo agitacion a temperatura constante
de 10, 25 y 40 °C. Luego de dos horas, fueron centrifugadas y filtradas con filtros
jeringa de Nylon 0,45 y 0,22 mm antes de cada analisis. El calcio total se determiné
por titulacién con EDTA (0,01 M).

Lactato de calcio

La técnica utilizada fue una adaptacién de Vavrusova y col. (2014). Se prepararon
soluciones acuosas sobresaturadas combinando 8 g de lactato de calcio
pentahidratado con cantidades variables de CMP (0, 0,3 y 0,5 g) en 100 ml de agua.
El Ca?* iénico incorporado por el CMP a la solucién fue 0,002 y 0,003 g, cantidades
que representan menos del 0,04%. El pH estuvo entre 6,88 y 7,02. Las soluciones se
mantuvieron bajo agitaciéon a temperatura constante de 5, 10 y 20 °C (Figura 33).
Luego de dos horas, fueron centrifugadas y filtradas con filtros jeringa de ®Nylon 0,45
y 0,22 mm antes de cada analisis. El calcio total se determiné por titulacion con EDTA
(0,05 M).
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Figura 33. Ensayo de solubilidad de lactato de calcio pentahidratado en ausencia (lzq.)
y presencia (Der) de CMP.

Titulacion con EDTA

La técnica utilizada fue la descripta en Vavrusova y col. (2014). Se titularon 1 ml de
muestra con lactato de calcio, 40 ml de agua ultrapura y 2 ml de solucion de NaOH 2
N con EDTA (0,05 M). Para el citrato de calcio se titularon 3 ml de muestra con 22 ml
de agua ultrapura y 4 ml de solucion reguladora pH 10 con EDTA (0,01 M). Como
indicador en ambos casos, se utilizd una punta de espatula de NET (Negro de

eriocromo T, Biopack).

Se construyeron curvas de calibracion con solucion patrén de CaCl2 0,1 M (Hanna
Instruments, HI 4004-01).

Actividad de calcio

La actividad del ion calcio fue determinada con un electrodo selectivo (Hanna
Instruments, USA) que mide los iones libres en solucién. La calibracion del electrodo
se realizo usando soluciones acuosas 10, 104, 10 y 102 M, preparadas con una
solucién patron de CaClz 0,1M (Hanna Instruments, HI 4004-01). Este procedimiento

se realizd cada vez que se utilizé el electrodo.

Por otro lado, la conductividad i6nica se determiné con un conductimetro Edge®
(Hanna Instruments, modelo HI2003-02, Rumania). Los ensayos se realizaron por

triplicado y a temperatura ambiente. La calibracion del equipo se realizd6 con
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soluciones patrones: 1413 uS/cm (Hanna Instruments, HI 70031); 5000 uS/cm (Hanna
Instruments, HI 70039) y 12.880 uS/cm (Hanna Instruments, HI 70030).

Griffin y Jurinak (1973) propusieron una relacién lineal entre la conductividad (1) y la

fuerza idnica (I):
Iz 0,013 Ecuacion 19
donde, 1 es la fuerza iénica (mol L") y A la conductividad medida (mS cm™).

Los valores obtenidos de I a partir de la conductividad experimental fueron usados

para calcular los coeficientes de actividad segun la ecuacion de Davies:

VI
1+1

logy™ = — Apy 2% (2= 0,301) Ecuacién 20

donde, y es el coeficiente de actividad; Z=+2 para los iones Ca?*y A,y es la constante
de Debye-Hiickel. Los valores de la constante son funcion de la temperatura siendo
0,491; 0,498; 0,506; 0,510; 0,515 y 0,525 para 0, 10, 20, 25, 30 y 40 °C,

respectivamente (Vavrusova y Skibsted, 2016).

La actividad de calcio (ac.?*) se calcul6 a partir de la ecuaciéon de Nerst que relaciona

el potencial del electrodo (mV) con pCa:

pCa (= -log ac.?*) Ecuacion 21

Una vez calculada la concentracion de cada una de las especies, la fuerza idnica se
recalculé con el fin de obtener el valor verdadero. Para ello se utilizé la siguiente

ecuacion:

[ = ; Y ci zi? Ecuacién 22

donde, ci es la concentracion de cada ion y zi es la valencia del ion.

Con el nuevo valor de la fuerza idnica se obtuvieron las nuevas constantes
termodinamicas y los coeficientes de actividad. Estas iteraciones fueron repetidas

hasta un valor constante de fuerza iénica.
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Obtencion de la constante de asociacién (K.) para el citrato de calcio

Para cuantificar el efecto del CMP en la sobresaturacion de las sales
hidroxicarboxiladas se considerd el equilibrio del calcio con su ligando, segun
(Vavrusova y col., 2016). Para el caso del citrato de calcio tetrahidratado, los

equilibrios son los siguientes:

CasCit, - 4H,0 (s) & Ca** + 2 CaCit™ + 4H,0 Ecuacién 23

CaCit~ & Ca?t + Cit®~ Ecuacion 24

Donde la reaccion de disociacion del primer equilibrio esta completamente desplazada
hacia la derecha, obteniéndose Ca?* y CaCit. El segundo equilibrio se disocia
parcialmente. La constante termodinamica de asociacion de la formacién del complejo

se definié como:

K . = Acacit~ __ Ycacit—[CaCit™]
ass —

= — Ecuacion 25
Ara2+Qci3— YCit3—_[Clt ]aCa+2

Las concentraciones se obtuvieron segun las siguientes relaciones:
[CaCit™] = [Ca?t ot — [Ca?t]Libre Ecuacién 26

[Ca2+

[Cit37] = [Ca®*t]Lipre — [ oy Ecuacién 27

La nueva fuerza iénica se verificd con la siguiente ecuacion:

I == (4[Ca?] + [CaCit ] + 9 [Cit?]) Ecuacién 28
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Obtencion de la constante de asociacién (K,) para el lactato de calcio

Para el caso del lactato de calcio pentahidratado, los equilibrios son los siguientes:

Cal,-5H,0 & Cal* + L~ +5H,0 Ecuacion 29

Calt & Cat? + L~ Ecuacion 30

La constante termodinamica de asociacion de la formacion del complejo se definio
como:

K. = _%cat _ YeurlCal'l - [cal®]
ass — -

— R — Ecuacion 31
ap-acq+2  vi-[L7]acg+2 [L]acq+2

Las concentraciones se obtuvieron segun las siguientes relaciones:

[Cal™] = [Ca™)rotar — [Ca™]Libre Ecuacion 32

[L7] = [Ca**]rotar + [Ca**]Lipre Ecuacion 33

La nueva fuerza ionica se verificé de con la siguiente ecuacion:

I =~ (4[Ca®* |+ [Cal*] +[L7]) Ecuacién 34

2.16. Analisis estadistico

Se utilizé el software GraphPad Prims v7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
para el analisis estadistico. Los datos fueron analizados a través de un analisis de
varianza (ANOVA). Las diferencias fueron determinadas por la prueba de Tukey para
P <0,05.
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Los resultados de este primer capitulo se dividiran en dos Secciones, la primera
estudiara la interaccion entre el CMP y el calcio a nivel macroscépico a través del
estudio del comportamiento de flujo del CMP vy las sales de calcio CaClz o CaAcz. La
segunda Seccion estudiara la interaccion a nivel molecular entre el CMP vy el calcio,
a través del estudio de su asociacion molecular por Dispersion Dinamica de luz

(DLS) y por espectroscopia IR por transformada de Fourier (FTIR).

J—

Seccion] —» Reologiade fluop — [.1. CMP en ausenciade sales
[.2. CMPy CaCl,

. 1.3. CMPy CaAc
Capitulo 1 y ?

Interaccion entre —
el CMP y el calcio
apH7 .
Seccidon Il —» Asociacion molecular (DLS)y —» I1.1. CMP en ausencia de sales

Espectroscopia FTIR [1.2. CMPy CaCl,
I1.3. CMPy CaAc,

Se describen aqui algunos conceptos que ayudaran a la lectura de esta tesis:

Asociacion: es una organizacion a nivel molecular a través de uniones débiles entre

sitios especificos, por ejemplo, la formacion de monémeros, dimeros, etc.

Autoensamblaje (o “self assembly”): es una asociacion espontanea y reversible
de moléculas por medio de interacciones no covalentes (puente hidrégeno,
hidrofébicas, van der Waals, electrostaticas) que las organiza en estructuras
ordenadas a multiples escalas (Lacou y col., 2016). Se caracteriza por la difusiéon
espontanea y la asociacion especifica de las moléculas dirigida por interacciones no
covalentes (Rajagopal y Schneider, 2004). Algunos ejemplos son la formacion de

micelas, de cristales de lipidos y de monocapas.
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Nivel Macroscépico



Seccion I: Nivel Macroscopico — Capitulo 1: Interaccion CMP/calcio a pH neutro

¢ Por qué es importante estudiar las interacciones de los sistemas CMP/calcio

a través de la reologia de flujo?

El conocimiento de las propiedades reoldgicas es esencial para el desarrollo, control
de la calidad, la evaluacion sensorial de los productos alimenticios y para el disefio
de los equipos de proceso. Ademas, las mediciones reoldgicas proporcionan una
informacion fundamental respecto a la organizacién estructural de los alimentos
(Ahmed y Ramaswamy, 2003). Esta Seccion esta motivada en el estudio de la
interaccidn entre el CMP vy el calcio para su potencial uso en bebidas a base de CMP
cuyo pH sea superior a 4,5, condicion en la cual el autoensamblaje del péptido no es
posible y por lo tanto se mantendria en solucién. El autoensamblaje del CMP juega
un rol importante en la formacion de los agregados visibles que se observan en
bebidas acidas de aislados de proteinas de suero de queso (WPI) durante el
almacenamiento (Villumsen y col., 2015). El control de la viscosidad de una bebida a

base de CMP permitiria mantener la estabilidad durante su vida util.

Objetivo:

El objetivo de esta Seccion I fue caracterizar la interaccion entre el CMP y el calcio a
nivel macroscoépico a través del estudio del comportamiento de flujo del CMP en
presencia de CaCl2 o CaAcz2 y la influencia de la temperatura y el tiempo de
almacenamiento con el objeto de definir criterios generales aplicables al disefio de

bebidas innovadoras con CMP vy calcio.
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I.1. Caracterizacion del comportamiento de flujo del CMP a pH neutro

A fin de estudiar el comportamiento de flujo del CMP y las sales de calcio antes
mencionadas, se caracterizdé en primer lugar el comportamiento de flujo del CMP
solo (en ausencia de sales) en relacion a las variables de interés: concentracion, pH

y temperatura.
Las condiciones elegidas fueron las siguientes:

1.1. El CMP fue evaluado en un rango de concentracion variable (de 1 a
15% p/p) apH 7y 25 °C.

1.2.  Luego, el comportamiento de flujo del CMP fue estudiado apH 5,6, 8y
9 (valores del entorno del pH neutro). La concentracién elegida para el
CMP fue de 15 % p/p obtenida a partir del estudio anterior.

1.3. Finalmente, se analizé la influencia de la temperatura en el rango 5 - 60
°C para soluciones de CMP al 15 % p/papH5,6,8y 9.

1.1.1. Efecto de la concentraciéon

La Figura 1.1 A muestra las curvas de comportamiento de flujo de soluciones de
CMP a distintas concentraciones (1, 3, 5, 8, 10, 12y 15 % p/p) a pH 7 y 25 °C,
realizadas con la técnica descripta en la Seccién 2.2, de Materiales y Métodos. Los
datos experimentales se ajustaron con el modelo de Herschel-Bulkley (Ecuacion 5,
Materiales y Métodos) con buenos ajustes del coeficiente de determinacion (R? >
0,998). Se hallaron los valores de K (coeficiente de consistencia) y » (indice de
comportamiento de flujo). Los resultados mostraron que los indices K aumentaron
con la concentracion de las soluciones desde 0,001 a 0,010 Pa.s", esta tendencia
fue mas notoria por encima de 8 % p/p (Figura 1.1 B). El esfuerzo de corte inicial, 7o,
fue practicamente despreciable para concentraciones entre 1y 12 % p/p y fue 0,11
Pa para la concentracion de 15 % p/p (datos no mostrados). El indice de
comportamiento de flujo, n, mostr6 que las soluciones de CMP exhibieron un
comportamiento practicamente newtoniano (n ~ 1) para todas las concentraciones
(Figura 1.1 C), como se ha visto para soluciones de moléculas de bajo peso
molecular (Kale y col., 2015). Sin embargo, se observé una ligera tendencia al
comportamiento pseudoplastico (con valores de n cercanos a 0,95) para las

soluciones al 15 % p/p (Figura 1.1 C).
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Figura 1.1. A) Curvas de comportamiento de flujo de soluciones de CMP a pH 7,0 y 25 °C.
Concentraciones de CMP: 1 (O); 3 (1J); 5 (A); 8 (x); 10 (@); 12 (M) y 15% p/p (A). Pardmetros
ajustados al modelo de Herschel-Bulkley: B) Ky C) n. Diferentes letras indican diferencias
significativas (p<0,05) (n= 3). Las barras representan desvio estandar.
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Figura 1.2. Dependencia de la viscosidad aparente a 100 s-! (n 100) con la concentracién de CMP. Se
indican las lineas de ajuste y su R2.

Las propiedades de flujo del CMP pueden compararse con las de las caseinas, que
presentan una conformacioén secundaria poco organizada (Walstra, 1984). Pitkowski
y col. (2009) estudiaron el comportamiento de flujo de soluciones de caseinato de
sodio (CasNa) y encontraron un comportamiento newtoniano a concentraciones por
debajo de 14 % p/p y un comportamiento pseudoplastico a concentraciones

superiores.

Se hall6 una buena correlacion al comparar los resultados obtenidos con los
estudios de flujo del CMP realizados previamente por otros autores (Ahmed y col.,
2003), quienes trabajaron con CMP de la misma procedencia (Davisco Food

International®) a una concentracion de 12,5 % p/p, a pH 7 y 20 °C y también
ajustaron sus resultados con el modelo de Herschel Bulkley. Ellos encontraron un 7o

de 0,0109 Pa, una K de 0,0027 Pa.s" y un n de 0,966, todos estos valores estuvieron
en el orden de los obtenidos en esta tesis. Por otro lado, los datos de otros autores
(Burgardt y col., 2014) fueron totalmente diferentes. Ellos informaron un

comportamiento dilatante, con un valor de »n entre 1,15 y 1,32, a pH 6,5,
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independientemente de la concentracion de CMP, a pesar de proceder del mismo
proveedor (Davisco Food International®). La discrepancia entre los resultados puede
deberse a la utilizacion de otro rango de velocidad de deformacion (entre 0 y 85 s),
al equipo utilizado (Redmetro Brookfield DV Il ultra, MA, USA) y a un modelo
matematico diferente (ley de la Potencia). En contraste, los valores de indice de

consistencia que hallaron fueron similares K ~ 0,015 Pa.s".

Para las proteinas en general y también para el CMP, la viscosidad aumenta con la
concentracion. La Figura 1.2 muestra el grafico doble logaritmo de la viscosidad
aparente a 100 s (n100) vs la concentracion de CMP. En dicha figura pueden
diferenciarse dos regimenes: diluido y concentrado. La intersecciéon de estos
regimenes lineales se denomina concentracion de solapamiento, C* (Kale y col.,
2015), y se caracteriza por un cambio abrupto en la pendiente de la curva (De Kruif y
col., 2015). El valor de C* encontrado para las soluciones de CMP fue del 8 % p/p.
Debajo de C*, las moléculas de CMP se comportarian como "particulas" individuales
en solucidn. En soluciones diluidas, cada molécula esta aleatoriamente separada y

las interacciones intermoleculares pueden despreciarse (Huang y col., 2016).

Se acepta que la viscosidad depende de la concentracion con la relacion nioo ~ CP,
donde C es la concentracion de proteina (% p/p), y b es un coeficiente caracteristico
que describe la velocidad de cambio de la viscosidad con la concentracion (Zhang y
col., 2016). Para las soluciones de CMP, por encima de C*, la viscosidad aumento
mas rapidamente (b = 1,77) que por debajo de C* (b = 0,45). El valor mayor de b en
el régimen concentrado puede explicarse por un mayor solapamiento e
interpenetracion de las moléculas. Zhang y col. (2016) realizaron un estudio similar
utilizando un concentrado de proteina de suero de leche (WPC) y hallaron un valor
de C* de 12 % (p/p), siendo los valores de b= 0,38 (para el régimen diluido) y b=1,37
(para el régimen concentrado), correlacionandose con los datos obtenidos para el

CMP a pesar de ser diferentes materiales.
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1.1.2. Efecto del entorno de pH (entre 5,0 y 9,0)

La dependencia del comportamiento de flujo con el pH se estudié en soluciones de
CMP al 15 % p/p y a valores de pH entre 5,0 y 9,0, condiciones en las cuales el CMP

no se autoensambla en el tiempo (Farias y col., 2010). Se puede observar en la
Figura 1.3 A que los valores de 1o fueron insignificantes a pH 5,0 y 6,0 (= 0,02 Pa),

sin embargo, para los otros valores de pH fueron 10 veces mas altos (= 0,15 Pa). Asi
mismo, cuando el pH aumentoé desde 6,6 a 9,0 también se incrementaron los valores
de K (Figura 1.3 B) y no hubo diferencias significativas entre el pH 5,0 y 6,0 (p >
0,05).

El indice n (Figura 1.3 C), revel6 un comportamiento de flujo newtoniano a pH entre
5,5 a 6,6 y un claro comportamiento pseudoplastico entre pH 7,0 y 9,0. Una posible
explicacion a estas diferencias de comportamiento, estaria dada por la hidratacién
molecular, al aumentar el pH los grupos carboxilicos se ionizan mas fuertemente
incrementando la hidratacién de los péptidos (Li y col.,, 2017). Las moléculas
altamente hidratadas pueden perder agua progresivamente al incrementar la
velocidad de deformacion, causando asi la reduccién de la viscosidad aparente
(Arogundade y col., 2011), reflejado en la disminucion del indice n. Esto explicaria el

caracter pseudoplastico de las soluciones a pH 7,0 — 9,0.

1.1.3. Efecto de la temperatura

El efecto de la temperatura en las propiedades de flujo se analizé para soluciones de
CMP a la concentracion de 15 % p/p a diferentes temperaturas entre 5 y 60 °C
(Figura 1.4). El incremento de la temperatura produjo una disminucién significativa
en la viscosidad para el rango de pH estudiado (5,0 - 8,0), lo que indicdé que las
soluciones acuosas de CMP fluyeron mas facilmente. La disminucion de n puede
atribuirse al debilitamiento de las interacciones moleculares en solucién (Ma y col.,
2014; Karatas y Arslan, 2016). Este efecto se debe al incremento de la energia
cinética de las moléculas que disminuye la interaccién entre solvente y soluto
(Arogundade y col., 2011).
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Los enlaces de hidrogeno, las interacciones electrostaticas y de van der Waals son
de naturaleza exotérmica y se desestabilizan a altas temperaturas, mientras que las
interacciones hidrofébicas son endotérmicas y se estabilizan a altas temperaturas
aunque no indefinidamente (Arogundade y col., 2011). Es importante senalar que las
soluciones de CMP a pH > 4,5 no mostraron ningun cambio en la distribucién de
tamanos de particula al someterse al calentamiento segun lo reportado por Martinez
y col. (2011). Este comportamiento distingue al CMP de las otras proteinas del
lactosuero, las cuales se desnaturalizan a altas temperaturas con el consecuente
aumento de la viscosidad (Gomez-Arellano, 2017). Si bien el indice K disminuyd con
la temperatura (Figura 1.4 A), no hubo cambios significativos en los valores de n
(Figura 1.4 B). La ecuacion de Arrhenius (Ecuacion 6, Materiales y Métodos)
describe el efecto de la temperatura en la viscosidad aparente de las soluciones de
CMP a una velocidad de deformacion especifica (100 s™), n1o0. La viscosidad
aparente disminuyd exponencialmente con la temperatura en todos los pH
estudiados (Figura 1.4 C). El valor de viscosidad mas alto para esa velocidad de
deformacion correspondio al pH 8, seguido por el pH 9, pH 6 vy, por ultimo, el pH 5.
La energia de activacién de flujo, Ea, refleja la sensibilidad de la viscosidad frente a
los cambios de temperatura (Karatas y col., 2016). Los valores de Ea y R? obtenidos
se muestran en la Tabla 1.1. La Ea fue independiente del pH y con un valor de
aproximadamente 20 kJ/mol. La magnitud de la Ea fue superior a aquella informada
para soluciones de CMP al 12,5 % a pH 7 (Ea = 12,4 kJ/mol) por Ahmed y col.
(2003), quienes utilizaron CMP del mismo proveedor. Esta discrepancia podria

deberse al rango diferente de temperatura utilizado (20 - 80 °C).

Tabla 1.1. Energia de activacion (Ea) y R? para soluciones de CMP al 15 % (p/p) obtenidos
a la viscosidad aparente a 100 s™.

pH 5 pH 6 pH 8 pH9
Ea 19,4 £ 1,52 21,6 +1,02 20,1 + 1,52 22,7+0,92
(kJ/mol)
R? 0,988 0,994 0,984 0,996

Los datos son medias * desviaciones estandar (n = 2 o 3). Diferentes supra indices indican
diferencias significativas (p <0,05).
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Tabla 1.2. Energia de activacion (Ea) y R? para soluciones de CMP al 5y 15 % (p/p) a pH 7
obtenidas a la viscosidad aparente a 100 s™'.

5% 15%
Ea 20,4 + 0,92 18,6 + 2,32
(kJ/mol)
R2 0,998 0,955

Los datos son medias + desviaciones estandar. Diferentes supra indices indican diferencias
significativas (p <0,05).

Por otro lado, los valores de Ea también fueron independientes de la concentracion
(5y 15% p/p) como se muestra en la Tabla 1.2. Los resultados indicaron que las
soluciones acuosas de CMP fueron sensibles a los cambios de temperatura
independientemente de la concentracion. Barreto y col. (2003) informaron una Ea
para el caseinato de sodio (13 % p/p) de 12,1 kJ/mol que aumenté con la
concentracion de la suspension. En comparacion, las soluciones de CMP tuvieron
mayores cambios en la viscosidad con el aumento de la temperatura que las

suspensiones de caseinato de sodio.

1.1.4. Conclusiones parciales

El CMP tiene un comportamiento de flujo newtoniano que pasa a pseudoplastico al
aumentar la concentracién (>12 % p/p) o el pH (7,0 — 9,0). El ligero comportamiento
pseudoplastico a pH 7,0 —9,0 podria explicarse por las interacciones entre el CMP y

el agua.

La concentracién de solapamiento de los regimenes diluido y concentrado fue 8 %
(p/p). La Ea de flujo es baja y cercana a 20 kd/mol, y fue independiente de la

concentracion y del pH.
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I.2. Caracterizacion del comportamiento de flujo del CMP en presencia de

CaClza pH neutro

La presencia de los iones influyen fuertemente en las propiedades de flujo de las
suspensiones de proteinas (Thomar y col.,, 2014) y pueden ser un parametro
importante para controlar sus propiedades de ensamblado y la viscosidad (Loveday
y col., 2010; Wang y col., 2018). Las sales estan presentes en las formulaciones de
bebidas proteicas con diferentes propositos (agentes saborizantes, preservadores de
coagulacion, estabilizantes buffer y fortificacion mineral). El disefio de bebidas con
alta concentracion de proteinas y calcio es un gran desafio, especialmente durante

el almacenamiento y las fluctuaciones de temperatura (Westerik y col., 2015).

El interés en analizar el comportamiento de flujo del CMP en presencia de CaCl: se
debe principalmente a caracterizar su interaccidn con el calcio idénico. La proteina
parental del CMP, la k-caseina es insensible a los iones calcio a pH neutro
(Huppertz y col., 2018). Ademas, se conoce que el acido sialico, abundante en el

CMP, forma complejos (1:1) con el calcio a pH neutro (Jaques y col., 1977).

Por todo lo expuesto, el objetivo de esta Seccién fue estudiar el efecto de la
presencia de CaClz (sal comunmente utilizada en las formulaciones de alimentos)
sobre el comportamiento de flujo de soluciones diluidas y concentradas de CMP a
pH neutro y sobre el pH de las soluciones. Ademas, se exploré el efecto de la

temperatura y del tiempo de almacenamiento.
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1.2.1. Efecto de la adicion de CaClz sobre el comportamiento de flujo del CMP

Tal como fue dicho anteriormente en la Seccién 1.1, la dependencia de la
viscosidad con la concentracion de CMP mostré dos regimenes diferentes (diluido y
concentrado) siendo 8 % (p/p) la concentracién de solapamiento. La Figura 1.5
muestra los parametros K y n, ajustados al modelo de Herschel-Bulkley (R? > 0,998)
para las soluciones de CMP en régimen diluido (5 % p/p) con una concentracion
variable de CaClz. En régimen diluido, las muestras libres de sal exhibieron un
comportamiento newtoniano, con un valor de esfuerzo de corte despreciable (1o <

0,006 Pa) y no fue afectado por la presencia de CaCl2 (datos no mostrados).
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Figura 1.5. Efecto de la adicion de CaClz (®) en soluciones de CMP al 5 % p/p sobre los parametros
ajustados al modelo de Herschel-Bulkley: K (A) y n (B) a 25 °Cy pH 7,0.
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En cuanto al indice K, en el régimen diluido, se observé que disminuy6 con la
adicion de cloruro de calcio a la solucion de CMP y fue independiente de la
concentracion de sal agregada (Figura 1.5 A). El indice » no se vio modificado y fue,

en todos los casos, cercano a 1, indicando soluciones newtonianas.

En el régimen concentrado, el valor de 1, no se vio afectado al adicionar CaClz
(Figura 1.6 A). La incorporacién de calcio a la solucion de CMP aumento
fuertemente el indice K por encima de 120 mM (Figura 1.6 B) y de forma opuesta, el

indice n bajo (Figura 1.6 C).

A modo de comparacion, las propiedades reoldgicas de las soluciones de CMP se
pueden confrontar con suspensiones de caseinato de sodio al 14 % p/p, que también
fueron afectadas por la presencia de CaCl2 (Pitkowski y col., 2008; Thomar y col.,
2014). Estos autores describieron que una pequefia cantidad de CaClz2 aumento la
viscosidad, pero una mayor proporcion causo la insolubilidad y la precipitacion de

una fraccion de las caseinas disminuyendo asi la viscosidad.

Los cationes como el calcio pueden interactuar con los grupos carboxilicos
[R-(C=0)-0")] de los residuos aspartico (Asp) y glutamico (Glu) (abundantes en la
cadena de CMP), y el carboxilo C-terminal y los carbonilos [R-(C=0)-R'] de la
cadena peptidica (Loveday y col.,, 2010), residuos glicosilados y las serinas
fosforiladas. Cuando se agrega sal a una solucion diluida de CMP, se espera una
disminucién en la viscosidad debido a que las cadenas peptidicas individuales
asumen una configuracion general mas pequena y al tener espacio entre ellas, a
menudo no estan lo suficientemente cerca para interactuar. Sin embargo, a medida
que aumenta la concentracién del péptido (régimen concentrado), la presencia de
CaClz permite la formacion de puentes entre las diferentes formas asociadas de
CMP. Es sabido que el calcio divalente con carga positiva actia como puente entre

las proteinas con carga negativa (Westerik y col., 2015).
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1.2.2. Efecto de la adicion de CaClz sobre el pH de las soluciones de CMP

En la Figura 1.7 se muestra como la adicion de CaClz a las soluciones de CMP al
5% (p/p) disminuyd6 el pH desde 6,4 (en ausencia de sales) a 5,6 (en presencia de
200 mM de CaClz2). La disminucion del pH se deberia a la liberacién de protones por
la interaccion entre el calcio idnico (Ca?*) y el CMP como se ha reportado
previamente para otros sistemas, como por ejemplo, en leche (Lin, 2018) y
soluciones de caseinato de sodio (Pitkowski y col., 2009). Para este ultimo caso, el
pH disminuy6 desde 6,7 (en ausencia de sales) hasta 6,0 (en presencia de 100 mM
de Ca?") independientemente de la concentracion total de caseinato (Pitkowski y
col., 2009). Es importante sefialar que el CaClz se encuentra totalmente ionizado a
pH neutro, es decir, el par CaCl* es indetectable como fue sefialado por Mufoz
Noval y col. (2018) y por consiguiente el Ca?* idnico es la Unica especie que puede

interactuar con el CMP.
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Figura 1.7. Efecto de la incorporacion de CaClz (O) sobre el pH de las soluciones de CMP (5 %). El
pH fue medido inmediatamente después de la adicién de las soluciones salinas (25 °C).
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1.2.3. Efecto de la temperatura sobre el comportamiento de flujo de soluciones
de CMP y CaCl2

La viscosidad de las soluciones de CMP con CaCl2 disminuy6 con el incremento de
la temperatura, como lo observado para las soluciones libres de sal (Seccién 1.3). El
efecto de la temperatura en la viscosidad aparente, n1oo, de soluciones de CMP
diluidas (5 % p/p) a la velocidad de deformacion de 100 s se model6 por la
ecuacion de Arrhenius (Ecuacion 6, Materiales y Métodos) y se determind la
energia de activacion que representa la sensibilidad de la viscosidad aparente con la
temperatura (Karatas y col., 2016). De acuerdo con la Tabla 1.3, la presencia de
CaClz (40 o 100 mM) en soluciones de CMP no tuvieron un efecto significativo en la
Ea. El valor hallado fue de aproximadamente 20 kJ/mol, similar a lo expuesto en las

Tablas 1.1 y 1.2, que muestran que fue independiente de la concentracién y del pH.

Tabla 1.3. Energia de activacion (Ea) y R? para soluciones de CMP al 5 % p/p y distintas
concentraciones de CaCl, obtenida a la viscosidad aparente de 100 s™ en un rango de 5 a
60°CyapH7,0.

Libre de sal | 40 mM CaCl; | 100 mM CacCl;

Ea (kJimol)  204+0,9 | 211%07° 20,3 £ 0,12

R? 0,998 0,999 0,999

Los datos son medias * desviaciones estandar. Diferentes letras supra indices indican diferencias
significativas (p <0,05).
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1.2.4. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre las soluciones de CMP y
CaCl2.

Para evaluar con detalle el efecto del tiempo sobre las soluciones CMP/CaClz al 5%
p/p, éstas se almacenaron durante 7 dias a 25 °C y se determinaron las propiedades
de flujo (Figura 1.8). Se observo que, a los 7 dias, la viscosidad n10 aumentd a
partir de 100 mM de CaClz, indicando el progreso de la interaccion entre el calcio
ionico y el CMP.

0,0022

n (Pa.s)a 100 s

0,0014 T T T T | T T T T
0 50 100 150 200

Concentracién CaCl, (mM)

Figura 1.8. Viscosidad aparente a 100 s*' de soluciones de CMP 5 % p/p y concentraciones
crecientes de cloruro de calcio a 0 (@) y 7 (O) dias de almacenamiento.
Temperatura 25 °C.

Adicionalmente, se utilizé la técnica colorimétrica que permitié analizar el cambio de
la coloracién de las soluciones con el tiempo. Inicialmente, las soluciones de 12%

p/p de CMP solo fueron transparentes a pH 7,0, mientras que las muestras con
CaClzfueron turbias (Figura 1.9).

101



Utilizacion de Caseinomacropéptidos como nueva estrategia de fortificacion con Calcio

cacCl, (mM)

Figura 1.9. Apariencia de soluciones de CMP al 12 % p/p con cantidades crecientes de cloruro de calcio
inmediatamente de ajustar el pH a 7 y 25°C.
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Figura 1.10. A) indice de blanco (IB) de soluciones de CMP al 12 % p/p con cantidades crecientes de CaClz
inmediatamente después de ajustar el pH a 7,0 (®); bajo almacenamiento de: 7 dias (O) y de 14 dias ().
B) Efecto del tiempo de almacenamiento al tiempo O (@) y 7 (O) dias en la viscosidad aparente a 100 s™' de
soluciones de CMP 12 % con cantidades crecientes de CaClz. Los datos son media * desvio estandar
(Temperatura 25 °C).
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La evolucion del indice de blanco, IB, se usé como indicador del autoensamblaje del
CMP durante el almacenamiento para las soluciones concentradas (Figura 1.10).
Para las muestras con mas de 100 mM de CaClz, el IB disminuyd con el tiempo de
almacenamiento (Figura 1.10 A). La disminucion del IB es un indicador de la
turbidez y esta relacionado con la mayor dispersion de la luz por la formacion de
estructuras de mayor tamano en la solucion. La Figura 1.10 B representa la
viscosidad aparente a 100 s™' de soluciones de CMP 12 % p/p en funcion de la
concentracion de CaClz y muestra un incremento de este parametro durante el

almacenamiento (7 dias).
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I.3. Caracterizacion del comportamiento de flujo del CMP en presencia de

CaAc:2a pH neutro

El acetato de calcio (Ca(CHs3-COz2)2 0 CaAcz) es una de las sales mas prescriptas en
EE.UU para el tratamiento de la hiperfosfatemia en pacientes sometidos a dialisis
por su funcién como quelante de fosfatos (Qunibi y col., 2004; Cho y col., 2018). La
Asociacion Espafiola de Pediatria recomienda una dosis media de entre 2y 2,6 g de
CaAc2 por cada comida como quelante de fosfatos en adultos (AEP, 2015). Por lo
expuesto en la Seccion 1.2, donde se demostré que el CMP tolera grandes
cantidades de CaClz sin precipitar, es interesante estudiar el efecto de otra sal de
calcio, que podria facilitar la ingesta de la enorme cantidad de CaAc2 que debe
ingerir un paciente con hiperfosfatemia usando al CMP en la formulacién de
medicamentos. Ademas, el CaAc2 es un aditivo alimentario que se usa como

estabilizante de la acidez y su solubilidad en agua a 20 °C es de 400 g/L.

El objetivo de esta Seccion fue analizar el efecto de la presencia de CaAc2 sobre el
comportamiento de flujo de soluciones diluidas y concentradas de CMP a pH neutro
y sobre el pH de las soluciones. Ademas, se exploro el efecto de la temperatura y del
tiempo de almacenamiento al igual que lo realizado para las soluciones de CMP y
CaCla.
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1.3.1. Efecto de la adicion de CaAc:2 sobre el comportamiento de flujo del CMP

La Figura 1.11 muestra los parametros 1., K y n, ajustados al modelo de Herschel-
Bulkley (R? > 0,998) para las soluciones de CMP diluidas (5 % p/p) y la Figura 1.12
para las soluciones concentradas (12 % p/p) con concentraciones variables de
CaAc2. En el régimen diluido, (Figura 1.11 A), el valor de 1, fue despreciable (1o =~
0,004 Pa) y no fue afectado por la presencia de CaAc2. En la Figura 1.11 B se
puede observar que el indice K se incremento ligeramente desde 0,0018 a 0,0022
Pa.s" con 200 mM de CaAc2. Los Figura 1.11 C indicé que las soluciones de CMP

con CaAc2fueron newtonianas.

Para el régimen concentrado, el 1, crecid significativamente desde 0,02 a 0,25 Pa
con la adicién de 60 mM o superior de CaAcz (Figura 1.12 A). El indice K también
aumento a partir de esa concentracion desde 0,005 hasta 0,03 en 200 mM de CaAc:
y las soluciones se volvieron levemente pseudoplasticas (n = 0,95) (Figura1.12 By
C).
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Figura 1.11. Efecto de la adicion de CaAc: (@) a soluciones de CMP al 5 % p/p (régimen diluido)
sobre los pardametros ajustados al modelo de Herschel-Bulkley:
7, (A), K (B) y n (C). Temperatura 25 °C 'y pH 7,0.
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Figura 1.12. Efecto de la adicion de CaAc: (®) a soluciones de CMP al 12 % p/p (régimen
concentrado) sobre los parametros ajustados al modelo de Herschel-Bulkley:

7, (A), K(B)y n(C). Temperatura 25 °C 'y pH 7,0.
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Figura 1.13. Efecto de la incorporacion de CaAc:z (O) sobre el pH de las soluciones de CMP (5%)
inicialmente a pH 6,5. El pH fue medido inmediatamente después de la adicion de las soluciones
salinas. La temperatura fue 25 °C.

1.3.2. Efecto de la adicion de CaAc: sobre el pH de las soluciones de CMP

En la Figura 1.13 se muestra cédmo la adicion de CaAc:z afectd solo ligeramente al
pH de las soluciones de CMP al 5 %, disminuyendo desde 6,4 (en ausencia de sal) a
6,2-6,3 con un minimo en 60 mM de CaAc2. El efecto de disminucién de pH fue

notablemente menor que al usar CaClz (Figura 1.7).

Dos reacciones ocurren en la ionizacion del CaAc2 o de cualquier hidroxicarboxilato
de calcio (Vavrusova y col., 2014). La primera de ellas, es una disociacién completa

(Ecuacion 35) y la segunda un equilibrio (Ecuacién 36):

CaAcy(sy = CaAc™+ Ac™ Ecuacion 35

CaAct & Ca*t + Ac™ Ecuacion 36
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Segun las ecuaciones presentadas arriba, el CMP a pH neutro, de carga neta
negativa, puede interaccionar con dos especies posibles (CaAc* y Ca?%*). Los
resultados mostraron que, la liberacion de H* por la interaccién entre el CMP y estas

especies fue mucho menor al encontrado al usar CaClz (Figura 1.7).

1.3.3. Efecto de la temperatura sobre el comportamiento de flujo de soluciones
de CMP y CaAc:.

La energia de activacion (Ea) estimada por la ecuacion de Arrhenius para soluciones
de CMP 5 % (p/p) y concentraciones variables de CaAcz (desde 10 a 200 mM) a pH
7,0 se muestra en la Tabla 1.4. Su valor también fue aprox. 20 kd/mol, como los

obtenidos anteriormente para las soluciones de CMP solo o en presencia de CaClz.

Tabla 1.4. Energia de activacion (Ea) para soluciones de CMP al 5 % (p/p) y distintas
concentraciones de CaAc; obtenidas a viscosidad aparente de 100 s a 25 °C y pH 7,0.

Libre de sal 10 mM 40 mM 60 mM 100 mM 200 mM

Ea (kJ/mol)
CaAc:

20,4 £ 0,92 20,9+0,72 20,4+1,02 189+1,02 20,2+042 18,2+0,82

Los datos son medias * desviaciones estandar. Diferentes letras supra indices indican diferencias
significativas (p < 0,05).

1.3.4. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre las soluciones de CMP y
CaCl.

La Figura 1.14 muestra la apariencia de las soluciones de CMP al 12% p/p con
cantidades crecientes de CaAcz2 a pH 7. Como puede observarse, las soluciones
gelificaron en el corto plazo de 17 horas, por ello no pudo determinarse su
viscosidad en el almacenamiento. La Figura 1.15 muestra la disminucién del IB de

dichas soluciones que se enturbiaron al gelificar en ese corto plazo.
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CaAc, (mM)

Figura 1.14. Apariencia de las soluciones de CMP 12 % (p/p) con cantidades crecientes de CaAc: a
pH 7 luego de 17 horas de almacenamiento.
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Figura 1.15. indice de blanco (IB) de soluciones de CMP 12 % (p/p) con cantidades crecientes de
CaAc:z inmediatamente después de ajustarel pH a 7 (@®); y alas 17 hs ().
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I.4. Discusion y Conclusion de la Seccion 1

Segun los resultados de reologia de flujo, el CMP en ausencia de sales tiene un
comportamiento de flujo newtoniano que pasa a pseudoplastico al aumentar la
concentracion (>12 % p/p) o el pH (8 - 9) y su Ea de flujo es baja, independiente de la
concentracion y cercana a 20 kJd/mol, lo cual indica que un incremento en la
temperatura produce una disminucion significativa de la viscosidad de las soluciones
acuosas de CMP. La dependencia de la viscosidad con la concentracion es diferente
segun se trabaje en un régimen diluido o concentrado, definidos por una

concentracion de solapamiento de 8 % p/p.

La adicion de CaClz a las soluciones de CMP al 5% (p/p) provoco la disminucion del
pH que podria deberse a la liberacion de protones por la interaccion entre el calcio
ionico (Ca?*) y el CMP. Por otro lado, el pH de las soluciones de CMP con CaAc2 no
disminuyé en la misma medida que con CaClz, sugiriendo que son dos las posibles
especies que interaccionan con las moléculas: Ca?* y CaAc®. Es importante destacar
que las soluciones de cloruro y acetato de calcio con la misma concentracion tienen

la misma fuerza idnica.

En cuanto a la reologia de flujo, las soluciones de CMP en presencia de CaClz o
CaAcz2 tuvieron un comportamiento similar en régimen diluido. En cambio, en
régimen concentrado, la viscosidad fue entre 2 y 3 veces superior con CaAc2 que
con CaClz. Ademas, las soluciones concentradas de CMP en presencia de CaAc:
terminaron gelificando a muy corto plazo, muy dificil de lograr a pH 7 con CaClz.
Evidentemente, las diferencias encontradas en el flujo estan relacionadas con el tipo

de anion.

Los iones modulan varios fendmenos en soluciones acuosa jugando un importante
rol en las propiedades fundamentales, como la solubilidad de compuestos
relativamente no polares, la organizacién molecular de agregados y la particion de
solutos entre el agua y los solventes organicos (Salay y col., 2015). El efecto
especifico de los iones se conoce en sistemas biolégicos y bioquimicos desde 1888
cuando Hofmeister (1888) establecid una serie de eficiencia para la precipitacion/
solubilizacion de la clara de huevo, cambiando la especie del anidon y manteniendo el

catidén constante.
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Figura 1.16. Serie liotrépica o serie de Hofmeister para aniones.

La serie liotropica (del latin “lyo”, significa disolver y “tropos”, Tpo1T0G, del griego,
significa tendencia) se muestra en la Figura 1.16 para los aniones. En ella se
considera al CI- como neutro. Los miembros de la serie de la izquierda del Cl- son
cosmotropos, es decir, estan fuertemente hidratados y decrecen la solubilidad de las
proteinas (“salting out”) y los miembros de la derecha del ClI- son caotropos, es decir,

incrementan la solubilidad de las proteinas (“salting in”).

Los aniones cosmotropos, como el Ac’, no pierden su capa de hidratacion faciimente
(Blachechen, 2012). Las moléculas de agua que rodean a los cosmotropos estan
mas fuertemente ligadas que aquellas que se encuentran en el seno del liquido. Los
mayores valores de viscosidad del CMP en presencia de Ac estarian relacionados a
reduccion del agua de hidratacion disponible, permitiendo asi una interaccion

molecular mas fuerte péptido-péptido.
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Seccion I1I: Nivel molecular — Capitulo 1: Interaccion CMP /calcio a pH neutro

¢Por qué es importante estudiar las interacciones de los sistemas CMP/calcio

a nivel molecular?

Los resultados macroscopicos se pueden explicar a partir de las interacciones
moleculares. La importancia de estudiar la interaccion a nivel molecular entre el CMP
y el calcio radica en intentar comprender las diferencias encontradas en el
comportamiento de flujo del CMP en presencia de CaClz o CaAcz. Para ello, se eligié
utilizar como metodologia a la determinacién del tamafo de particula por dispersion
dinamica de luz (DLS), técnica que tiene su expresion en las propiedades de flujo
(Arzeni y col., 2012). Si no hay interaccién entre el CMP y el calcio se esperaria que
los tamanos de particula caracteristicos para el CMP se mantengan. Un cambio en el
tamano seria indicativo de una interaccion molecular. Esta metodologia se ha utilizado
con este fin en diferentes trabajos (Martinez y col., 2009b; Martinez y col., 2009c;
Semenova, 2009; Martinez y col., 2010; Pizones Ruiz-Henestrosa V.M., 2012). En
esta Seccidn 11, se caracterizd en primer lugar la distribucion de tamafos de particula
del CMP solo (en ausencia de sales) y se estudio el efecto de la concentracién, el pH
y la temperatura sobre dicho parametro. Luego, se evaluo el efecto de la incorporacién
de CaCl2 y CaAcz2 sobre la asociacién molecular del CMP. Adicionalmente se
analizaron los espectros FTIR como herramienta complementaria. Esta técnica es
especialmente util para el estudio de compuestos organicos ya que la abundancia de
bandas de absorcion especificas garantiza poder identificar compuestos puros o
modificaciones. A través de esta técnica se pueden observar modificaciones a nivel
molecular e identificar cuales son los grupos funcionales que intervienen en la unién

del CMP con el calcio.

Objetivo:

El objetivo de esta Seccion 11 fue caracterizar a nivel molecular las interacciones entre
el CMP y el calcio proveniente de las sales CaCl2 o CaAc2 en solucién a pH neutro.
Para ello se utilizaron dos técnicas: Dispersion Dinamica de Luz, (DLS, de sus siglas
en inglés) y Espectroscopia IR por Transformada de Fourier (FTIR).
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I1.1. Caracterizacion de la asociacion molecular del CMP a pH neutro

A fin de estudiar la asociacion del CMP y el calcio proveniente de las sales de calcio
antes mencionadas, se caracterizé en primer lugar las distribuciones de tamafos de
particula del CMP solo (en ausencia de sales) en relacién a las variables de interés:
concentracion, pH y temperatura, y se caracterizo el espectro FTIR del CMP a pH 7.

Las condiciones elegidas fueron las siguientes:

I1.1.1. Las distribuciones de tamarfios de particula por intensidad y volumen se
realizaron en un rango de concentracion variable de CMP (de 1a 8% p/p)apH 7y 25
°C. Por razones de limitacion de la técnica no fue posible medir soluciones mas

concentradas.

11.1.2. Efecto del pH sobre la asociacion molecular del CMP a través de las
distribuciones de tamafios de particula por intensidad y volumen del CMP al 5% p/p a

pH 5, 6, 8 y 9 (valores del entorno del pH neutro).

11.1.3. Caracterizacion del espectro FTIR del CMP solo a pH 7,0.

11.1.1. Efecto de la concentracion sobre el estado de asociacion del CMP.

Para comprender los resultados del comportamiento de flujo del CMP, es importante
analizar si puede existir una asociacion molecular por la concentraciéon a pH neutro
donde el CMP se presenta principalmente como mondmero. Este estudio fue realizado
en la tesis doctoral de Farias (2012) donde se analizo la distribucion de tamafos de
particula por intensidad obtenida por Dispersion Dinamica de Luz (DLS) de soluciones
de CMP a pH 7 y 25 °C a diferentes concentraciones: 1, 3, 5y 8% (p/p) (Figura 1.17
A). Las distribuciones fueron multimodales para todas las concentraciones, pero mas
del 58% de la sefial de intensidad correspondié a las particulas de tamafos mas
pequefios (~2,8 nm). La representacion en volumen (Figura 1.17 B), mostré que, la
poblacién predominante fue en todos los casos la correspondiente al primer pico,
indicando que la mayoria de las particulas tienen tamafos menores a 5 nm. A través
del software del equipo, que permite estimar el peso molecular, se puede afirmar que
a pH 7,0 la forma predominante del CMP es la monomérica, independientemente de
la concentracién utilizada, y que corresponde a un diametro hidrodinamico, d(H), de
2,3 nm. La variacion del ancho del pico predominante entre 1 y 5 nm indica que

también estan presentes dimeros, trimeros y tetrameros (Farias y col., 2010).
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Intensidad (% )
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Figura 1.17. Distribucién de tamafos de particula por Intensidad (A) y Volumen (B) de soluciones de
CMP a pH 7,0 y 25 °C a diferentes concentraciones: 1 (V); 3 (O); 5(0) y 8 % p/p (*).
Adaptacion de Farias (2012).
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Figura 1.18. Distribuciones de tamafios de particula por intensidad y volumen para soluciones de
CMP al 5 % (p/p) a 25 °C y a diferentes valores de pH: 7 (m); 8 (O); 9 (<) (Ay B);
5(V)y6(A)(CyD).
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11.1.2. Efecto del entorno de pH (entre 5,0 y 9,0) y la temperatura

Se realizaron las distribuciones de tamanos de particula por dispersion dinamica de
luz laser (DLS), segun la técnica descripta en la Seccién 2.3, de Materiales y
Métodos, para el CMP a una concentracion de 5 % p/p y a diferentes valores de pH
(entre 5,0 y 9,0). Las distribuciones por intensidad fueron multimodales (Figuras 1.18
A y C) pero la representacion en volumen (Figuras 1.18 B y D) mostré que la
poblacion predominante fue, en todos los casos, la correspondiente al primer pico. Tal
como se observo en el apartado anterior, a pH 7,0 la forma predominante del CMP fue
la monomérica y su d(H) fue de 2,3 nm, resultados congruentes con los hallados en
Farias y col. (2010). Las muestras a pH entre 7,0 y 9,0 tuvieron una distribucion de
tamanos de particula y un Z-ave (13,1 nm) muy similar donde predominaron las

moléculas individuales de CMP (mondémeros de 2,3 nm) (Figuras 1.18 Ay B).

Por otro lado, en estos ensayos, se observaron picos de mayores tamafnos de particula
por intensidad que fueron despreciables en volumen (Figura 1.18 Ay C). Estos picos
podrian corresponder a micelas de CMP que pueden explicarse a raiz de su
naturaleza surfactante. Segun Martinez y col. (2009a), las isotermas de presion
superficial de las soluciones de CMP mostraron un comportamiento sigmoidal tipico
de biopolimeros y surfactantes. Ademas, encontraron que la cinética de difusion del
CMP en la interfaz aire - agua no fue afectada por la etapa de difusidn, caracteristica
de los tensioactivos de bajo peso molecular. Esta interpretacion constituye otra posible
explicacion a las diferencias en el comportamiento de flujo a pH 7,0 - 9,0 que se
observaron en el apartado 1.1.2., de la Seccién |. El ligero comportamiento
pseudoplastico a pH 7,0 — 9,0 antes expuesto podria explicarse tanto por la orientacién
de las micelas en la direccion del flujo como por las interacciones entre el CMP vy el

agua.

A pH 5,0 - 6,0, las distribuciones de tamafios en intensidad y volumen de las
soluciones a pH 5,0 (Z-ave 6,2 nm, forma predominante: tetrameros de 4,2 nm) fueron
claramente diferentes que a pH 6,0 (Z-ave 9,8 nm, forma predominante: mondémeros)
(Figuras 1.18 C y D). A pH 6,0, el ancho del primer y predominante pico de 1,3 a 5,6
nm, demuestra la presencia de un mayor numero de dimeros y tetrameros que a pH
8,0y 9,0 (1,1 - 4,8 nm). Segun Mikkelsen y col. (2005), la forma tetramérica del CMP
es mas hidrofobica que la forma dimérica y monomérica. La tendencia al

comportamiento de flujo newtoniano descripto en el apartado 1.1.2 de la Seccién I de
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estas soluciones a pH 5,0 - 6,0 podria explicarse por el aumento de la hidrofobicidad,
que disminuye las interacciones del agua con el péptido y no por su grado de

asociacion.

Es importante sefalar que las soluciones de CMP a pH > 4,5 no mostraron ningun
cambio en la distribucion de tamafos de particula al someterse al calentamiento segun
lo reportado por Martinez y col. (2011). Este comportamiento distingue al CMP de las
otras proteinas del lactosuero, las cuales se desnaturalizan a altas temperaturas con

el consecuente aumento de la viscosidad (Gomez-Arellano, 2017).

I1.1.3. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier del CMP a pH neutro

La técnica de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier se sustenta en el
hecho de que la mayoria de las moléculas absorben luz en la regiéon infrarroja del
espectro electromagnético, tipicamente entre 4000 y 400 cm'. La energia absorbida
se relaciona con la frecuencia de vibracion natural de cada una de las uniones
presentes en las moléculas y, por lo tanto, puede identificarse la presencia de variados
tipos de uniones, asi como grupos funcionales. Los espectros se realizaron segun la

técnica descripta en la Seccion 2.5, de Materiales y Métodos.

El espectro FTIR del caseinomacropéptido (Figura 1.19) fue similar al obtenido por
Burgardt y col. (2014), quienes utilizaron un material del mismo proveedor. En un
espectro FTIR se distinguen principalmente dos zonas: una regién de huella digital o
fingerprint (1300 - 600 cm™) y otra region correspondiente a los grupos funcionales
(4000 - 1300 cm™"). Esta ultima regién da informacion para identificar el tipo y carga
de los grupos, mientras que la region de la huella digital indica las caracteristicas

estructurales de la molécula (Wang y col., 2017).
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Figura 1.19. Espectro FTIR del CMP a pH 7.

En el espectro de la Figura 1.19 se puede observar una banda ancha e intensa entre
3400 y 3300 cm™'. Se debe a un solapamiento de bandas correspondientes a la
vibracion de los estiramientos O-H, libre o unido (Burgardt y col.,, 2014). Las
absorciones de tension N-H tienen lugar a frecuencias ligeramente mas bajas que las
absorciones de tension del O-H. Las bandas de las amidas secundarias A y B se

encuentran a 3300 cm™ y 3080 cm™', respectivamente (Burgardt y col., 2014).

La banda de la amida A corresponde al estiramiento del enlace N-H en la formacion
de la unién puente hidrogeno N-H mientras que la amida B resulta de la resonancia
de FERMI de la vibracién del estiramiento N-H con el sobretono de la vibracién de la
amida Il (Twardowski y Anzenbacher, 1994). Segun Burgardt y col. (2014) estas
bandas también estan relacionadas con el aminoacido prolina, que es abundante en
el CMP. Las bandas observadas en 2970 y 2940 cm-' refieren a vibraciones simétricas

y asimétricas del grupo metilo (-CHs) (Abraham y col., 2008).
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La vibracion de la amida |, que es causada principalmente por los estiramientos del
enlace C=0, se mide en el rango de 1700 a 1600 cm™', mientras que, la vibracion de
la amida IlI, que se produce por la deformacion de los enlaces N-H y por los
estiramientos de los enlaces C-N, se mide en el rango de 1600 a 1500 cm™' (Curley,
1998). Estos son los modos vibracionales mas importantes de las amidas. Las
frecuencias exactas a las que estos enlaces absorben dependen de la estructura
secundaria de las proteinas o péptidos. En el espectro del CMP estas bandas se
observan en 1649 cm™ y 1549 cm™, y se atribuyen a las vibraciones de amida | y Il
respectivamente. La banda de amida Ill a 1240 cm" representa la combinacién entre
la vibracion del estiramiento C-N, la flexion del enlace N-H de la amida y las
vibraciones de los grupos CH2 del esqueleto de la glicina y de las cadenas laterales

de la prolina (Jackson, 1995).

Una de las bandas especialmente significativas en el CMP es la correspondiente al
grupo funcional carboxilato (COO-). Los carboxilatos producen una vibracion a los
1400 cm™" que caracteriza la coordinaciéon de los iones metdlicos divalentes (Nara,
2008). La banda a 1320 cm™ es atribuida al grupo CO-N (amina) (Burgardt y col.,
2014). ElI CMP esta glicosilado, y la sefial de absorcion en la region de la huella digital
se encuentra entre 1200 y 1000 cm-! (Khajehpour y col., 2006). Segun Lewis y col.
(2013) el acido sidlico tiene una sefal caracteristica a 1024 cm™, la N-
Acetilglucosamina (GIcNAc) a 1025 cm™ y la N-Acetilgalactosamina (GalNAc) a 1038
cm-'. Los sitios fosforilados del CMP (Ser 149 y 127) dan una escasa sefial a 990 cm-
' (Carmona y Rodriguez, 1986). Las bandas presentes a 935 y 900 cm-! estarian

relacionadas con la galactosa (Burgardt y col., 2014).

I1.1.4. Conclusiones parciales

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede concluir que las moléculas de
CMP forman espontaneamente micelas a pH > 4,5, ya que el caracter anfifilico
(necesario para la formacion de micelas) se manifiesta al aumentar la carga negativa
con el pH. A pH 7,0 el CMP se encuentra principalmente como mondmeros con un
d(H) de 2,3 nm que no fue afectado por la concentracion de CMP ni por la temperatura,
pero si por la disminuciéon del pH a valores de 5,0 0 6,0 en el cual la forma molecular
predominante del CMP fueron los tetrameros. Por otro lado, se logré caracterizar al

espectro FTIR del CMP en ausencia de sales y a pH neutro.
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I1.2. Caracterizacion de la asociacion molecular del CMP en presencia de CaCl:

a pH neutro

11.2.1. Efecto de la adicién de CaClz sobre el estado de asociacion del CMP por
DLS

La Figura 1.20 muestra la distribucién de tamaros de particula de las soluciones de
CMP inmediatamente después de ajustar el pH a 7 y el efecto de la adicién de CaClo.
Como fue informado previamente, la distribucion de tamafos por intensidad en
soluciones de CMP en ausencia de sal presento tres poblaciones (Figura 1.20 A). El
diametro hidrodinamico d(H) del primer pico, que fue el predominante, se encontrd
entre 1y 5 nm con un valor maximo de 2,3 nm correspondiente a la forma monomérica
del CMP (masa molecular promedio ~ 7,5 kDa). El d(H) del primer y predominante pico
exhibié cambios significativos a medida que aumento el CaClzadicionado (Figura 1.20
A). Notablemente, se alcanzé un grado de asociacion maximo para una concentracion
critica de CaClz de 60 mM (Figura 1.20 B), donde el d(H) del pico predominante fue
de 5,6 nm y correspondi6 a la forma hexamérica del CMP. Esta concentraciéon
corresponde a la relaciéon de 1,2 mmoles de CaCl/)g CMP. Se observo en la
distribucion de tamafos por volumen (Figura 1.20 B) que el pico correspondiente a

las micelas (d(H) = 100 nm) fue despreciable.

También, la adicion de CaCl2 a las soluciones acuosas de caseinato de sodio causa
la formacién de agregados, pero en el orden del micrén (Pitkowski y col., 2009). Segun
estos autores, este efecto se relaciona con una union especifica entre el calcio y las
fracciones de caseinay la reduccién de la repulsion electrostatica entre las moléculas,
esta interaccién termina finalmente en la agregaciéon y precipitacion del caseinato
(Carr y Munro, 2004).
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Figura 1.20. Distribuciones de tamafios de particula por intensidad (A) y volumen (B) de soluciones
de CMP 5 % (p/p) inmediatamente después de ajustar el pH a 7 y 25 °C con diferentes

concentraciones de CaCl2: 0 (H); 10 (O); 40 (A); 60 (X); y 200 (<) mM. En la Figura A se insertd
una vista ampliada del primer pico con una escala lineal.
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Figura 1.21. Espectro FTIR del CMP en ausencia de sales () y en presencia de 180 mM de CaClz
(-)- Relacién 1,2 mmol CaCalz/ g CMP (A). Vista ampliada entre 500 y 2000 cm-* (B).
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11.2.2. Espectro FTIR del CMP a pH neutro en presencia de CaCl2

Los espectros del CMP en ausencia y presencia de cloruro de calcio se muestran en
la Figura 1.21. Se eligio la concentracion éptima que se observo previamente en los
estudios previos de DLS y reologia de flujo, de 1,2 mmoles de CaClyg CMP. Al
comparar los dos espectros (con y sin CaClz) se distinguen diferencias que brindan
informacion en la estructura molecular, por ejemplo, desplazamientos hacia el rojo o
hacia el azul, incremento o reduccion de picos. La absorcién a alta frecuencia de 3301
cm™' (Amida 2° A) que se atribuye a la vibracion de estiramientos N-H cambié a 3283
cm™y el de la Amida 2° B de 3080 a 3088 cm-'. Este cambio podria deberse a que
los grupos N-H se reemplazarian por uniones N-Ca como describieron Peng y col.
(2017) y Wang y col. (2017) para otros péptidos. La banda de Amida | a 1649 cm-
para el CMP/CaClz, se deberia a que los grupos C-O participarian en la interaccion
del péptido con el Ca?* (Wu y col., 2019). En la region de la Amida Il han desaparecido
los picos correspondientes al nimero de onda 1535 y 1545 cm™', encontrandose un

valle en el espectro del CMP/CaClsa.

Fundamentalmente, la banda de 1400 cm™' correspondiente a los grupos carboxilicos
(COO") se desplazé hacia frecuencias mayores (1416 cm™) en el espectro del
CMP/CaClz (Figura 1.21 B).

Wang y col. (2017) estudiaron a través de espectroscopia FTIR el efecto de la
interaccidon del CaClzy un péptido proveniente de la fermentacion con B. subtilis de
semillas de pepino. Los autores hallaron, al comparar el espectro en ausencia y
presencia de calcio, cambios similares a los de esta tesis. Encontraron un pico a 3416
cm™' que se desplazé a 3424 cm™ que atribuyeron a la participacion de los grupos -
NH en la coordinaciéon con el Ca?*. Los autores observaron un desplazamiento desde
1402 cm™' en el espectro del péptido libre hacia frecuencias mayores (1420 cm™') en
presencia de calcio y lo atribuyeron al estiramiento del grupo carboxilato —COO- por la
combinacion con Ca?* para formar —COO-Ca. Finalmente, concluyeron que los
principales sitios de coordinacion entre el calcio y el péptido estudiado fueron los
grupos —COOH, -OH, -NH2 y —CO-NH.

Por otro lado, Peng y col. (2017) estudiaron la afinidad por el CaCl2 de un péptido
proveniente del colageno de hueso de pescado (Gadus macrocephalus). El espectro
FTIR del péptido con calcio mostro que la banda de 3381 cm-'! se desplazé a 3361 cm-

', la banda correspondiente a la vibracién de amida | (1646 cm-') se desplazé a 1658
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cm™ y la de amida Il (1558 cm™) a 1549 cm™'. Ademas, la banda de 1455 cm™' se
desplazo a 1411 cm™. Los autores concluyeron, a partir de los cambios observados
por esta técnica, que ese péptido quela iones calcio principalmente a través de
interacciones con los atomos del nitrégeno del grupo amino y los atomos de oxigeno
del grupo carboxilico. Los péptidos con gran afinidad por el calcio tipicamente
contienen una gran cantidad de Glu y Asp, ya que contribuyen a la unién del calcio
posiblemente al generar un ambiente acido para que los cationes se coordinen (Peng
y col., 2017). Las proteinas del hueso de pescado contienen altas proporciones de
Gly, Glu y Arg, que tienen una alta afinidad por el calcio. En la secuencia aminoacidica
de la variante A del CMP se encuentran 10 de estos aminoacidos acidos: 8 residuos
de Glu y 2 de Asp. Otras investigaciones (Tuan, 1987; Choi, 2012) muestran que los
aminoacidos basicos también tienen afinidad con el calcio principalmente causada por
los grupos —NH2 0 —NH que pueden participar en la coordinacion con el calcio. Los
aminoacidos basicos son: Lys, Arg y His, de los cuales el CMP contiene 3 residuos de

Lys.

1,8 mmol CaCl./g CMP
— 1,2 mmol CaCIZ/g CMP

0,33 mmol CaCIZ/g CMP
— CMP

Transmitancia (%)
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Figura 1.22. Espectro FTIR parcial del CMP con diferentes relaciones CaCl2/CMP,
desde 2000 a 500 cm™.
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Tabla 1.4. Asignacion de picos en los espectros FTIR del CMP en ausencia de sales y con
1,2 mmoles de CaCl, /g CMP a pH 7,0. Se marcan en negrita las discrepancias con respecto
al espectro de CMP sin sales.

Las
Longitud de onda Lo:r?c;;ugede
Regién de CMP (cm™) 4
CMP/CaCl; (cm™)
Amida 2° A 3301 3283
Grupos (3390 o)
Funcionales Amida 2 _B
(3080 cm) 3080 3088
(4000-1300 cm)
Amida |
(1700-1600 cm-™) 1649 1650
1655 1656
Amida Il 1535 -
(1600-1500 cm)
1545 -
1549 1548
Amida [ll
(1240 cm") 1239 1241
CHs-
(2970 cm") 2967 2968
CHas- 2936 2937
(2940 cm)
2945
CHo>-
(1450 cm-") 1448 1447
COO
(1400 cm-") 1400 1416
Aminas CO-N
(1320 cm™") 1317 1319
- Residuos 1076 1077
Huella digital glicosilados
(1300-400 cm™") (1075 cm-)
P-O 984 997
(990 cm-")
901 901
Picos de baja
intensidad 916 921
(900-935 cm)
935 940

asignaciones del espectro fueron adaptadas de Wang y col. (2017)
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En la Figura 1.22 se muestran los espectros FTIR del CMP con diferentes
concentraciones de CaClz. Las relaciones entre el CaClz2 y el CMP estan informadas
en cada uno de los espectros y son: 0,33; 1,2 y 1,8 mmol de CaClz/g de CMP. Se
eligieron estas relaciones a partir de los resultados hallados en DLS, buscando
analizar la interaccién molecular del CMP vy el calcio en una relacién por encima y por
debajo de la hallada como 6ptima (1,2 mmol de CaClz/g CMP). En los espectros
superpuestos de la Figura 1.22 puede apreciarse que el corrimiento del pico de 1400
cm™ a 1416 cm™' sélo se observa para una relacion CaCl2/CMP igual o superior a 1,2
mmoles de Ca?*/g de CMP. Esto indica que debe existir una cierta cantidad de iones

Ca?* en el medio para propiciar la union con el CMP.

I1.2.3. Conclusiones parciales

A pH 7,0, el CMP se encuentra formando moléculas individuales (monémeros), pero
si se adiciona CaClz, las cargas electroestaticas se apantallan y los residuos
hidrofébicos de la molécula de CMP pueden interaccionar. Los resultados de DLS
indicaron que cuando la concentracion de cloruro de calcio es superior a 60 mM
(relacion 1,2 mmol CaCl2/g de CMP), se alcanza el maximo estado de asociacion, el
hexamero. La presencia de calcio idnico en exceso permite el crecimiento del tamanio
de las particulas. Estas estructuras grandes de aproximadamente 1 um son las que
afectan la transparencia y la viscosidad de las soluciones de CMP y CaClz bajo

almacenamiento descriptas en la Seccion 1.

Los espectros FTIR de CMP/CaClz confirmaron que en presencia de calcio idnico se
evidencia principalmente un corrimiento en la posicién de los grupos carboxilatos
(COO) desde 1400 cm™ a 1416 cm™' que indicarian interaccion para una relacion de

1,2 mmoles de Ca?*/g CMP o superior.
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I1.3. Caracterizacion de la asociacion molecular del CMP en presencia de CaAc:

a pH neutro.
11.3.1. Efecto de la adicién de CaAc:2 sobre la asociacién del CMP por DLS

Se analizaron por DLS soluciones de CMP al 5 % (p/p), a pH 7,0 y 25 °C y
concentraciones variables de CaAcz. La Figura 1.23 A muestra la distribucién de los
tamanos de particula por intensidad de las soluciones de CMP 5 % (p/p) y a diferentes
concentraciones de CaAcz2 que van desde 10 mM hasta 100 mM. La poblacion
predominante fue, para todas las concentraciones, la correspondiente al pico mas
pequefio segun puede observarse en la distribucién de tamafnos por volumen (Figura
1.23 B). Con la adicion de CaAcz, el d(H) del primer y predominante pico exhibio
cambios significativos y el desplazamiento fue desde 2,3 nm (libre de sal) hasta 5,6
nm (40 mM de CaAcz), tamano que correspondié a la forma hexamérica de CMP y

que no fue modificado con la incorporacion de mayor cantidad de CaAc:.

Segun Mohammadzadeh-Aghdash y col. (2017), el principal modo de interaccion del
anion acetato con la seroalbumina bovina a pH 7,0 (en buffer fosfato) es a través de
interacciones hidrofdbicas. Estos autores llegaron a esta conclusion al observar como
disminuy6 la fluorescencia de esa proteina en presencia de acetato de sodio.
Lamentablemente, por la ausencia de aminoacidos aromaticos en la cadena peptidica,

este ensayo no fue posible de realizarlo en las soluciones de CMP.
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Figura 1.23. Distribucién de tamafos de particula por Intensidad (A) y volumen (B) para soluciones
de CMP 5 % (p/p) a 25 °C y pH 7,0 a diferentes concentraciones de CaAc2: 0 (l); 10 (O); 40 (A) y 60
(X). En la Figura A se insert6 una vista ampliada del primer pico con una escala lineal.
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11.3.2. Espectro FTIR del CMP a pH neutro en presencia de CaAc:

Los espectros del CMP y el acetato de calcio se muestran en la Figura 1.24, en la
relacion 1,2 mmol CaAc2/g CMP. Como es posible observar, no hubo grandes
diferencias entre ellos y no se encontraron cambios en la banda de 1400 cm’
correspondiente a los estiramientos COO-, a diferencia de lo observado en el espectro
del CMP y el CaClz. Una posible explicacion a esta diferencia observada es que la

especie predominante que interacciona con el CMP no es el Ca?* sino el CaAc®.

— 1,2 mmol CaAc,/g CMP
— CMP
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Figura 1.24. Espectro FTIR parcial del CMP en ausencia de sal (-) y en presencia de CaAczen la
relacion 1,2 mmol CaAcz2/g CMP desde 2000 a 600 cm-'.
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—CMP
—— 2 mmol CaAc /g CMP

— 1,2 mmol CaAcZ/g CMP
—— 0,33 mmol CaACQ/g CMP
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Figura 1.25. Espectro FTIR parcial del CMP y CaAc: en diferentes relaciones: 0,33; 1,2 y 2 mmol
CaAc2/g CMP desde 2000 a 500 cm-'.

En la comparacion de los espectros de CMP con distintas concetraciones de CaAcz
en las relaciones correspondientes a 0,33, 1,2 y 2 mmol CaAc2/g CMP (Figura 1.25),
se observaron modificaciones en la absorbancia de la zona de los picos de baja
intensidad (935 - 900 cm™') y un incremento en la intensidad de las sefiales de Amida
1 (1700 - 1600 cm') y Amida Il (1600 - 1500 cm-") con la concentracion de CaAcz, pero
en ninglin caso se observaron cambios en la banda de 1400 cm™' correspondiente a

los estiramientos COO-.
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I1.4. Discusion y Conclusién de la Seccion 11

Los ensayos de DLS mostraron similitudes y diferencias entre el CaClz2y el CaAcz. En
ambos casos, se obtuvo una concentracion critica y en la cual el CMP se asoci6 y
alcanz6 un d(H) maximo (5,6 nm) (Tabla 1.5). Dicha concentracién fue 60 mM para el
CaCl2 y 40 mM para el CaAcz. Es importante destacar que las soluciones de cloruro y
acetato de calcio con la misma concentracién tienen la misma fuerza idnica. Estos
resultados demostraron que es necesaria una menor concentracion de CaAc:z que de

CaClz para alcanzar la maxima asociacion en el CMP (5,6 nm, hexameros).

Tabla 1.5. Comparacion del d(H) y ancho del primer y predominante pico para soluciones
de CMP al 5 % (p/p) y distintas concentraciones de CaCl, y CaAc:.

CaCl; CaAc:
Concentracién  d(H) max. del Ancho del d(H) max. del Ancho del
de sal primer pico (hm)  primer pico (hnm) | primer pico (nm) primer pico (nm)
0mM 2,3 1,1-6,5 2,3 1,1-6,5
10 mM 3,6 1,7-7,5 3,6 2,0-8,7
40 mM 4,8 2,3-10,1 5,6 2,7 -11,7
60 mM 4,8-5,6 2,7-117 5,6 2,7 -11,7
100 mM - - 5,6 2,7 -11,7
200 mM 5,6 2,7-117 - -

Los espectros FTIR de CMP/CaClz confirmaron que en presencia de calcio iénico se
evidencia principalmente un corrimiento en la posicién de los grupos carboxilatos
(COO) que indicarian interaccion para una relacion de 1,2 mmoles de Ca%*/g CMP o
superior. Sin embargo, en presencia de CaAc, los espectros FTIR del CMP no
mostraron los corrimientos esperados, confirmando que es la especie CaAc* la que
interacciona principalmente con el CMP. Estos hallazgos a nivel molecular explicarian

las diferencias en los ensayos macroscoépicos realizados en la Seccion 1.
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Conclusiones generales del Capitulo 1

Los resultados antes expuestos permitieron evidenciar a nivel macroscopico y
molecular, respectivamente, la interaccion entre el CMP y el calcio proveniente de dos
fuentes con aniones diferentes: CaClz y CaAcz. La presencia de ambas sales provoco
modificaciones en el comportamiento de flujo, el color, la asociacién molecular y en
los espectros FTIR del CMP.

En ausencia de sales, la forma predominante del CMP a pH 7,0 es la monomeérica, y
ante la adicion de 60 mM de CaClz o0 40 mM de CaAc: se alcanzé un estado de
asociaciéon maximo en el cual las moléculas se asociaron en forma de hexameros.
Este cambio en el tamafio es indicativo de una interaccion molecular con ambas sales.
Estas estructuras se alcanzaron con una relaciéon de 0,8 (para el CaAc2) y 1,2
milimoles de sal/g de CMP (para el CaClz). Evidentemente, el mecanismo de

interaccién y la especie con la cual el CMP interacciona es diferente en cada caso.

Se concluye entonces que ambas sales estudiadas servirian como nueva estrategia
de fortificacion con calcio, sin embargo, hay algunas consideraciones que se deberian
tener en cuenta: las soluciones de CMP admitieron la incorporacion de grandes
cantidades de CaClz, lo que indicaria que puede ser una excelente alternativa para
aumentar la biodisponibilidad de calcio, pero las soluciones se vuelven turbias con el
tiempo de almacenamiento. Por otro lado, la adicién de CaAc2 aumenta la interaccion
péptido-péptido, resultando en un aumento de la viscosidad y posterior gelificacion de

las soluciones.
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CAPITULO 2

En este Capitulo, el analisis de las interacciones entre el CMP vy el calcio se llevo a
cabo en condiciones acidicas (pH 3,5). En estas condiciones, el CMP se
autoensambla con el tiempo por la reduccion de la repulsion electrostatica y
finalmente gelifica a temperatura ambiente. Entender el efecto de las sales en la
gelificacion del CMP no solamente servira para evaluar su capacidad ligante de
calcio e interpretar como interacciona con los iones en estas condiciones sino
también permitira desarrollar, en el futuro, formulaciones que permitan mejorar la
funcionalidad de los suplementos dietarios de sales de calcio. En este capitulo, se
utilizé una concentracion de CMP del 12% (p/p) como en trabajos previos (Martinez y
col., 2010; Farias y Pilosof, 2016) con el objeto de acelerar los tiempos de
gelificacion y obtener los resultados de los experimentos en un plazo de tiempo
corto. Sin embargo, la gelificacion del CMP a bajas concentraciones tiene otra
aplicacion practica. El CMP es una proteina ideal para la nanoencapsulacion, tanto
s6lo o en combinacién con otras proteinas. Recientemente, Bourbon y col. (2020)
realizaron nanohidrogeles de CMP vy lactoferrina, una proteina lactea cationica
transportadora de hierro. La nanoencapsulacion o el desarrollo de sistemas de
entrega a nanoescala para compuestos bioactivos presenta interés por sus
funcionalidades exclusivas, es decir, alta eficiencia de encapsulacién y capacidad de
carga, la mejora de la biodisponibilidad y estabilidad, ademas de un perfil de
liberacidn sostenida y el enmascaramiento de sabores indeseables (Gongalves y
col., 2018).

El objetivo de este capitulo fue explorar la interaccion entre el CMP vy las sales de
calcio (CaClz y CaAc2) a través de la dinamica de gelificacion inducida por
calentamiento a pH 3,5. Se evalué la textura, el color y las caracteristicas reologicas
de los geles formados, tanto a temperatura ambiente como por calentamiento, y para
interpretar como afecta este pH (3,5) a las interacciones entre el CMP vy el calcio, se

analizaron los correspondientes espectros FTIR.
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Utilizacion de Caseinomacropéptidos como nueva estrategia de fortificacion con Calcio

1. Gelificacion del CMP a pH 3,5 en presencia de CaClz o CaAc:2

Como se ha mencionado anteriormente, el CMP constituye la porcion hidrofilica
C-terminal de la k-caseina y contiene todas las modificaciones postraduccionales
(glicosilacion y fosforilacidon) presentes en ella (Mikkelsen y col., 2005). Es por ello
que el CMP se presenta naturalmente como una mezcla heterogénea de dos
fracciones principales: glicosilado (gCMP), y no glicosilado (aCMP) (Kreul’3 y col.,
2009). Se han identificado catorce formas glicosiladas para el CMP (Mollé y Léonil,
1995), el carbohidrato mas abundante es el acido N-acetilneuroaminico (acido
sialico) (Coolbear y col., 1996), el cual tiene un valor de pKa de 2,2. Debido a su
heterogeneidad, no tiene un unico punto isoeléctrico (pl). Kreul3 y col. (2009)
determinaron que el pl del aCMP es cercano a 4,15, que se relaciona con la
abundancia de residuos acidos en su cadena peptidica. En contraste, el pl del gCMP
es 3,15, debido a la carga negativa de los residuos glicosilados y en especial del

acido sialico que reducen su carga neta (Kreuf3 y col., 2009).

En esta Seccion se analizara el efecto de la presencia de calcio en la gelificacion de
soluciones de CMP por calentamiento a pH 3,5. Se ha elegido ese valor de pH
porque la fraccibon aCMP se encuentra con carga neta positiva, mientras que la
fraccidon gCMP posee carga neta negativa. Martinez y col. (2011) demostraron que el
CMP se autoensambla a temperatura ambiente a valores de pH inferiores a 4,5.
Estas estructuras autoensambladas conducen, con el tiempo, a la formacion de
geles opacos dependiendo de los tiempos de gelificacion de la concentracion de
CMP. A concentraciones tan bajas como 3% (p/p), a pH 3,0 o 3,5 los tiempos
necesarios para la gelificacion son tan largos como 6-15 dias, pero para
concentraciones superiores a 7-8% (p/p), el tiempo se acorta (<50 h) (Farias y col.,
2010). En este capitulo se ha elegido una concentracion de 12% (p/p) para aumentar

la velocidad de gelificacion como en Martinez y col. (2011).

Otro factor que afecta drasticamente a la velocidad de gelificaciéon del CMP es la
temperatura. Calentar desde 25°C hasta 60°C produce un aumento en las
velocidades de autoensamblaje y gelificacion. Por encima de 60°C ambas
velocidades permanecen constantes (Martinez y col.,, 2010, 2011). Por ello, se
realizé un estudio previo (ensayo del “tilting test”) para poder elegir la temperatura
optima de gelificacion del CMP en presencia de sales que se utilizd posteriormente

en los ensayos de reologia.
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1.1. Efecto del CaCl2
1.1.1. Transicion sol-gel

Con el proposito de investigar la temperatura optima para la gelificaciéon de las
soluciones de CMP en presencia de CaClz, se determiné el tiempo de transicidn sol-
gel a través del ensayo de “tilting test” segun la técnica descripta en la Seccién 2.6,
de Materiales y Métodos. Se evalud el tiempo de gelificacion (ti) y la velocidad de
gelificacion (Vi = 1/ti) de las muestras de CMP 12 % (p/p) con concentraciones

variables de CaClz (0 - 250 mM) a diferentes temperaturas (30 - 70 °C).
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Figura 2.1. A) Graficos de Arrhenius para las velocidades de gelificacion (Vi) obtenidas mediante el
“tilting test” de soluciones de CMP al 12% (p/p) y diferentes concentraciones de CaClz: (o) 0 mM; (V)
50 mM; (m) 100 mM; (A) 150 mM; (e) 200 mM a pH 3,5. B) Energia de activacion (Ea) en funcién de
la concentracion de CaCl.. Las barras de error representan el desvio estandar (n=3). Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).
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La Figura 2.1 A muestra la grafica de Arrhenius, donde se representa el InVi en
funcién de la inversa de la temperatura absoluta (1/T). Las curvas mostraron un
comportamiento lineal entre 30 y 60 °C, y un quiebre a partir de esa temperatura.
Hasta los 60 °C, Vi dependié sélo de la temperatura independientemente de la
cantidad de CaCl2 presente en la muestra. Por encima de los 60°C, Vi fue constante
y tampoco se hallaron diferencias por la presencia de CaClz. Los tiempos de
gelificacion determinados por esta metodologia fueron mayores para las soluciones

con CaClz (datos no mostrados).

Se determinaron las energias de activacion (Ea) involucradas en la gelificacion de los
sistemas CMP/CaCl2 mediante la ecuacién de Arrhenius. La pendiente de las rectas
obtenidas multiplicadas por la constante universal R corresponde a la Ea. La Figura
2.1 B muestra los valores de la Ea en funcion de la concentracion de CaClz. El valor
de Ea promedio determinado en el rango 30 - 60 °C fue 91 + 8 kd/mol y no fue
afectado por la presencia de CaClz. Farias (2012) encontrd un valor mas bajo de Ea
(65 kd/mol) para CMP 12 % (p/p) a pH 3,5. Los valores obtenidos de Ea fueron
relativamente bajos en comparacion con el obtenido con una metodologia similar en
la gelificacion de aislado de proteina de suero (WPI) inducida por acidificacion (pH
4,0) con glucano-d-lactona (155 kd/mol) o por CaClz (210 kd/mol) (Kharlamova y col.,
2018). Se eligié entonces gelificar a las soluciones a la temperatura de 70 °C, donde
Vi fue independiente de la temperatura, de modo de reducir los tiempos de

gelificacion.

1.1.2. Dinamica de gelificacion

La dinamica de gelificacion inducida por calor se estudio a través de la reologia
oscilatoria. El calentamiento se considero isotérmico (70 °C) dado que el aumento de
la temperatura desde 25 °C a 70 °C fue muy rapido (1 min). Luego de 30 min, los
geles se enfriaron a la temperatura inicial en 10 minutos. Las Figuras 2.2 muestra la
dinamica de gelificacion de soluciones de CMP 12 % (p/p) y concentraciones entre
50 y 250 mM de CaClz a pH 3,5. El cruce de los mddulos elastico (G’) y viscoso (G”)
indico el punto de gelificacion y a partir del mismo se obtuvo el tiempo de gelificacion
(tgel) y temperatura de gelificacion (70 °C) (Clark, 1992).
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Utilizacion de Caseinomacropéptidos como nueva estrategia de fortificacion con Calcio

En el reograma del CMP en ausencia de CaClz (Figura 2.2 A) se evidenciaron dos
puntos de gel (tget = 1 min y tgez = 6,5 Min) como fue descripto en Martinez y col.
(2011) para soluciones de CMP 12 % (p/p) a pH 3,5. Este comportamiento se
atribuye a la existencia de dos estructuras que gelificaron a diferentes tiempos.
Segun el modelo de gelificacion (Martinez y col., 2011), el CMP gelifica en dos
etapas en ausencia de sales y a pH 3,5. La primera es la formacion de dimeros a
través de uniones hidrofébicas y la segunda, es la formacién de una estructura de
gel a través de interacciones electroestaticas. A pH 3,5, la fraccion no glicosilada del
CMP (aCMP) esta protonada (pl = 4,15) (Kreul3 y col., 2009), por lo cual los dimeros
de aCMP-aCMP tienen carga positiva. En cambio, los dimeros de la fraccidon
glicosilada gCMP-gCMP tienen carga negativa (pl = 3,15) (Kreul® y col., 2009). Una
situacion intermedia se da para los dimeros aCMP-gCMP. Por lo tanto, a pH 3,5
coexisten dimeros cargados positivamente que contienen aCMP y dimeros cargados
negativamente que contienen gCMP que interactuan electrostaticamente. La
existencia de dos puntos de gel en los reogramas del CMP a pH 3,5 se explicaria por

los posibles estados isoeléctricos de los dimeros (Martinez y col., 2011).

En presencia de CaClz (Figuras 2.2 B a F), se puede observar en todos los casos
un solo punto de gel (tgel) @ 5,4 £ 0,5 min que no fue afectado por la concentracion de
CaClz y estuvieron en el orden tgei2 para el CMP en ausencia de CaCl2 (Figura 2.2
A). Por consiguiente, la presencia de CaClz2 (aun a baja concentracion) afectd
principalmente a las estructuras que gelificaban primero y determinaban el tgei1. LOS
valores de tger hallados por esta metodologia estuvieron en el orden de los
encontrados por la técnica del tilting test, aunque en este ultimo caso fueron
mayores porque el ensayo del “tilting” requiere de una estructura que soporte el gel
(Baeza y col., 2001).

Luego del tgel, los valores de G’ siempre fueron superiores a los de G”. El valor de G’
maximo alcanzado durante el periodo de calentamiento fue denominado G’caiy el G’
obtenido al final del enfriamiento G’ent. La Figura 2.2 A muestra que G’caly G’enf SON
similares en la gelificacion del CMP a fuerza iénica nula (ausencia de sal), como fue
reportado en Martinez y col. (2011), a diferencia de lo que ocurre tipicamente en la
mayoria de los geles de proteinas globulares como las proteinas del lactosuero y de
soja. Para estas proteinas, G'enf aumenta significativamente atribuyendo este efecto

a la reduccion de la entropia consolidada por fuerzas atractivas (fuerzas de Van der
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Waals y puente hidrégeno) (Ould Eleya y Turgeon, 2000). Por otro lado, los
reogramas de los sistemas CMP/CaClz muestran claramente que G’ disminuyé
durante el enfriamiento. Un analisis detallado se realiza en la Figura 2.3 A
mostrando que G’caiy G’ent discrepan en su valor en presencia de CaClz, aun a bajas
concentraciones (50 mM), evidenciando que en el enfriamiento disminuyeron

ligeramente las interacciones de las estructuras gelificadas.
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Figura 2.3. A) Evolucion de G'cal (©) y G'ent (m) durante el calentamiento y enfriamiento de geles de
CMP 12 % (p/p) y diferentes concentraciones de CaClz (0 - 250 mM) a pH 3,5. B) Evolucion de tan 6
de los geles a pH 3,5y 25 °C.
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Si bien G’cal no vari6 significativamente con la concentracion de CaClz, G’enf presenté
una tendencia decreciente (desde 95.000 Pa en ausencia de sal, hasta 55.000 Pa en
presencia de 200 y 250 mM de CaCly).

La tangente del angulo de fase & (tan 6) es un indicador de la organizacion
estructural de un material. Los valores de tan & (G” /G’) obtenidos al finalizar el
periodo de enfriamiento (25 °C) fueron similares en todos los sistemas y claramente
muy bajos (0,03 — 0,04), sugiriendo un arreglo de red elastica (Figura 2.3 B). Por
ejemplo, la tan & de la gelatina es 0,03 (Chronakis, 1996). Se puede visualizar que
los valores de tan & fueron similares independientemente de la concentracién de
CaClz adicionada al CMP.

En el Capitulo 1, se demostré que el maximo estado de asociacién del CMP a pH 7,0
era el hexamero. En cambio, a pH 3,5 no hay diferencias en el estado de asociacion
sin y con CaClz, son oligdbmeros entre 6 y 7 nm con mas de 9 unidades de CMP
(Farias, 2012). Por el estudio de la dinamica de gelificacion presentado aqui, no se

pudo reconocer una relacion 6ptima.
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Figura 2.4. Evolucion de G’ y G” durante la gelificacion de CMP (12 % p/p) y diferentes
concentraciones de CaAcz (0-250 mM) a pH 3,5y 70°C.
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Utilizacion de Caseinomacropéptidos como nueva estrategia de fortificacion con Calcio

1.2. Efecto del CaAc:

1.2.1. Dinamica de gelificacion

Los reogramas obtenidos en el estudio de la gelificacion del CMP en presencia de
CaAc2 (50; 100; 150 y 250 mM) a pH 3,5 se muestran en la Figuras 2.4. En todos los

casos se encontrd un unico punto de gel en aprox. 3 min. Se puede observar que a

diferencia de los geles en presencia de CaClz2, G’ se desarroll6 muy rapidamente

luego del punto de gel. Aun a bajas concentraciones de CaAcz, G'enf superé a G'eal.
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Figura 2.5. A) Evolucion de G'cal (©) y G'enr (m) durante el calentamiento y enfriamiento de geles de
CMP 12 % (p/p) y diferentes concentraciones de CaAcz (0-250 mM) a pH 3,5

B) Evolucion de tan 6 de los geles a pH 3,5y 25 °C
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Por otro lado, la Figura 2.5 A muestra que las diferencias entre G’ent y G’caino fueron
significativas. Pero es de destacar que todos los sistemas con CMP/CaAc:
presentaron un mayor desarrollo de G’ con valores 3 veces superiores a los de CMP

a fuerza iénica nula.

La tan o de estos geles fue 0,12 £ 0,01 independientemente de la concentracion de
CaAc2y superior a aquella obtenida para el CMP en ausencia de sal (0,03). Un valor
de tan 6 mas alto indica que el material responde a la tensidén externa en un modo
mas viscoso y menos elastico. Evidentemente, la presencia de CaAc:2 alterd la

estructura del gel de CMP.

1.3. Conclusiones parciales

Se hallé una temperatura 6ptima de gelificacion de 70 °C mediante la técnica del
“tilting test”. La velocidad de formacién del gel de CMP y CaClz2 dependi6é de la
temperatura hasta 60 °C, mas alla de esa temperatura se mantuvo constante

independientemente de la concentracion de sal agregada.

La dinamica de gelificacion del CMP en presencia de CaCl2 o CaAcz a pH 3,5y 70
°C, mostrd que las sales influyeron en todos los parametros reoldgicos: el tiempo de
gelificacion, a los moédulos G’ y G” y la tan 8. Debido a que interaccionan tanto el
cation como el anion con los diferentes estados eléctricos de las diversas fracciones
del péptido, el efecto de las sales de calcio en la gelificacion del CMP es muy

complejo.

Los tiempos de gelificacion en presencia de CaClz fueron independientes de la
concentracion y mas largos (aprox. 6 min), mientras que, en presencia de CaAc: se

redujeron a la mitad.

Los geles con CaCl2 mostraron una disminucion de G’ durante la etapa de
enfriamiento, en cambio los geles con CaAcz mostraron un ligero incremento.
Evidentemente, el anion acetato consolida las fuerzas atractivas en los geles de

CMP, mientras que el anién cloruro las disminuye durante el enfriamiento.

El caracter viscoso de los geles (tan 8) aumentd en presencia de CaAcz pero no fue

afectado por la presencia de CaCle.
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2. Propiedades de los geles de CMP en presencia de CaClz o CaAc:

La textura, la apariencia y el sabor son los tres componentes principales
involucrados en la aceptabilidad de los alimentos. La textura de los alimentos esta
fuertemente influenciada por la microestructura de los componentes individuales y
por la interaccion entre ellos (Auty y col., 1999). La resistencia mecanica de los geles
esta determinada por el numero y el tamafio de los agregados que forman parte de
su red estructural (Roefs y col., 1990). Una de las maneras de analizar la textura de
un gel, es a través de pequenas deformaciones. El barrido de frecuencia es
probablemente la prueba reoldégica mas versatil para caracterizar el comportamiento
viscoelastico de los materiales. En esta prueba, se impone una deformacién
sinusoidal (o tension) de amplitud fija sobre el material y los modulos dinamicos se
determinan en un amplio rango de frecuencias. La trama resultante también se
conoce como el "espectro mecanico" del material. La amplitud de deformacion debe
seleccionarse con cuidado y, en todas las condiciones, debe ser inferior al limite de
deformacion de la viscoelasticidad lineal, que se determina estudiando el rango
viscoelastico lineal. Los redmetros contemporaneos son capaces de medir
propiedades dinamicas en una amplia gama de frecuencias, tipicamente de 0,01 Hz
a 100 Hz. Por estudios previos, es suficiente emplear un rango de 1 - 10 Hz (Farias,
2012).

La textura de los geles también puede estudiarse por grandes deformaciones que
simulan la masticacion ejercidas por un texturometro. El texturometro es una unidad
compuesta por una placa sostenida por un brazo flexible que esta unido a un
medidor de tension y un émbolo que actua sobre la muestra (Szczesniak, 1975). Los
medidores de tension detectan la fuerza generada y la registra. La curva generada
por el texturbmetro es un diagrama de la fuerza en funcién del tiempo. Esta curva,
junto con términos especificos definidos por Szczesniak (1963) se conoce como la
técnica de analisis de perfil de textura (TPA) y todavia se usa para muestras de

alimentos.

La apariencia es el otro parametro importante de la aceptabilidad, la determinacion

del color puede brindar informacion importante sobre la estructura del gel formado.

En esta Seccidon se analizara la textura (por pequenas y altas deformaciones) y el

color de los geles de CMP en presencia de CaCl2 o CaAc..
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2.1. Pequenas deformaciones: barridos de frecuencia

2.1.1. CMP/CaCl2

Los geles obtenidos a pH 3,5 inducidos por calentamiento a 70 °C se enfriaron a 25
°C y posteriormente fueron evaluados a través de pruebas oscilatorias llamadas

barridos de frecuencias, segun la técnica descripta en Seccién 2.2 de Materiales y

Métodos.
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Figura 2.6. Barridos de frecuencia de geles de CMP (12 % p/p) y diferentes concentraciones de
CaCl2 a pH 3,5y 25 °C. Los geles fueron formados a 70 °C. G’ (l), G” () y tan & (V). Las barras
representan el desvio estandar.
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La Figura 2.6 A muestra el espectro mecanico del CMP en ausencia de sales (0
mM). En el rango de frecuencia analizado, entre 0 y 10 Hz, no se observo
dependencia con la frecuencia para ambos médulos (G’ y G”). Ademas, G’ fue
superior a G” y la tan 6 fue cercana a 0,05. Los valores de tan 6 tendientes a cero se
pueden relacionar con un fuerte entrecruzamiento del gel (Di Mattia y col., 2018).
Los valores de G’ fueron aproximadamente 110.000 Pa para los geles con 0, 50 y
100 mM de CaClz, 76.000 Pa para 150 mM y 56.000 Pa para 200 y 250 mM CaClz.
Se encontré una tendencia similar en G” cuyo valor también disminuyé, desde 4.000
Pa a 3.000 Pa, para 200 y 250 mM de CaClz. La tan 6 (G” /G’) se mantuvo constante
independientemente de la concentracion de CaClz incorporado al sistema indicando

naturaleza de gel fuerte en todos los casos.

Los datos experimentales del barrido de frecuencia (G’ y G”) se graficaron segun la

siguiente ecuacioén (Di Mattia y col., 2018):

G*n =V (G"12 + G'?2) = A {2 Ecuacioén 37

donde G*= modulo complejo (Pa), f= frecuencia (Hz), z= numero de coordinacion

(adimensional), A= coeficiente de proporcionalidad (Pa*s'?).
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Figura 2.7. G* en funcién de la frecuencia de oscilacion para geles de CMP y CaClz a pH 3,5 (O) 0
mM; (e) 50 mM; (¢) 100 mM; (m) 150 mM; (A) 200 mM y (¥) 250 mM (n=2 o 3).
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El indice z describe la extensién de la red en términos de unidades de flujo y el

indice A la fuerza de las interacciones entre estas unidades. En los geles de

CMP/CaCl2, el modulo complejo (G*) fue independiente de la frecuencia de

oscilacion para todos los sistemas, por lo que se deduce que el indice z fue infinito

(Figura 2.7). Los valores de A obtenidos fueron muy altos, en el orden de 104-10°

Pa, evidenciando una red con mucha interaccion molecular. Para los sistemas con 0,

50 y 100 mM de CaClz los valores fueron similares (10° Pa). En cambio, G*
disminuyé desde 7,0.10% hasta 5,5.10* Pa en presencia de CaClz (150-250 mM).
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2.1.2. CMP/CaAc:

Los barridos de frecuencia de los geles de CMP en presencia de CaAc: (Figura 2.8)
tienen el tipico comportamiento de gel, donde G’ fue siempre superior a G” y no se
observaron entrecruzamientos en la frecuencia estudiada. Estos resultados indicaron
que, bajo condiciones no destructivas, la elasticidad tuvo un efecto predominante.
Por otro lado, los valores de tan 6 fueron cercanos a 0,15, relacionados con el

incremento del caracter viscoso del gel (aumento de G”).
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Figura 2.9. Mddulo complejo G* en funcion de la frecuencia de oscilacion para geles de CMP y CaAcz
apH 3,5(0) 0 mM; (e) 50 mM; (¢) 100 mM; (m) 150 mM; y (¥) 250 mM (n=2 o 3).

La Figura 2.9 muestra que G* fue independiente de la frecuencia de oscilacién para
los geles de CMP/CaAc:2. El indice A fue marcadamente diferente en presencia de
CaAcz, independientemente de la concentracion de sal presente en la muestra y 3
veces superior a los geles de CMP con fi nula. El valor mas alto de G* se debid al

mayor aporte de G”.
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2.2. Parametros del color

Los geles de CMP al 12 % (p/p) en ausencia de sales fueron opacos a pH 3,5 como
fue informado en Farias y col. (2016). La medicion del color se realiz6 mediante la

técnica descripta en la Seccion 2.4 de Materiales y Métodos.

En presencia de CaClz o CaAcz2 los geles de CMP al 12 % p/p se tornaron
transparentes a partir de concentraciones superiores a 100 mM (Figura 2.10). La
temperatura de formacion de los geles no afecté a su coloracion como se informé
previamente en Farias (2012) para geles de CMP a pH 2 a 3,5 en condiciones de

fuerza iénica nula.
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Figura 2.10. Izq.) Imagenes de los geles de CMP 12 % (p/p) y diferentes concentraciones de CaClz o
CaAc: a pH 3,5, formados a 70 °C y enfriados a 25 °C. Der.) Diferencia de color (AE) de los geles de
CMP 12% (p/p) antes y después de gelificar a pH 3,5, formados a 25°C, con diferentes
concentraciones de: A) CaClz, B) CaAc..
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Para poder medir el color con mas practicidad (y luego las propiedades texturales),
se decidié gelificar las muestras a temperatura ambiente en recipientes plasticos
transparentes. Ninguno de los geles obtenidos fueron desmoldables. En todo
momento los recipientes se mantuvieron sellados herméticamente para evitar la

evaporacion del agua.

La diferencia de color se calculd con la siguiente ecuacion (Taktak y col., 2018):

AE = [AL?+Aa2+Ab?]"2 Ecuacion 11

donde, AL es la diferencia de luminosidad después y antes de gelificar; Aa es la
diferencia de intensidad de color verde/rojo después y antes de gelificar y Ab es la

diferencia de intensidad de color azul/amarillo después y antes de gelificar.

Las Figuras 2.10 muestran el cambio de los parametros de color (L*, a* y b*) de las
muestras de CMP a pH 3,5 antes y después de la gelificacion a temperatura
ambiente y la apariencia de los geles. La medicion del color estuvo en linea con la
observacion visual. Las muestras de CMP con CaClz o CaAc2 presentaron
resultados menores cambios en los parametros de color (AE) a partir de la
concentracion de 100 mM o superior. Dado que la concentracion de los geles fue de
12 % (p/p), la relaciéon de sal de calcio por gramo de CMP fue 0,8 mmoles calcio/ g

CMP, un valor cercano a los obtenidos a pH 7,0 (1,2 mmoles calcio/ g CMP).

Evidentemente, el agregado de las sales de calcio disminuyé el tamafo de los
agregados que conforman la microestructura del gel, haciéndolos mas

transparentes.
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2.3. Parametros de textura

Se analizo la textura de los geles de CMP con las diferentes sales CaCl2 o CaAc..
Los geles utilizados fueron los mismos a los cuales se les midio el color y fueron
formados a temperatura ambiente (25 °C). Las propiedades texturales de los geles
de CMP no dependen de la temperatura en la que se formaron (Farias, 2012; Farias
y col., 2016). Los parametros texturales obtenidos del ensayo TPA (Texture Profile
Analysis) fueron dureza, elasticidad, masticabilidad, resiliencia, cohesién, gomosidad

y adhesividad que fueron definidos en la Seccidén 2.7 de Materiales y Métodos.

Las Figuras 2.11 A muestran que no se encontraron diferencias significativas (p <
0,05) en la dureza de los geles de CMP en presencia de CaCl2 (~ 6 N). Por otro lado,
la dureza de los geles de CMP disminuyé hasta aproximadamente 4 N en presencia
de CaAc: (Figuras 2.12).

La elasticidad denota cémo el gel se recupera luego de ser deformado. Los
resultados mostraron que los geles de CMP fueron muy elasticos con un valor muy
cercano a 1 %, independientemente del tipo o concentracién de sal incorporada al
CMP (Figuras 2.11y 2.12 B).

La masticabilidad, que es el producto entre la dureza, la cohesividad y la elasticidad,
fue similar para los geles de CMP en presencia de CaClz (Figuras 2.11 C). Sin
embargo, los geles con CaAcz presentaron valores mas bajos a concentraciones

superiores a 100 mM (Figuras 2.12 C).

La resiliencia fue relativamente baja en todos los geles, con valores de 7 — 9 % para
los geles de CMP con CaClz (Figuras 2.11 D) y valores aun mas bajos, (4 — 6 %)
con CaAc: (Figuras 2.12 D).

La cohesividad es la propiedad que mide la recuperacion del gel luego de la
segunda deformacién. Los geles de CMP no presentaron diferencias significativas
con la incorporaciéon de CaCl2 o CaAcz y tuvieron un valor de ~ 0,3 (Figuras 2.11 y
212E).

La gomosidad, que es el producto entre la dureza y la cohesividad, se define como
la energia requerida para romper un alimento semisélido antes de tragarlo (lrani y
col., 2019). La gomosidad de los geles de CMP fue cercana a 150 a fi nula o en
presencia de CaCl2 (Figuras 2.11 F). Sin embargo, este parametro disminuy6 a

valores cercanos a 100 en presencia de CaAcz (Figuras 2.23 F y 2.24 F).
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Finalmente, en cuanto a la adhesividad, se observo que todos los geles tuvieron un

valor despreciable (Figuras 2.11y 2.12 G).

2.4. Conclusiones parciales

El anadlisis de la textura de los geles de CMP en presencia de CaClz por pequefias
deformaciones (barridos de frecuencia) mostré6 que la presencia de esta sal no
modificé a los valores de tan & (valores cercanos a cero) evidenciando una
estructura de gel fuerte. Por otro lado, en presencia de CaAcz, los geles de CMP
presentaron un mayor valor de G*, que contemplan un caracter mas viscoso

(aumento de tan 5 y G”).

El analisis de la textura por grandes deformaciones (TPA) mostré que la adicion de
CaCl2 no modifico a los parametros de dureza, elasticidad, masticabilidad,
resiliencia, cohesividad, gomosidad y adhesividad. El CaAcz presentdé un importante
impacto en las propiedades texturales de los geles CMP: disminuyo la dureza, la
masticabilidad, la resiliencia y la gomosidad. El detrimento de las propiedades
texturales podria relacionarse con la presencia de interacciones competitivas con el

anion Ac, que es altamente hidrofilico.

Finalmente, el analisis del color de los geles arrojé resultados similares al utilizar
ambas sales, y su presencia volvio a los geles mas transparentes indicando la

formacion de estructuras mas pequenas.
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3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
3.1. Comparacion del espectro FTIR del CMP apH 3,5y 7,0

Los espectros FTIR del CMP a pH 3,5y a pH 7,0 se muestran en la Figura 2.13. El
pH tiene mucha influencia sobre la carga neta superficial del CMP (Kreul3 y col.,
2009) y algunos de los grupos funcionales caracteristicos de la molécula se
encuentran protonados, como resultado, se descubren pequefas diferencias al
comparar ambos espectros. La banda ancha de alta intensidad de absorcién (Amida
2° A) se desplazo desde 3301 cm™ a 3292 cm', al disminuir el pH desde 7,0 a 3,5.
La zona de vibracién (1700 - 1600 cm™') correspondiente a la Amida | (tension del
enlace C=0, tension del enlace C-N y flexién del enlace N-H) mostré un profundo
valle y ademas de otros picos (1643, 1664 y 1674 cm™') con respecto a los hallados
en el espectro del CMP a pH 7,0 (1649 y 1655 cm™'). La sefial de la Amida | es el
mejor indicador de la estructura secundaria de una proteina (O'Loughlin y col.,
2015). El autoensamblaje y gelificacion del CMP a pH 3,5 evidentemente
estableceria un cierto orden estructural del cual carece el péptido a pH 7,0 con una
conformacion “random coil”. La region de Amida Il (flexién de los enlaces N-H y C-N)
también es indicativa de cambios en la estructura secundaria de las proteinas, sin

embargo, también es muy sensible a la hidratacién (Sow y Yang, 2015).

La senal correspondiente a los grupos COO-, que en el CMP a pH 7,0 se observo a
1399 cm™' se desplazé a 1408 cm-' a pH 3,5. Un desplazamiento de esta sefial fue
encontrada por Ustunol y col. (2019) para el acido glutamico en las asignaciones de
las vibraciones de los COO" a pH 2 (1410 cm™') en comparacién a los pH entre 6 y 9
(1401 cm™).

En la Figura 2.13 B se muestra el espectro ampliado, desde 2000 a 500 cm-', con el
objeto de analizar con mayor detalle las zonas y picos con mayor variacion. La zona
de la huella digital (1300-400 cm™"), mostré marcados cambios: la desaparicion del
pico a 901 cm y el desplazamiento de las sefiales de 916 a 910 cm™' y de 935 a
931 cm™ para el CMP a pH 3,5.

La seiial correspondiente a la extension de las vibraciones P-O (990 cm™') que se

observa en el espectro de CMP a pH 7,0 desaparecio cuando el pH descendioé a 3,5.
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Tabla 2.1. Asignacion de picos en los espectros FTIR del CMP sin sales y con CaCl; a pH
3,5. Se marcan en negrita las discrepancias con respecto al espectro de CMP sin sales.

‘s . Longitud de onda
Regién Longitud de f)nda 1,2 mmoles CaCl,/CMP
CMP (cm™)
(em™)
Amida 2° A
Grupos (3300 cm™) 3292 3306
Funcionales Amida 2° B
(4000-1300 cm-") (3080 cm™) 3078 3084
Amida |
(1700-1600 cm-") ) 1628
- 1636
1643 1642
1664 1664
1674 1673
Amida
(1600-1500 cm-) 1534 1533
- 1539
- 1548
Amida Il
(1240 cm™) 1236 1239
CHs-
(2970 cm™) 2969 2968
CHs-
(2940 cm-1) 2936 2938
CHo>-
(1450 cm™) 1448 1450
COO-
(1400 cm™) 1408 1414
Aminas CO-N
(1320 cm-1) 1319 1320
Residuos
- glicosilados 1074 1075
Huella digital 1
(1300-400 cm™) (1075 cm™)
P-O
(990 cm") - -
Picos de baja
intensidad 910 907
(900-935 cm™)
931 931
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3.2. CMP/CaCl:

El espectro FTIR del CMP y CaClz en la relacion 1,2 mmoles de CaClz/g CMP se
muestra en la Figura 2.14. Las asignaciones de los picos en la Tabla 2.1. La banda
de absorcién de Amida 2° A, que en el CMP a pH 3,5 se ubico a 3292 cm™', se
desplazé a 3306 cm™' en presencia de CaCl2 con una sefial mas intensa y la banda
de Amida 2° B desde 3077 cm™' a 3084 cm'. En la zona de absorcién de la Amida |
(1700 - 1600 cm") y Amida Il (1600 - 1500 cm-') se observaron nuevos picos a 1628
-1636 cm™ y 1539 - 1548 cm', respectivamente. Interesantemente, estos nuevos
picos (1628 y 1636 cm), se asignan a una estructura secundaria B-plegada (Sow y
col., 2015). Ademas, en presencia de CaClz, la absorbancia de la Amida | decrecid,
mientras que la de la Amida Il se incrementd. Estos cambios estarian asociados al
decrecimiento de la estructura “random coil” y el incremento de una estructura mas
organizada (pB-plegada), como fue explicado por Villarreal-Ramirez y col. (2017) para

fosfopéptidos obtenidos de la dentina.

Z0na CMP/CaCl,
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Figura 2.14. Espectro FTIR del CMP en presencia de CaCl: en la relacion 1,2 mmoles de CaClz/g
CMP a pH 3,5.
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El pico correspondiente a la seiial de la Amida Ill (1236 cm™') a pH 3,5 se desplazo
ligeramente a 1239 cm™! en presencia de CaCl..

El pico a 1408 cm-', que representa el estiramiento simétrico de los COO- a pH 3,5,
se desplazé a 1414 cm™ en el espectro CMP/CaClz, sugiriendo que estos grupos
interaccionan con calcio idnico a pH 3,5. Ademas, aparecen dos bandas a 1548 y
1539 cm'. Byler y Farrell (1989) demostraron que el corrimiento de las bandas a

1410 y 1565 cm™' son indicadoras de una interaccion de las proteinas con el calcio
ionico.

Estiramientos y Amidas I'y Il Glicosidos
Balanceos C-H
S
©
= / 8
3]
< / N 7
= / \r /
g A
@ / I
C / v
E L/
l_
1430
' T ' T ' T ' T ' | ' |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Longitud de onda (nm™)

Figura 2.15. Espectro FTIR del CMP en presencia de CaAc: (relacién 1,2 mM de CaAc2/g CMP)
a pH 3,5.
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3.3. CMP/CaAc:

La Figura 2.15 muestra el espectro de CMP con CaAc2 a pH 3,5. Se encontraron
una gran cantidad de sefales solapadas entre 3250 y 3000 cm™ que
corresponderian principalmente a estiramientos y balanceos de las uniones C-H.
Tambien se observo un solapamiento de muy alta intensidad en la zona de amida |
(1700 - 1600 cm-') y amida Il (1600 - 1500 cm-").

Por otro lado, no se observo seiial a 1408 cm™ (estiramientos simétricos de los
COO") y también cambio la zona del espectro en la zona de la huella digital (1300-
400 cm). Problablemente, los solapamientos observados se deban a las
interferencias de los grupos funcionales con el anién acetato. A pH 3,5, las
fracciones del CMP tienen cargas opuestas, por lo tanto puede interactuar

electrostaticamente tanto el CaAc*, el Ca?* como el Ac".

Cabe recordar aqui que la gelificacion se realizd ajustando el pH a 3,5 con HCI de
alta normalidad, por lo tanto el desplazamiento del Ac™ para formar HAc permite la
liberacion de Ca?*. El espectro del CMP en presencia de CaAc:z es diferente a los
observados anteriormente confirmando la naturaleza mas compleja de las

interacciones.
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Conclusiones generales del Capitulo 2

El efecto de las sales en el CMP a pH 3,5 es muy complejo ya que interaccionan
tanto el cation como el anién con las diferentes fracciones del péptido que presentan
distintos estados eléctricos. El caracter viscoso de los geles aumentd en presencia
de acetato, evidenciado por la disminucion de la dureza y el aumento de latan d y el
G”).

La transparencia de los geles en presencia de 100 mM de CaClz o CaAc: se deberia
a la formacién de unidades estructurales de menor tamafio que interaccionan con el
calcio iénico, como lo muestran los espectros FTIR. La relacion de saturacion
sal/CMP encontrada fue 0,83 mmoles/g, ligeramente menor que a pH 7. A pH 3,5, se
favorece termodinamicamente la formacion de calcio iénico cuando se utiliza CaAca2.
Asimismo, los cambios observados en los espectros FTIR del CMP en presencia de
CaAc2 y mas marcadamente con CaClz, confirmarian una estructura molecular mas
ordenada. La relacion encontrada equivale a 6 moles de Calcio por mol de CMP. Sin
embargo, los geles admitieron concentraciones mayores de CaCl2 o CaAcz. Por
consiguiente, la formacion de geles de CMP vy sales de calcio a pH 3,5 podria ser
una excelente alternativa para vehiculizar calcio idnico si se utiliza CaAc2, para el

tratamiento de la hiperfosfatemia.
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CAPITULO 3

El complejamiento del calcio con péptidos y su impacto en la biodisponibilidad de
este mineral es un tema muy estudiado, pero con mucha vigencia. Mucho es el
esfuerzo invertido por la ciencia para producir, separar, fraccionar y aislar una
proteina especifica o un péptido. La potencialidad de los péptidos para unir metales
esta asociada al tipo y secuencia de aminoacidos, su grado de fosforilacién y su
peso molecular. Sin embargo, la produccién a grandes escalas y el uso comercial es
muy limitado (Korhonen y Pihlanto, 2006). Los productos lacteos y la leche se han
considerado histéricamente muy importantes para la salud ésea por su alta
biodisponibilidad de calcio (Zhao y col., 2014). Por ejemplo, los caseinofosfopéptidos
(CPP) derivados de la digestion intestinal de las caseinas promueven la absorciéon
de calcio e incrementan la calcificacion de los huesos en ratas (Jung y col., 2006;
Lee y col., 2007; Saito y Kimura, 1998; Sato y col., 1986). La fuerte afinidad con el
calcio entre algunos aminoacidos, péptidos y proteinas previenen la disociacion y/o
la precipitacion de las sales de calcio de baja solubilidad durante el proceso de
digestion (Tang y Skibsted, 2016). Los péptidos obtenidos de la digestion proteolitica
de suero de queso tienen alta capacidad de incorporar iones divalentes como el
calcio y el hierro (Zhao y col., 2014). Berrocal y col. (1989) obtuvieron
caseinofosfopéptidos (CPP) por hidrélisis del caseinato de sodio y comprobaron su
capacidad ligante de calcio a través de la comparacion con su analogo
desfosforilado (DPP) utilizando un electrodo de ion selectivo de calcio. Los autores
hallaron una relacién estequiométrica de unién Ca/P 1:1 a pH neutro para los CPP,
demostrando que el efecto ligante de calcio dependié principalmente de la presencia

de fosforo organico.

Algunos aminoacidos son potenciales ligandos del calcio, como los acidos aspartico
y glutamico. Sin embargo, no parece claro si una alta afinidad de un péptido por el
calcio no podra precipitarlo en algunas condiciones y no permitira su absorcion
(Tang y col., 2016). EI CMP, por su alto contenido de acido sialico (Nakano y
Ozimek, 1999), su cadena peptidica rica en Glu y Asp con una composicion
aminoacidica unica (Théma-Worringer y col., 2007), su alta carga negativa a pH
superior a 4,5, la presencia de Ser fosforilada y su alta solubilidad en presencia de
calcio, tiene un alto potencial como ligante de calcio. Ademas, a diferencia de otros
péptidos que deben ser obtenidos por procesos de hidrdlisis especificos, se

encuentra en abundancia por ser un subproducto de la industria lactea. Actualmente,
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la purificacion del CMP se realiza a escala industrial por resinas de intercambio
ionico y es un producto disponible en el mercado. Ademas, se ha publicado que la
administracién oral de CMP en ratas aumenté significativamente el contenido de
calcio en el fémur de aquellos animales cuya dieta fue pobre en calcio,
especialmente en el periodo de pleno desarrollo del cuerpo (3 semanas) (Burns y
col., 2015).

De nuestro conocimiento, no se dispone en la bibliografia de un analisis preciso y
completo de la capacidad ligante de calcio para el CMP. Hasta aqui, se ha
demostrado la interaccion a través de la espectroscopia infrarroja por transformadas
de Fourier, la dispersion dinamica de luz laser (DLS) y la reologia (Capitulos 1y 2).
El objetivo de este tercer capitulo fue evaluar la capacidad ligante de calcio del CMP
a través de distintas técnicas: DLS, la determinaciéon de la fraccion no dializable de
calcio (dialisis), la conductimetria, la solubilidad de CaClz en etanol en presencia de
CMP, la determinacion del calcio unido usando un electrodo de ion selectivo y el
calculo de la constante de asociacion a partir de la construccion de isotermas de
union de Ca?*. Es importante destacar que se eligio utilizar CaCl2 para realizar los

ensayos por dos motivos: su disociacién completa y su alta solubilidad.
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1. Estudio del mecanismo de interaccion entre el CMP y el calcio por DLS

A partir de los resultados de la Seccién 2.1 del Capitulo 1 se obtuvo que en la
relacion 1,2 mmoles de CaClz/ g CMP se alcanza el maximo estado de asociacién a
pH 7, donde las moléculas se asocian en forma de hexameros. El objetivo de este
ensayo fue investigar el efecto de la concentracion de CMP en el mecanismo de
interaccién y comprobar si es afectado por un aumento de la temperatura a 37 °C,

que es la temperatura fisiologica del cuerpo humano.
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Figura 3.1. Valor maximo del d(H) del primer pico de la distribucion (intensidades) de soluciones de
CMP en funcion de concentraciones crecientes de CaClz a pH 7 y 25 °C. Concentracion de CMP: A)
10 g/L y B) 50 g/L. Se indica el estado de asociacion predominante estimado mediante el software del
equipo Zetasizer Nano-Zs. Las barras representan el desvio estandar.
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En primer lugar, se analizo el efecto de la concentracion de CMP en el tamafio
molecular en presencia de CaClz. En este ensayo se realizaron las mediciones de
tamanos de particula por DLS de dos soluciones de CMP (10 g/L y 50 g/L) con
concentraciones variables de CaCl2 a pH 7,0 y 25 °C. En ausencia de CaClz, las
distribuciones fueron bimodales para 10 g/L y trimodales para 50 g/L. Sin embargo,
la concentracién de CMP no influyé en la posicion del primer pico, 2,3-2,5 nm. El
software del equipo Zetasizer Nano-Zs permitié estimar el grado de asociaciéon
molecular en cada caso sabiendo que la forma monomérica del CMP
(aproximadamente 7,5 kDa) presenta un valor de d(H) de 2,6 nm (Farias y col.,
2010). La Figura 3.1 muestra el valor maximo del d(H) del pico predominante y los
correspondientes estados de asociacion obtenidos en presencia de distintas
cantidades de CaClz para ambas soluciones de CMP: 10 g/L (A) y 50 g/L (B). Para
ambos casos, se observd que el d(H) se desplazd hacia tamafios mayores hasta
alcanzar un valor maximo (5,6 nm). Es decir, el péptido en presencia de CaClz se
autoensambldé desde mondémeros a dimeros, tetrameros y finalmente hexameros

dependiendo de la concentracion de CaClz presente en el medio.

] pH 7,0

Z-average (nm)

2 I I I I I
0 20 40 60 80 100

mM de CaCl,

Figura 3.2. Valor de Z-average en funcion de la concentracion de CaClz de soluciones de 10 g/L de
CMP a25°C (O)y 37°C (V¥)apH 7. Las barras representan el desvio estandar.
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Tanto para las soluciones de 10 g/L como de 50 g/L de CMP, el estado de
asociacion maximo (hexameros) se obtuvo para una relaciéon comprendida entre 1y
1,2 mmoles CaClz/g de CMP. Estos resultados confirmaron que el estado de
asociacion del CMP dependi6é unicamente de la relacion CaCl2/CMP y no de la

concentracion del péptido.

Un ensayo similar se realiz6 a 37 °C con el objeto de estudiar si la asociacion
molecular entre el CMP vy el calcio se ve modificada con la temperatura. Los
resultados fueron analogos a los obtenidos para 25 °C, demostrando que las
distribuciones de tamanos de particula no fueron afectadas a 37 °C (datos no
mostrados). En la Figura 3.2 se muestra que el tamafo promedio (Z-average) de las
particulas no difiri6 con la temperatura. En general, la temperatura afecta a las
condiciones de equilibrio en las interacciones calcio-péptido (Hou y col., 2018). El
CMP parece ser una excepcion. A pH superiores a 4,5, la temperatura hasta 85 °C
no afecta a las distribuciones de tamano de particula del CMP solo (Martinez y col.,

2011), aqui se observa el mismo efecto en presencia de calcio.

Basados en nuestros hallazgos, se puede afirmar que la forma de asociacion del
CMP en presencia de CaClz sigue un mecanismo desde los monémeros hasta los
dimeros (0,3 - 0,4 mmoles CaClz/g de CMP), luego tetrameros (0,7 - 0,8 mmoles
CaCl2/g de CMP), y finalmente hexameros (1 - 1,2 mmoles CaClz2/g de CMP que
equivale a 7,5 - 9 mol CaCl2/ mol CMP), donde alcanzé su estado de asociacion

maximo indicando que esta relacion es su maxima capacidad ligante.
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2. Determinacion de la capacidad ligante de calcio del CMP

2.1. Dialisis

El objetivo de esta Seccion fue evaluar la capacidad ligante de calcio del CMP por la
metodologia clasica de cuantificar la fraccién no dializable de calcio. Esta fraccion es
aquella que se encuentra unida al CMP y por ello no puede atravesar la membrana
de dialisis. Durante las primeras horas del ensayo, la concentracion de calcio dentro
de la bolsa de dialisis decrecio rapidamente, hasta alcanzar el equilibrio (24 h). El
decrecimiento rapido de la fraccion de calcio en los primeros momentos se debe a la
facil difusion de los iones a través de la membrana semipermeable, que no puede
ser atravesada por el CMP. Los iones calcio difunden debido a la diferencia de

potencial quimico entre la solucion del interior de la bolsa y el agua ultrapura en el

exterior.

Dado el impacto de la fuerza idnica en el estado de asociacion del CMP, se eligio
dializar la muestra contra agua ultrapura a pH 7 y no contra una solucion buffer Tris—
HCI como se usa en la bibliografia (Bao y col., 2007; Bennick, 1976). La técnica
(Seccion 2.8, Materiales y Métodos) consistio en dializar una solucién de 10 g/L de
CMP y 20 mM de CaCly, la relacion CaCl2/CMP fue el doble de la 6ptima hallada en
la Seccion 1 de este Capitulo. El calcio no unido al CMP es el que atravesé la
membrana de dialisis. En forma paralela se realizé el mismo procedimiento con una
solucion de CMP a la misma concentracion sin calcio adicionado (Blanco). El calcio
dentro y fuera de la bolsa de diadlisis se determin6 por Espectroscopia de Absorcion

Atémica.

La fraccion de calcio que no atravesé la membrana de dialisis (calcio retenido en la
bolsa de dialisis junto al CMP) fue del 64,4 £ 3,3 % y represento el calcio unido al
CMP (a pH neutro y temperatura ambiente). Los calculos se encuentran en el Anexo
I, al final de este Capitulo. Con los experimentos realizados, se estimé que 1,3 £ 0,1
mmol de Ca?* se encontraron unidos a 1 gramo de CMP que equivale a 9,5 mol
Ca?*/mol CMP. Estos resultados fueron similares a los obtenidos anteriormente con

la técnica de DLS.
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2.2. Conductimetria

La conductividad de una solucion esta directamente relacionada con la facilidad que
tiene una corriente eléctrica para fluir por ella. Cuantos mas iones estén libres en
una solucion, mayor sera su conductividad. Las medidas de conductividad se
emplearon satisfactoriamente en el monitoreo de la composicion de la leche y los
cambios en la estabilidad de emulsiones, como asi también en la examinacion de
soluciones proteicas afectadas por las sales (Dybowska, 2011). La determinacion de
la conductividad de una solucion proteica es un método indirecto para detectar

cambios conformacionales (Rodriguez Furlan y Campderrds, 2015).
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Figura 3.3. A) Evolucidn de la diferencia en la conductividad (Ak) entre soluciones de CaClz con
20g/L de CMP y soluciones de CaClz en agua ultrapura a 25 °C.
B) Evolucion del pH de las soluciones de CMP y CaClz.
Las barras representan el desvio estandar.
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Se registré la conductividad de soluciones de 20 g/L de CMP y concentraciones
variables de CaClz a 25 °C (Seccion 2.10, Materiales y Métodos). Paralelamente,
se midi6 la conductividad de soluciones de CaClz a la misma concentracion.
Obviamente, la conductividad de una solucién de CMP fue superior a la del agua
ultrapura, porque algunos minerales como el calcio, el sodio, el potasio y el fosforo
que se encuentran en el suero quedan atrapados durante la etapa de secado del
procesamiento del CMP. Estos iones son los que contribuyeron a la conductividad
inicial de las soluciones (1,1 mS cm). En presencia de CaClz, las soluciones
difirieron en el valor de su conductividad, siendo superiores aquellas con CMP.
Cuando la cantidad de calcio agregado fue suficiente para neutralizar el efecto del
CMP, los valores de ambas soluciones se aproximaron. La diferencia de
conductividad entre ambas soluciones se denomin6 “Ax” como en Valente y col.
(2011).

La Figura 3.3 A muestra el Ak en funcion de la concentracion de CaClz. De su
observacion, surge que la Ax decrecio con el aumento de la concentracién de CaCla.
En general, si se produce una asociacion entre una sal y otra molécula, la sal se
vuelve menos efectiva como portador de carga y la Ax disminuye (Valente y col.,
2011). A partir de una concentracion de 30 mM de CaClz, el Ak alcanz6é un minimo
(cercano a cero), indicando que el CMP dej6 de tener efecto en la distribucién de las
cargas. Sabiendo que la interaccion entre el CaClz y el CMP sigue una relacion
estequiométrica por los ensayos antes vistos, en esta técnica el valor encontrado
como 6ptimo fue 1,5 mmol de Ca?*/g de CMP que equivale a 11 moles Ca?*/mol
CMP.

También, se registré el pH de las soluciones, pero sin ajustarlo para no influir en la
fuerza ionica (Figura 3.3 B). Se observé un descenso del pH (desde 6,6 a 6,0) que
fue similar al obtenido en la en la Figura 1.7 (Capitulo 1) para la concentracion de
5% de CMP. La variacién del pH con el agregado de iones es un indicador de un
posible cambio en la conformacién de una proteina debido a cambios en la

interaccién con el medio (Rodriguez Furlan y col., 2015).
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Figura 3.4. A) Evolucién de la diferencia en la conductividad (Ax)entre soluciones de CaClz
con 20g/L de B-lg y soluciones de CaClz en agua ultrapura a 25°C.
B) Evolucion del pH de las soluciones de B-lg y CaClz.
Las barras representan el desvio estandar.
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Para reconocer si el efecto del CMP en la conductividad de las soluciones de CaClz
es comun a toda proteina, resulté de interés realizar un ensayo similar con -
lactoglobulina (B-Ig) que es reconocida por no interaccionar con el CaClz a pH neutro
(Carnovale y col., 2015; Damodaran, 2018; Erabit y col., 2013). La B-Ig es la proteina

mayoritaria del suero de queso.

La diferencia de conductividad (Ax) entre las soluciones de CaClz en presencia de 3-
lg y en ausencia de ella se muestra en la Figura 3.4 A. En todos los casos el Ak fue
cero, sefialando que la conductividad tanto en presencia como en ausencia de B-Ig
fue la misma y, por lo tanto, no hubo ningun tipo de interaccion con el CaClz. Estos
resultados coincidieron con Carnovale y col. (2015) quienes demostraron mediante
dicroismo circular que la conformacién de la B-lg no se altera en presencia de CaCla.
El pH de las soluciones de B-Ig no varié con la concentracion de CaClz (Figura 3.4
B).
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2.3. Solubilidad de CaCl: en etanol en presencia de CMP

Otro ensayo interesante para determinar la capacidad de unién del CMP al calcio es
a través de la técnica de solubilidad en etanol, la cual se describe en la Seccién
2.14, Materiales y Métodos y es una adaptacion de la utilizada por Zhao y col.
(2014). La técnica consiste en colocar CMP y CaCl2 en exceso de forma tal que se
produzca la saturaciéon de todos los sitios posibles de union del CMP y poder
determinar asi la capacidad maxima de unién. Posteriormente, se adiciona a la
mezcla etanol absoluto con el objeto de precipitar al péptido con calcio unido. En el
sobrenadante quedara el exceso de calcio que no reacciond. En general, esta
metodologia se usa para aislar un complejo péptido/calcio de un hidrolizado proteico,
que luego se separara por cromatografia (Wang y col., 2018; Zong y col., 2012). En
este caso, el analisis se limité a la cuantificacidon del calcio no unido presente en el
sobrenadante mediante titulacion con EDTA. Conociendo el calcio total agregado
inicialmente y el calcio no unido (soluble en la solucion etandlica del sobrenadante y
titulado con EDTA) se puede calcular cuanto calcio unido al CMP precipité a través

de la siguiente ecuacion:

Cay= Cat- Cas Ecuacion 18

donde Car es el calcio total agregado y conocido, Cas es el calcio que quedd en
exceso en el sobrenadante y determinado por titulacion con EDTA y Cau el calcio

unido al CMP y precipitado juntos, luego de la adiciéon de etanol absoluto.

El contenido de calcio aportado por la muestra de CMP (1,5 g/L) fue sumado al

contenido total y fue 0,25 mM de Ca?".

Este ensayo se realiz6 dejando fija la concentracion de CaClz2 (8 mM) y variando la
concentracion de CMP (1; 1,5; 2 y 2,5 g/L). Los resultados de este ensayo se
pueden observar en la Figura 3.5 en donde se grafica la cantidad de calcio unido al

CMP (moles de Ca*?/g) en funcion de la concentracion variable de CMP.
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La cantidad de calcio unido por g de CMP vari6 entre 1,2 y 1,7 mmol de Ca?*/g de
CMP, que equivalen a 9 — 12 mol de Ca?*/mol CMP, valores similares a los

obtenidos por las otras técnicas de esta tesis.

Es importante destacar que al incrementar la cantidad de CMP en la muestra mas
alla de 2 g/L, la cantidad de calcio unido no vari6 significativamente, indicando que

existe una concentracion maxima de CMP que puede emplearse en esta técnica.
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Figura 3.5. Moles de Ca?* unidos por g de CMP en funcién de la concentracion de CMP (g/L) en
solucion etandlica, a pH 7 y 25 °C.
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2.4. Isotermas de unién de Ca?*

La construccion de isotermas de union de Ca?* a través de una técnica
electroquimica es una metodologia muy utilizada no solamente para reconocer la
cantidad de calcio que se une a una proteina o péptido sino también para calcular su
constante de asociacidon. La metodologia es simple, se titula una solucion de
proteina con una solucidon de concentraciéon conocida de CaCl2 (Seccién 2.11,
Materiales y Métodos). Se ha aplicado esta técnica para diferentes proteinas y
péptidos desde la década del 70 hasta la actualidad. Son muchos los trabajos
recientes que analizaron el calcio ligado de esta manera, por ejemplo, para
aminoacidos y péptidos pequenos (Tang y col., 2016); hidrolizados de proteina de
Krill antartico (Hou y col., 2018), fosfovitina (Zhang y col., 2016), para proteina de

soja (Urbonaite y col., 2015), entre otros.

Después de la adicién sucesiva de 50 uL de 200 mM CaCl2 a 50 mL de una solucion
de 2 g/L de CMP y 3,5 M KCI se determino la concentracion de calcio libre (CaL) con
un electrodo de ion selectivo a pH 7, 8 y 9. Para considerar constante el efecto de la
fuerza ionica, se incorpord6 KCl a la solucion de CMP a modo de mantenerla
constante (Haghtalab y Badizad, 2016). Los valores de pH fueron seleccionados
para favorecer la unidén de calcio tanto a los grupos fosfatos como carboxilatos
(Mekmene y Gaucheron, 2011). El electrodo de ion selectivo determina la actividad
de calcio libre y no su concentracion. La siguiente ecuacion relaciona actividad con

concentracion:
_ 4

= Ecuacion 14
Yi

Ci

donde, c; es la concentracion de calcio libre (CaL); a; es la actividad de calcio y y;

es el coeficiente de actividad del calcio. El calcio unido (CaU) se obtuvo por
diferencia entre el calcio total (CaT) determinado por espectroscopia de absorcion

atéomica y el calcio libre (Cal) determinado con el electrodo de calcio:

Cay= Car- CaL Ecuacién 15

donde, Cav es el calcio libre; Cau es el calcio unido al CMP y Car es el calcio total.

El calcio unido se expresa por g de proteina para evitar inexactitudes con respecto al

estado de agregacion (o asociacion) de las proteinas/péptidos (Lee y col., 1977).
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Si se grafica el Cau (mmoles de Calcio unido/g de CMP) en funcion del CaL se
obtienen las isotermas de union de calcio en las cuales se pueden reconocer los
sitios de alta y baja afinidad. Los sitios de alta afinidad son saturables mientras que
los de baja afinidad permanecen no saturables aun a concentraciones altas de Ca.
(Kilhoffer y col., 1988). Es decir que, para los sitios de baja afinidad, el Cau seria

directamente proporcional a la concentracion del CaL.

Las isotermas de union de Ca?* para el CMP a diferentes condiciones de pH (7, 8 y
9) se muestran en la Figura 3.6. A todos los pH estudiados, las isotermas mostraron
una “zona de alta afinidad” en la cual el Cau se mantuvo constante aun aumentando
la concentracion de CaL. El valor de saturacion encontrado para los tres valores de
pH fue 0,1 mmoles de Ca/g de CMP. Sin embargo, la concentracion de CaL
disminuyo ligeramente con el aumento del pH: 2,1; 2,1y 1,4 mM parapH 7, 8 y 9,
respectivamente. La “zona de alta afinidad” se encuentra sefialada en cada curva de
la Figura 3.6. Hou y col. (2018) realizaron un experimento similar para péptidos
obtenidos de hidrolizados de krill antartico y encontraron una curva que se saturo
para una relacion de 0,04 mmol/g para una concentracién de CaL de 0,3 mM a pH
7,0.

Una vez alcanzado el Cau de saturacion (0,1 mmoles de Ca/g de CMP), el Cau fue
proporcional a la concentracién de Cai, sin alcanzar un valor maximo o “plateau”
como se observa para las tres isotermas de la Figura 3.6. Esa region se denomino

“Zona de baja afinidad”.

A partir de los datos logrados también pueden construirse las graficas de Klotz, que
se obtienen graficando la inversa del Cau vs la inversa del CaL (1/ Cau vs 1/ CaLr). En
una situacién ideal se consigue una recta a partir de la cual se puede calcular la
constante de asociacion aparente y la cantidad maxima de moles de calcio unidos.
Este es el modelo mas comunmente usado en la bibliografia para el calculo de la
constante de asociacion de un péptido (Berrocal y col., 1989; Jung y col., 2006; Zong
y col., 2012).
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De las curvas se obtuvieron la constante de asociacion aparente (Kap) y la cantidad

maxima de moles de calcio unido por mg de CMP (n)).

1 1 1 N
= + — Ecuacion 16
Cay n; Kgp Cap, n;

La Kqp se definié segun Vavrusova y Skibsted (2014) como:

[CaL™]
Kap =

= W Ecuacion 37

Siendo L el ligando, que en este caso es el CMP.

Los graficos de Klotz para el CMP se presentan en la Figura 3.7 para las tres
condiciones de pH evaluadas (7, 8 y 9). Cada diagrama muestra dos o tres rectas,
todas de buen ajuste (R?> 0,917). Este comportamiento claramente demuestra que
son varios los sitios de unién con Ca?* en el CMP. Zhang y col. (2016) reconocieron
dos rectas en los diagramas de Klotz y las adjudicaron a dos comportamientos
diferentes en la union del Calcio con la fosfovitina, un comportamiento para los sitios
de alta afinidad y el otro para los de baja afinidad. También Lee y col. (1977)

reconocieron dos rectas para una fosfoproteina de la dentina.

Tabla 3.1. Kop y n; en condiciones de bajo calcio libre (sitio de alta afinidad) obtenidos del
grafico de Klotz. Se asumié una masa molecular promedio para el CMP de 7500 Da.

pH 7 8 9

Kap (L mol”) 1700 + 3002 2200 + 3002 1600 + 502

n; (moles de Ca?*/mol
de CMP 0,93 + 0,042 1.26+0,212 0,87 +0,122

Letras diferentes representan diferencias significativas a p > 0,05.
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Los moles de maximo Ca?* unido expresados por mol de CMP (n;) y los valores de
Kap obtenidos del ajuste matematico de los datos en la condicion de bajo calcio libre
(valores altos de 1/CaL) se muestran en la Tabla 3.1. Para los calculos se considero
una masa molecular promedio para el CMP de 7500 Da (Mollé y Léonil, 2005). Se
puede observar en dicha tabla que la cantidad maxima de Cau fue independiente del
pH, siendo este valor cercano a 1 mol de Ca?* por mol de CMP, y corresponderia a
un sitio de alta afinidad posiblemente relacionado con su grado de fosforilacion.
Segun Mercier y Vilotte (1993), el residuo de Ser en posicion 44 se encuentra
siempre fosforilado. Mekmene y col. (2011) analizaron la Ksp y el numero de sitios
de union con el Ca?* del caseinato de potasio. Estos autores sugirieron que los sitios
de union anidnicos tienen la misma afinidad que los grupos fosfato a pH 6,8. Un
analisis similar fue realizado por Berrocal y col. (1989) para caseinofosfopéptidos,
concluyendo que la cantidad de calcio unido a los péptidos esta relacionado

directamente a su contenido de fésforo.

Los valores de Kup fueron aproximadamente 2.10% L mol' y no dependieron del pH
(Tabla 3.1), reforzando la hipétesis de que el sitio de alta afinidad esta fuertemente
ionizado en los tres pH estudiados. Zhang y col. (2016) determinaron una Kqp para el
sitio de alta afinidad de la fosfovitina de aprox. 10* L mol-! independiente del pH
entre 7 y 8 usando la misma técnica. Lee y col. (1977) también encontraron una Kap
mas alta (3,6 .10* L mol") para el sitio de alta afinidad de una fosfoproteina obtenida

de la dentina bovina.

Tabla 3.2. Kqpy n; en condiciones de alto calcio libre (sitio de baja afinidad) obtenidos del
grafico de Klotz. Se asumié una masa molecular promedio para el CMP de 7500 Da.

pH 7 8 9
Kap (L mol!) 132+£308 634 120 33+ 15
n; (moles de 79+18 1100488  14,0+06°

Ca?/mol de CMP)

Letras diferentes representan diferencias significativas a p > 0,05.
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En condiciones de alto calcio libre (sitios de baja afinidad), se encontré que la
cantidad maxima de calcio unido aumentd con el crecimiento del pH desde 7 a 9
(Tabla 3.2). En este caso, un mol de CMP uni6 entre 8 y 14 moles de calcio. Esto
sugiere que son otros los grupos que pueden ligar calcio mas alla del residuo de Ser
fosforilada. Entre los aminoacidos, el aspartico y el glutamico son fuertes ligantes de

calcio, aunque débiles en comparacién a otros aniones.

Sin embargo, el efecto sinérgico es evidente tal como describieron Vavrusova y col.
(2014) para otros polipéptidos. Por otro lado, si bien el nimero de moles de Ca?* que
incorpord el CMP aumentd con el pH, la Kqp tuvo el efecto opuesto al esperado. Los
valores de Kap en condiciones de alto calcio libre dependieron del pH: disminuyeron
desde 132 L mol! (pH 7) a 33 L mol (pH 9). También Lee y col. (1977) hallaron una
Kap para los sitios de baja afinidad que fue dos 6rdenes de magnitud mas baja para
los sitios de alta afinidad de una fosfoproteina de la dentina bovina. Mekmene y col.
(2011) encontraron una K.y de 191 L mol' para caseinofosfopéptidos a pH 6,5 y 154
L mol-' para caseinato de potasio a pH 6,8. Ademas, el CMP tiene ocho residuos de
Glu correspondientes a las posiciones 13, 24, 32, 35, 42, 46, 49 y 53 y dos residuos
de Asp en las posiciones 10 y 43 (Brody, 2000). Esto sugiere que los grupos
carboxilatos (residuos de glutamato y aspartico) estarian también involucrados en la

unién con el calcio del CMP.

No solamente la Ser fosforilada podria ser la responsable del sitio de alta afinidad
del CMP por el calcio. Aproximadamente un 50% del CMP esta glicosilado (Thoma-
Worringer y col., 2006), y el acido sialico se encuentra entre un 5y 11% en peso del
total de CMP, dependiendo de su origen y modo de obtencion (Fernando y Woonton,
2010). Considerando una masa molecular de acido sialico de 309 g/mol, se puede
estimar que un mol de CMP contiene entre 1,2 y 2,7 moles de acido sialico. Como el
complejo formado por la unién entre el sialico y calcio es 1:1 (Jaques y col., 1977),
cada mol de CMP puede unir entre 1 y 3 moles de calcio por la presencia de sialico.
Por ello, el grado de glicosilacion del CMP no es un dato menor si se desea analizar

su capacidad ligante de calcio.

En resumen, considerando todos los posibles sitios de interaccion (de alta y baja
afinidad) el CMP puede llegar a unir hipotéticamente entre 11 y 14 moles de calcio

por mol, un dato similar al obtenido en este ensayo.
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Conclusiones generales del Capitulo 3

Fue posible la evaluacion de la capacidad ligante de calcio del CMP a través de
diversas técnicas: DLS, didlisis, conductimetria, solubilidad de CaClz en etanol,
construccion de isotermas de union de Ca?*. Los resultados obtenidos en cada
técnica fueron similares y lograron corroborar que la capacidad maxima de union de
calcio del CMP fue aproximadamente de 1,2 mmoles Ca?*/g de CMP que equivale a
9 mol Ca?*/mol de CMP a pH 7.

Dentro de las técnicas evaluadas, la construccion de isotermas de union permitio
interpretar mejor el mecanismo de interaccion del CMP con el calcio y obtener una
constante de asociacion aparente. Se puede concluir, en primer lugar, que un mol de
CMP une una cantidad equivalente de iones calcio, es decir una relacion 1:1 con una
Kap de 2 .103L mol'. Posiblemente, este sitio de alta afinidad esté relacionado con la
fosforilacion del CMP. A concentraciones mas altas de calcio en solucion, cada mol
de CMP liga mas debilmente entre 8 y 10 moles de calcio a pH 7 en sitios de baja

afinidad con una Ka» de 130 L mol' y fue dependiente del pH.

En segundo lugar, la electronegatividad de las moléculas puede explicar la
formacion de estructuras asociadas por pares de moléculas de CMP (dimeros,
tetrameros, hexameros) en presencia de CaClz. Una molécula de calcio se une a
una molécula de CMP en un sitio de alta afinidad. La neutralizacion de esa fuerte
carga negativa (del sitio de alta afinidad) permite la interaccion entre dos moléculas
de CMP a través de los pocos aminoacidos hidrofdbicos cercanos al residuo N-
terminal formando dimeros. Al incorporarse mas calcio a la solucion de CMP, los
grupos negativos (fosfatos, carboxilatos y glicésidos) de las moléculas vecinas
reemplazan a los contraiones ClI- o OH" y se asocian en forma de tetrameros. Con
mayor cantidad de calcio presente, los tetrameros se unen a los dimeros que se
encuentran en abundancia. Una vez alcanzada la equivalencia electrostatica
(determinada por la conductimetria) en aproximadamente 1,2 mmoles/g de CMP, el

CMP se asocia a hexamero.
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ANEXO I: Calculos de la determinacioén de la fraccién no dializable de calcio

Al comienzo de la

didlisis En el equilibrio

Bolsa de dialisis
(5 ml)

Agua ultrapura

- @ 10g/LCMP
® 0,2% =20 mM CaCl , &
2% =20m alClz oIy ®
\ \ - [ ] Q‘B 5 l
S . __,_.._,--' - ”‘--\._‘_.__ ™ .-""-
Cambios de agua
sucesivos cada 8-10 hs
Datos:

e Volumen de la bolsa dialisis= 5 ml

e Contenido inicial de calcio del CMP = 6,82 mg Ca?‘/g CMP

e Concentracion de CMP dentro de la bolsa de didlisis= 10 g/L
e Concentracion de CaCI2 dentro de la bolsa de didlisis= 20 mM

e Peso Molecular CaCIZ: 111 g/mol

e Peso Molecular Ca?* = 40 g/mol

o El Calcio fuera de la bolsa de dialisis fue determinado por espectroscopia de absorcion
atomica (EAA)

e Se realizé un Blanco conteniendo s6lo CMP 10 g/L.

Concentracion de calcio determinado fuera de la
bolsa de dialisis por EAA (Calcio que atravesod la
membrana) (mg/L)

Blanco | Dializado A :?;32;2:33
Muestra 1,529 2,785 2,835
Duplicado 1,193 2,782 2,777
Promedio 1,361 2,7835 2,806
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CALCIO TOTAL — CALCIO CALCIO
dentrode labolsade CT—1 Aportado por el Aportado por el
didlisis CaCl, CMP
02g 1 mol 1000 mmol

=9.1072 mmol Ca?*

Calci tad [CaCl, = . . 1.
alcio aportado por el CaCl, = oo 111g m T ol

Calci tad icmp = 08 682mgCa . o 1L dlmmol o olcazt
aCloapOTa Opore = 1L . 100g . mi. 1000m1 40mg = ) . mmo a

Calcio Total dentro de la bolsa =9.107% 4+ 8,5.1073 = 0,099 mmol Ca?*

Blanco:

1,361 mg 1 mmol

Calcio fuera de la bolsa de didlisis = 1000ml * 40 mg

. 958,47 ml = 0,033 mmol Ca?*

Masa de CMP dentro de [la bo]sa:%. 5ml. 1L _ 0,05g
L 1000 ml

Dializado A:

El calcio total determinado fuera de la bolsa de dialisis por EAA fue restado por el

valor del calcio determinado en el blanco:

2,7835mg 1 mmol

Calcio total fuera de la bolsa de didlisis (EAA) = 000ml * domg "

991,47 ml = 0,069 mmol Ca?*

Calcio fuera de la bolsa de didlisis = Calcio total fuera de la bolsa de didlisis - Ca del blanco

Calcio fuera de la bolsa de dialisis= 0,069 mmol —0,033 mmol = 0,036 mmol Ca®*

Calcio ligado = Calcio inicial total — Calcio fuera de la bolsa de diilisis

Calcio ligado = 0,099 mmol —0,036 = 0,062 mmol Ca?*

Fraccion no dializable de calcio (mmol Ca?*/g CMP) :%?:;Ol = 1,24 mmol Ca%* /g CMP
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Dializado B:

El calcio total determinado fuera de la bolsa de dialisis por EAA fue restado por el

valor del calcio determinado en el blanco:

Calcio fuera de la bolsa de dialisis= 0,066 mmol —0,033 mmol = 0,034 mmol Ca%*

Calcio ligado = Calcio inicial total — Calcio fuera de la bolsa de dialisis

Calcio ligado = 0,099 mmol —0,034 mmol = 0,065 mmol Ca?*

Fraccion no dializable de calcio (mmol Ca?*/g CMP) :%?;nm = 1,30 mmol Ca?*/g CMP
BLANCO DIALIZADO A DIALIZADO B
Volumen de aguafuera | ggg 47 o 991,47 ml 947,05 ml
de la bolsa
CALCIO TOTAL INICIAL=
Aportado por el CaCl: + el 0,098615 0,098615 mmol | 0,098615 mmol
aportado por el CMP mmol
iniciales (mmol)
CALCIO FUERA TOTAL
de la bolsa de didlisis | 0020 19| 0,0689930 mmol | 0004355
(Determinado por EAA)
CALCIO FUE!-'\T/-_\ Qe la ) 0,036382 mmol 0,0338236
bolsa de dialisis mmol
CALCIO LIGADO =
CALCIO TOTAL INICIAL - 0,0647914
CALCIO FUERA de la - 0,062233 mmol mmol Desvio
bolsa de dialisis PROMEDIO | Estandar
FRACCION NO 1.24466 mmol 1,295828 1,27024588
DIALIZABLE DE CALCIO - ’Caz"l CMP mmol Ca?*/g mmol 0,03618069
(mmol Ca2*/g CMP) 9 CMP Ca?/g CMP
FRACCION NO
DIALIZABLE DE CALCIO 9,71872115 | 9,52684407
(mmol Ca2*/mol CMP) ; Senoede mol | mol Ca®*/mol | mol Ca*/g |0,27135518
(masa estimada del CMP CMP CMP

7500 Da)

Resultados: Fraccion no dializable de calcio (Unido al CMP)

PROMEDIO Desvio Estandar
1,3 mmol Ca?'/g CMP 0,1
9,5 mol Ca?*/mol CMP 0,3
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Capitulo 4 — Inhibicion de la precipitacion de sales de calcio por el CMP

CAPITULO 4

Durante la digestion de los alimentos, al ingerir una sal de calcio, debido a la acidez
que prevalece en el estbmago se forma calcio idénico que puede precipitar como
fosfatos y carboxilatos cuando el quimo (alimentos parcialmente digeridos) se
transfiere a las condiciones cada vez mas alcalinas que prevalecen en el intestino, a
menos que una unién compleja competitiva impida la precipitacion. El proceso de
precipitacion resultante del aumento del pH puede inhibirse cinéticamente y, en
efecto, aumentar la bioaccesibilidad. La bioaccesibilidad se define como la fraccion
soluble de un compuesto que se libera del quimo en el tracto gastrointestinal y, por
lo tanto, esta disponible para su absorcion intestinal (generalmente basada en
procedimientos in vitro) (Burgos y col., 2018). Esta bien establecido que, aunque la
cantidad total de un nutriente es potencialmente bioaccesible, muy pocos se
convierten completamente en su forma soluble para su absorcién durante la
digestion. La bioaccesibilidad es el primer paso para que un nutriente esté
disponible, o sea que pueda ser liberado de la matriz alimenticia para introducirse en

las células del intestino.

La absorcion del calcio tiene lugar en el intestino en un transporte transcelular
regulado por la Vitamina D principalmente en el duodeno, o por un proceso
paracelular no saturable a través del intestino, donde el pH es ligeramente alcalino y
la reprecipitacion suele disminuir su bioaccesibilidad (Vavrusova y col., 2014a). El
transporte de calcio transcelular involucra tres pasos principales: 1) la entrada a
través de la membrana del borde en cepillo del enterocito, 2) el movimiento
intracelular y 3) la secrecion a través de la membrana basolateral hacia el liquido
extracelular. El transporte paracelular no depende de la vitamina D, sino de la
solubilidad del calcio, del tiempo en que el quimo pasa a un segmento intestinal
particular, y de la permeabilidad de la mucosa al calcio. El transporte paracelular
representa la mayor parte de la absorcion de calcio cuando la ingesta es adecuada y

especialmente cuando es alta (Bronner y Pansu, 1999).

La reduccién de la bioaccesibilidad de calcio con sus consecuencias para la salud
parece estar relacionada con la precipitacion de calcio en esta etapa de la digestidon

y la ausencia de ligandos o inhibidores para la precipitacion.

El objetivo de este capitulo fue evaluar la inhibicion de la precipitacién de sales de

calcio por el CMP. En primer lugar, se estudié con CaCl2 y CaCOs en un medio
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alcalino simulando el pH y la fuerza iénica del intestino (buffer fosfato pH 8).
También se analizé si dicha inhibicidon se vio afectada por un tratamiento previo de
cambio de pH del CMP (pasar de pH 7 a 3,5 y luego volver a 7). En segundo lugar,
se analizé el efecto del CMP en la solubilidad acuosa del citrato de calcio (CitzCas) y

el lactato de calcio (Lacz2Ca), que son sales de uso terapéutico.
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1. Inhibicién de la precipitacion de sales de calcio por el CMP en buffer fosfato

Uno de los ensayos clasicos que se utilizan para determinar la capacidad ligante de
calcio de los péptidos y proteinas es la solubilidad de sales de calcio (CaClz o
CaCOs) en buffer fosfato a pH 8. Dicho ensayo simula la precipitacion de fosfato de
calcio que se lleva a cabo en el medio intestinal (rico en fosfatos y pH alcalino) y que
afecta la bioaccesibilidad del calcio. Se considera que la inhibicidn de la precipitacion
esta relacionada directamente a la capacidad ligante de calcio de los péptidos vy
proteinas, los cuales permanecen solubles en el buffer fosfato. De nuestro
conocimiento, este ensayo fue reportado por primera vez por Sato y col. (1991) para
caseinofosfopéptidos. Se ha utilizado para determinar la capacidad ligante de calcio
de un péptido de soja (Bao y col., 2008), de hidrolizados de proteinas de Auxis
thazard una especie de atun (Chen y col.,, 2019), de hidrolizados de frijoles
(Budseekoad y col., 2018), de péptidos de hidrolizados de proteinas del suero de
queso (Zhao y col., 2014) y, recientemente, Zhang y col. (2019) determinaron la
capacidad ligante de calcio un decapéptido proveniente de los huesos de un pez

(Gadus Macrocephalus) con esta técnica.
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Concentracién Ca?" (mg/L)

CMP (g/L)

Figura 4.1. Concentracion de calcio idnico en solucion buffer fosfato en funcion de la concentracion
de CMP. Sal: CaClz. Las barras representan el desvio estandar (n= 3).
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Por lo antes dicho, se realizd un ensayo exploratorio para determinar la
concentracion 6ptima de CMP que permita analizar su efecto en la inhibicién de la
precipitacion del fosfato de calcio. Para ello, se prepararon muestras con
concentraciones variables de CMP entre 0 y 10 g/L y concentraciones fijas de buffer
fosfato (20 mM) y CaClz2 (5 mM) segun la técnica descripta en la Seccién 2.13,
Materiales y Métodos. La determinacion de calcio en el sobrenadante (calcio
soluble) se realizé6 por espectroscopia de absorcién atomica. Los resultados se
pueden observar en la Figura 4.1. La solubilidad del Ca?* en buffer fosfato (pH 8) en
ausencia de CMP fue muy baja (3,2 + 0,8 mg L-") debido a la precipitacion de fosfato
de calcio insoluble. La presencia de CMP en concentraciones superiores a 0,5 g/L,
inhibié la formacion de fosfato de calcio de forma significativa. Por ejemplo, la
solubilidad del calcio aumento un 390% (12,4 + 0,5 mg L") en presencia de 1 g/L de
CMP. Notablemente, con mas de 5 g/L de CMP se alcanzé la maxima solubilidad
(aprox. 150 mg L™"). Jungy col. (2006) reportaron una capacidad ligante de calcio de
32 mg L para 0,25 g/L de un péptido de 1442 Da purificado a partir de proteinas de
espinas del pez Theragra chalcogramma. En el mencionado trabajo, el calcio soluble
fue determinado a través de un electrodo selectivo, que posee bajo nivel de
confiabilidad debido a la interferencia en la mediciéon de los aniones fosfatos. La
mejor forma de cuantificar el calcio en esta técnica es la absorcién atdmica, donde
previamente se precipitan los fosfatos con lantano para evitar interferencias. Por ello,

los resultados se expresan en mg de calcio idnico por unidad de volumen.

Agitacion
1 hora

Figura 4.2. Esquema del procedimiento de reversién del pH de las soluciones de CMP.
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Figura 4.3. Solubilidad de calcio i6nico en buffer fosfato con 1 g/L de CMP. Sal: CaClz. EI CMP
recibié un tratamiento de reversion del pH con diferentes acidos: acido fosforico (RFosforico);
clorhidrico (RClorhidrico); citrico (RCitrico); lactico (RLactico) y acético (RAcético). La muestra “Sin
Revertir’ correspondié al CMP que no sufrié reversion de pH. “Blanco”: ausencia de CMP. Las barras
representan el desvio estandar (n= 3). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

La segunda parte del ensayo consistié en cuantificar la inhibicién de la precipitacion
del fosfato de calcio por el CMP que recibié un tratamiento previo de reversion de
pH, es decir, partiendo del pH neutro, se disminuyd a 3,5 bajo agitacién durante 1 h
y luego, se llevd finalmente a neutro. La Figura 4.2 muestra el procedimiento de
reversion del pH de las soluciones. El cambio de pH se realiz6 con acido de alta
normalidad para evitar la dilucion del CMP como en Farias y Pilosof (2016). Se
utilizaron diferentes acidos (clorhidrico, citrico, acético, fosférico y lactico), con el
objeto de interpretar el efecto del anién en la inhibicién de la precipitacion de calcio.
Cada uno de los acidos tiene diferentes constantes de disociacién. EI HCI es un
acido fuerte y se ioniza completamente en solucion. Las constantes de disociacion
para los acidos lactico y acético son 3,86 y 4,8, respectivamente. Los restantes
acidos tienen tres constantes de disociacion (pKa): 3,1; 4,6 y 6,4 para el acido citrico
y 2,1; 7,2 y 12,7 para el acido fosférico. A pH 3,5, el CMP tiende a autoensamblarse

a través de interacciones electrostaticas (Farias y col., 2010) y su velocidad de
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autoensamblado es dependiente del pH, la temperatura y el tipo de acido utilizado
(Farias y col., 2016). Visualmente, el autoensamblaje se observa como un

enturbiamiento progresivo en las soluciones.

La Figura 4.3 muestra el efecto en la inhibicién de la precipitacion de fosfato de
calcio en presencia de CMP con tratamiento previo de reversién de pH cuando se
usa CaClz. Las muestras de CMP cuyo pH fue revertido con acido lactico (RLactico)
y acético (RAcético) no mostraron diferencias en la solubilidad presentada con
respecto al CMP sin reversion de pH (Sin Revertir) (p > 0,05). Sin embargo, la
presencia de CMP para estos casos representd un incremento del 380% en la
solubilidad de la muestra “Blanco” (ausencia de CMP), confirmando que el CMP
inhibe la precipitacién del fosfato de calcio, interactuando con el calcio iénico. Por
otro lado, la solubilidad del calcio iénico superd el 1100% en presencia de CMP cuyo
pH fue revertido previamente usando los acidos fosférico, clorhidrico y citrico
(RFosforico, RClorhidrico y RCitrico) con respecto a los ensayos “Blanco” y un 290%

con respecto al ensayo de CMP “Sin Revertir”.
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Figura 4.4. Solubilidad de calcio iénico en medio buffer fosfato con 0,5 g/L. de CMP. Sal: CaCOs. El
CMP recibié un tratamiento de reversion del pH con diferentes acidos: acido fosférico (RFosférico);
clorhidrico (RClorhidrico); citrico (RCitrico); lactico (RLactico) y acético (RAcético). La muestra “Sin
Revertir’ correspondio al CMP que no sufrid reversion de pH. “Blanco”: solubilidad de calcio en
ausencia de CMP. Las barras representan el desvio estandar (n= 3).
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Capitulo 4 — Inhibicion de la precipitacion de sales de calcio por el CMP

Con fines de comparacion, se realizé un ensayo similar usando CaCOs (Figura 4.4).
El CaCOs es muy utilizado en la industria farmacéutica como agente precipitante de
fosfatos en pacientes con hiperfosfatemia (D'Haese y col., 2003; Koiwa y col., 2018),
y, algunos autores prefieren su utilizacion para este ensayo (Chen y col., 2014). Las
concentraciones finales de las mezclas fueron 20 mM de buffer fosfato de sodio, 6
mM de CaCOs y 0,5 g/L de CMP. Los resultados mostraron que la solubilidad del
calcio i6nico en presencia de CMP revertido con acido citrico fue muy superior (26,4
+ 1,6 mg L") a los otros experimentos. Por otro lado, el CMP previamente revertido
con los acidos fosférico, clorhidrico y lactico aumentaron la solubilidad 150% con
respecto al CMP sin tratamiento previo. No hubo diferencias significativas en la
solubilidad del calcio iénico en aquellas muestras de CMP revertido previamente con
acido acético y sin revertir (p > 0,05). Los resultados confirmaron que el tratamiento
previo de cambio de pH del CMP con los acidos citrico, fosférico, clorhidrico y lactico

inhibid la precipitacion de fosfato de calcio en mayor medida que usando el CMP sin

revertir.
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Figura 4.5. Capacidad ligante de calcio del CMP (Sin Revertir) y con tratamiento previo de reversién
de pH con diferentes acidos: clorhidrico (RClorhidrico), citrico (RCitrico), fosférico (RFosférico), lactico
(RLactico), acético (RAcético) a pH 7. Las barras representan el desvio estandar (n= 3). Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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En el Capitulo 3 se mostré6 que la técnica de determinacién de la solubilidad de
CaClz en etanol en presencia de CMP es una técnica sencilla y rapida para evaluar
la capacidad ligante de calcio del CMP. EI CMP, que no es soluble en etanol,
precipita junto al calcio ligado. El calcio remanente, que permanece en solucion, se
titula con EDTA. La Figura 4.5 muestra los resultados obtenidos por esta
metodologia para soluciones de CMP con un tratamiento previo de reversién de pH
con diferentes acidos. No hubo diferencias significativas para el CMP sin tratamiento
(Sin Revertir) y aquél que fue revertido con acido lactico y acético (1,4 - 1,6 mmol de
calcio por g de CMP). Por otro lado, el CMP previamente revertido con los acidos
fosfarico, citrico o clorhidrico puede ligar entre 2 y 3 mmoles de calcio por g de CMP,
evidenciando la importancia de los aniones en la capacidad ligante de calcio del
CMP.
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Figura 4.6. Espectros FTIR del CMP (Sin Revertir) y con un proceso previo de cambio de pH desde
(7 a 3,5 volviendo a 7) con diferentes &cidos: lactico (RLactico), clorhidrico (RClorhidrico), fosférico
(RFosfdrico), citrico (RCitrico), acético (RAcético) a pH 7.
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Una fraccion de la cadena peptidica del CMP (aprox. el 50%) se encuentra
glicosilada en diferentes grados, siendo el acido sialico el glicésido mas abundante
(Thoma-Worringer y col., 2006). Siegert y col. (2012) encontraron que a valores de
pH acidos los glicosidos de la cadena peptidica del CMP se hidrolizan aun
almacenando la muestra a 5 °C. En los ensayos realizados, las soluciones se
mantuvieron durante 1 hora a pH 3,5, condicidon suficiente para hidrolizar
parcialmente (o totalmente) a los grupos glicosilados de la cadena peptidica del
CMP. El efecto en la intensidad de los espectros FTIR del CMP cuyo pH ha sido
revertido previamente con los acidos clorhidrico, fosforico, citrico, lactico y acético se
muestra en la Figura 4.6. La espectroscopia FTIR proporciona una metodologia
rapida y simple para reconocer la glicosilacion de manera semicuantitativa y
monitorear los procesos de deglicosilacidn, en contraste con otras metodologias mas

complejas como la espectrometria de masas (Khajehpour y col., 2006).

Se encuentran presentes, en todos los espectros, un valle ancho a 3300 cm™' que se
adjudica a estiramientos O-H vy las sefiales cercanas a 2900 cm™' a los estiramientos
C-H. Los espectros del CMP revertidos con los acidos fosforico, clorhidrico, acético y
citrico mostraron una sefial a 2358 cm™ que posiblemente se deba a una
interferencia de CO2 del ambiente ya que el estiramiento asimétrico entre el Cy el O
da una sefial a 2350 cm™ (Seichter y col., 2017). Las otras bandas mas facilmente
reconocidas son las amidas | (1700-1600 cm') y amidas Il (1600-1500 cm"). Estas
bandas fueron mas intensas para el CMP que sufrié una reversion de pH con los
acidos citrico y lactico. Las sefales de la banda amida | se adjudican a los
estiramientos C=0 y en la amida Il a las flexiones N-H y los estiramientos C-N
(Sheng y col., 2017). La sefial de 990 cm™ que representa a los residuos
fosforilados, se observa en todos los espectros, al igual que la sefal correspondiente

a los grupos carboxilatos (COO") a 1400 cm™.

Cuando se comparan los espectros de absorcion del CMP antes y después del
tratamiento de reversion de pH, se pueden observar notables diferencias en la zona
entre 1200 y 1000 cm™'. Estas bandas representan la absorcion de las proteinas que
tienen asociadas cadenas glicosiladas (Khajehpour y col., 2006; Sheng y col., 2017).
Las proteinas deglicosiladas, como por ejemplo el Citocromo ¢, no tienen absorcion
entre 1000 y 1200 cm'; en cambio, la mucina y el colageno, que estan glicosiladas,

tienen una fuerte absorcion a 1100 cm™ (Khajehpour y col., 2006). Se observa
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claramente en la Figura 4.6 una similitud en las bandas de esa sefial (1200 - 1000
cm™') en los espectros del CMP sin tratamiento y aquellos que han recibido un
tratamiento previo con acido fosférico, clorhidrico y citrico. Los espectros del CMP
cuyo tratamiento fue realizado con los acidos acético y lactico presentaron una
disminucion drastica de esta sefal en comparacion a los otros espectros. Un
resultado similar fue encontrado por Zhang y col. (2018), quienes caracterizaron la
glicosilacion de péptidos de suero de queso a través de FTIR. El péptido glicosilado
con galactosa presentd mayor absorcion entre 1200 - 1000 cm™' que aquel sin
tratamiento. También Jia y col. (2020), reconocieron la glicosilacion de WPI con xilo-
oligosacaridos (XOS) por FTIR. Después que el WPI se unié covalentemente con los
XOS, el numero de grupos hidroxilos en la cadena peptidica aumentd, y por

consiguiente también la intensidad del pico de absorcién en 1061 cm-'.

Intensidad (%)

d(H) (nm)

Figura 4.7. Pico predominante (en escala lineal) de las distribuciones de tamafos de particulas por
intensidad para soluciones de CMP al 3 % (p/p) a 25 °C y pH 7,0 con tratamiento previo de reversion

de pH con los acidos: clorhidrico (m); lactico ([]); acético (O) y citrico (A).
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Los resultados mostrados en las Figuras 4.3, 4.4 y 4.5 confirmaron que la
deglicosilacion (parcial) con los acidos lactico o acético no afecté a la capacidad
ligante de calcio en relacion a la muestra de CMP sin tratamiento. La deglicosilacion
del CMP, si afecta a otras propiedades funcionales, como por ejemplo la gelificacién
(Farias y col., 2010; Farias y col., 2016).

Los estudios realizados (solubilidad en buffer y etanol) confirmaron que el
tratamiento de reversion del pH para el CMP con acido clorhidrico, citrico y fosférico
incrementd la capacidad ligante de calcio. La presencia de los aniones fosfato y
citrato, con alta afinidad por el calcio iénico, pueden explicar la mayor capacidad
ligante para el CMP cuyo pH fue ajustado previamente con estos acidos, pero no lo
explica para el caso del clorhidrico. El autoensamblaje del CMP vy la reversibilidad
por pH depende del tipo de anion del acido utilizado (Farias y col., 2016). Las
distribuciones de tamafos de particulas del primer y predominante pico del CMP
previamente tratado con un cambio de pH se muestran en la Figura 4.7. Cuando el
pH se ajusta con acidos organicos (citrico, acético, lactico), se favorecen estructuras
de CMP mas asociadas (tetrameros y hexameros) via uniones hidrofébicas que no
pueden disociarse al incrementar el pH (Farias y col., 2016). Cuando el pH se ajusta
con HCI, se forman principalmente dimeros (3,6 nm) (via interacciones hidrofébicas)
que tampoco son afectados por un cambio de pH posterior (Farias y col., 2010;
Martinez y col.,, 2011). Evidentemente, son los dimeros de CMP los que se
encuentran mas disponibles para interaccionar con el calcio que los monémeros (2,3

nm), tetrameros (4,8 nm) o hexameros (5,6 nm).
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2. Inhibiciéon de la precipitacion de hidroxicarboxilatos de calcio (CasCitz y
Calacz) por el CMP

Como se menciond anteriormente, la absorcion de calcio depende del calcio libre, la
cual esta afectada por la presencia de fosfatos, carbonatos, oxalatos, fitatos (entre
otros aniones) que lo precipitan y la unién de calcio a moléculas organicas como los
péptidos pueden inhibir su precipitaciéon. En la Seccidén anterior se demostrd la
inhibicion de la precipitacion de fosfato de calcio por la presencia del CMP,
fendbmeno que se denomina sobresaturacion. La sobresaturacion de las sales de
calcio podria ser la clave del mecanismo para incrementar la bioaccesibilidad de los
hidroxicarboxilatos de calcio, que se usan en la fortificacion de alimentos y bebidas,
como el L-lactato de calcio, el b-gluconato de calcio y el citrato de calcio (Garcia y
col., 2018).

A pesar de su baja solubilidad en agua, el citrato de calcio (CasCitz) es la sal mas
prescripta como suplemento dietario para personas que sufren osteoporosis (Cano y
col., 2018; Garcia y col., 2018). La mayor biodisponibilidad del citrato de calcio en
comparacion al carbonato de calcio no esta completamente explicada. El citrato, asi
como otros hidroxicarboxilatos (gluconato, lactato, acetato o lactobionato) pueden
formar soluciones fuertemente sobresaturadas en condiciones isotérmicas y
bioldgicamente relevantes (pH neutro a alcalino). Entender la interaccion entre el
calcio con algunos de los iones presentes en la leche (citrato y lactato, en este
estudio) y el CMP, no solamente es importante desde el punto de vista nutricional,
sino también por su aplicacion tecnolégica, por ejemplo, evitar la formacion de
incrustaciones en cafierias y depositos. Ademas, la sobresaturacién del lactato de
calcio en quesos de larga maduracién podria ser una solucion a este problema
tecnolégico que se presenta en quesos coloreados como el Cheddar los cuales
presentan manchas blancas por la precipitacion de lactato de calcio en su superficie
(Phadungath y Metzger, 2011).

De acuerdo con esto, el objetivo de esta Seccion fue investigar la inhibicion de la
precipitacion de citrato y lactato de calcio en agua ultrapura y en presencia de CMP.
Se eligieron estas sales también por su efecto opuesto en la solubilidad (mas soluble
a bajas temperaturas). La entalpia de disolucién del citrato de calcio tetrahidratado
es exotérmica (Vavrusova y Skibsted, 2016) y la del lactato de calcio pentahidratado

es endotérmica (Vavrusova y col., 2014b).
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2.1. CasCit2

La solubilidad se determin6 a través de la titulacion con EDTA de soluciones
sobresaturadas de citrato de calcio tetrahidratado en agua ultrapura y en presencia
de CMP bajo diferentes condiciones de temperatura (10, 25 y 40 °C) segun la
técnica descripta en la Seccion 1.15, Materiales y Métodos. En todo momento el
pH fue 7.

Los resultados mostraron que la solubilidad del citrato de calcio tetrahidratado en
agua ultrapura disminuy6 con la temperatura siendo 0,0215 + 0,0008 mol L' (10 °C);
0,0204 + 0,0007 mol L' (25 °C) y 0,0155 + 0,0003 mol L' (40 °C) (Figura 4.8). La
fuerza idnica de este ensayo estuvo comprendida entre 0,011 y 0,013 mol L. Este
comportamiento, opuesto al de la mayoria de las sales de calcio, en el cual la
solubilidad aumenta al bajar la temperatura, se Illama solubilidad inversa

(Kubantseva y col., 2004; Vavrusova y col., 2014b).
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Figura 4.8. Solubilidad del citrato de calcio en funcién de la temperatura (10, 25 y 40 °C) en ausencia
de CMP y presencia de 1 % y 2 % de CMP. Las barras representan el desvio estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Vavrusova y col. (2016) determinaron la solubilidad del citrato de calcio
tetrahidratado en agua entre 0 y 100 °C y también hallaron un comportamiento
similar al reportado en esta tesis, en el cual la solubilidad disminuyé con el
incremento de la temperatura. Sin embargo, los valores informados por estos
autores fueron menores: una solubilidad de 6,0 10 mol L' (10 °C); 5,4 10 mol L'
(25°C) y 4,7 103 mol L' (40°C) a pH 7. Singh y col. (2007) hallaron una solubilidad

de 2,4 103 mol L' a pH 8 con una fuerza iénica de 0,154 mol L.

En presencia de CMP, se observé un importante aumento de la solubilidad para las
tres temperaturas estudiadas: entre un 18 - 23% con 1 % de CMP y entre 42 — 46 %
con 2 % de CMP (Figura 4.8). Cuanta mas cantidad de CMP se incorporé mayor fue
el aumento de la solubilidad. A 40 °C, donde el citrato de calcio es mas insoluble, la
presencia de 2% CMP tuvo el mismo efecto en solubilizarlo que al disminuir la

temperatura a 10 °C.
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Temperatura (°C)

L1 Sin calcio EEXX0 1% CMP 2% CMP

Figura 4.9. Actividad de calcio en funcion de la temperatura (10, 25 y 40 °C) en ausencia de CMP y
presencia de 1 % y 2 % de CMP. Las barras representan el desvio estandar.
Diferentes letras indican diferencias significativas
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La actividad de los iones calcio de las soluciones saturadas de citrato de calcio
tetrahidratado en agua fue determinada electroquimicamente con un electrodo de
ion selectivo de calcio. Tal como puede observarse en la Figura 4.9, la actividad de
calcio decrecio con la temperatura desde 0,0107 + 0,0002 (10 °C), 0,0086 + 0,0006
(25 °C) hasta 0,0071 + 0,0009 (40 °C). En el trabajo de Vavrusova y col. (2016) se
encontraron valores de actividad de calcio un orden menor al hallado en esta tesis,
pero con un comportamiento similar (mas alta a 10 °C y mas baja a 25 y 40°C). La
menor actividad de calcio a temperaturas mas altas correspondié a su menor
solubilidad (Vavrusova y col., 2016). Se encontré una importante disminucién de la
actividad de calcio en presencia de CMP a 10 °C, mostrando que, en la situacion de
mayor solubilidad, el calcio no se encuentra libre sino ligado al CMP. Por otro lado,

a 25y 40 °C la actividad no fue afectada por la presencia de CMP.

El aumento de la solubilidad del CasCitz - 4H20 esta relacionado con el equilibrio que

se muestra en la Ecuacion 25.

CasCity - 4H,0 (s) < Ca** + 2 CaCit™ + 4H,0 Ecuacién 23

CaCit~ & Ca*t + Cit3~ Ecuacion 24

A bajas temperaturas, el citrato de calcio es mas soluble y el CMP actua como
ligante de calcio libre, por eso baja la actividad de calcio. A temperaturas mas altas,
donde el citrato de calcio es insoluble, el CMP interacciona menos fuertemente y no

afecta a la actividad de calcio.

Las especies involucradas en los equilibrios segun las Ecuaciones 23 y 24, se
muestran en la Figura 4.10. Puede observarse que a 10 °C, la presencia de 2 %
(p/p) de CMP desplazoé el equilibrio de la Ecuaciéon 23 hacia la derecha, porque
aumentd la concentracion de CitCa-, sin embargo, el equilibrio no fue afectado con la
presencia de 1 % (p/p). A 25 °C y en menor medida a 40 °C, también se observo un
incremento en la concentracion de CitCa - con la incorporacion de CMP. Estos
resultados confirmaron que el CMP es sélo efectivo en solubilizar el citrato de calcio
tetrahidratado (Ecuacién 23), pero no puede competir con el Cit® como ligante de
calcio, al contrario, su presencia desplaza el equilibrio hacia la derecha en la
Ecuacion 24.
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Figura 4.10. Concentracién molar de cada una de las especies [Cit], [Ca?*], [CitCaT] del equilibrio de
la Ecuacioén 24 a las siguientes temperaturas: 10 °C (A); 25 °C (B) y 40 °C (C).
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2.2. CalLac:

La solubilidad del lactato de calcio pentahidratado en agua ultrapura y en presencia
de CMP se analiz6 bajo diferentes condiciones de temperatura (5, 10 y 20 °C) segun
la técnica descripta en la Seccion 1.15, Materiales y Métodos. En todo momento el
pH fue 7.

La Figura 4.11 muestra que la solubilidad del lactato de calcio pentahidratado en
agua ultrapura aumento con la temperatura siendo 3,16 + 0,01 mol L' (5 °C); 3,78 +
0,15 mol L' (10 °C) y 3,88 + 0,08 mol L' (20 °C). La solubilidad a 20 °C fue muy
similar al reportado por Vavrusova y col. (2014b). Se observa claramente en la
misma figura que en presencia de 0,3 % de CMP disminuyé la solubilidad a 5y 10
°C en un 30 %. Asimismo, a 20 °C la presencia de 0,3 y 0,5 % de CMP aumento la
solubilidad entre un 20 y 24 %.
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Figura 4.11. Solubilidad del lactato de calcio en funcién de la temperatura (5, 10 y 20 °C) en ausencia
de CMP y presencia de 0,3 % y 0,5 % de CMP. Las barras representan el desvio estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 4.12. Actividad de calcio en funcion de: A) la temperatura y B) presencia de CMP a 20 °C.
Las barras representan el desvio estandar.

La Figura 4.12 A muestra que la temperatura afectd ligeramente la actividad de
calcio del lactato de calcio pentahidratado, siendo menor a 20 °C, aproximadamente
0,03. A 20 °C, se observé un aumento de la actividad de calcio al incorporar 0,3 y
0,5 % de CMP (Figura 4.12 B). Estos resultados indicaron que hay mas calcio libre

en presencia de CMP.
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La disolucién del lactato de calcio pentahidratado esta dada por los siguientes

equilibrios:
Cal, - 5H,0 (s) & Cal* + L™ + 5H,0 Ecuacién 29
Cal™ & Ca*? + 1L~ Ecuacién 30

Especies de Lac,Ca en agua
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Figura 4.13. Concentracién molar de cada una de las especies [L7], [Ca2*], [CaL*] del equilibrio de la
Ecuacién 30 en funcion de: A) la temperatura y B) presencia de CMP a 20 °C.
Las barras representan el desvio estandar.
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En la Figura 4.13 se muestran las diferentes especies que forman parte de los
equilibrios, segun las Ecuaciones 29 y 30. En agua ultrapura (Figura 4.13 A) se
observd que al aumentar la temperatura a 20 °C se incremento la concentracién de
[CaL*], mientras que las concentraciones de [Ca?'] y [L] se mantuvieron
practicamente constantes. Estos resultados indicaron que el segundo de los
equilibrios (Ecuacion 30) se encuentra completamente desplazado hacia la derecha
en agua. La Figura 4.13 B muestra que a 20 °C y en presencia de CMP, disminuyo
la concentracion de [Cal*], y aumentdé la concentraciéon de [Ca?*] y [L7]. Los
resultados mostraron entonces que el CMP tiene mas afinidad con la especie [CalL"]
que con el [Ca?*], por eso aumenta la solubilidad solamente a altas temperaturas,

aun a muy baja concentracion.
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Conclusiones generales del Capitulo 4

ElI CMP evit6 la precipitacion de fosfato de calcio que se lleva a cabo en el medio
intestinal (rico en fosfatos y pH alcalino) y que afecta la bioaccesibilidad del calcio, lo
cual esta relacionado a su efectividad como ligante de calcio. Esta capacidad de
inhibir la precipitacion del fosfato puede ser incrementada mediante un cambio de
reversion de pH a 3,5 con los acidos citrico, fosférico y clorhidrico y luego
regresandolo a 7. La presencia de los aniones citrato y fosfato, de alta afinidad por el
calcio, explicarian la mayor capacidad ligante. Por otro lado, los acidos acético y
lactico favorecen la deglicosilacion del CMP, sin embargo, parecen no afectar su

capacidad ligante de calcio.

El CMP aumenta la solubilidad del citrato de calcio tetrahidratado principalmente
interactuando con el [Ca?*] liberado luego de la solubilizacién de la sal sdlida. Este
efecto de sobresaturacion es muy interesante para optimizar la biodisponibilidad de

suplementos dietarios que utilicen citrato de calcio.

En el caso del lactato de calcio pentahidratado, el CMP también aumenté su
solubilidad al aumentar la temperatura (25 °C) a pH 7. Desde un punto de vista
tecnologico es contraproducente ya que, al bajar la temperatura, la solucion
sobresaturada de CalLac: precipitaria. EIl aumento de la solubilidad esta relacionado

principalmente con la interaccion del CMP con el [CaL"].
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Conclusiones generales

En el presente trabajo se ha logrado caracterizar el desempefio del CMP como
potencial ligante de calcio a través del estudio de su interaccion a pH 7 y 3,5 con dos
sales de calcio comunmente utilizadas en la industria alimentaria y farmacéutica:
CaClz2 y CaAc2. La comparacion de los resultados evidencié una influencia del anion

sobre el mecanismo de interaccion.

A pH 7, las soluciones de CMP admitieron la incorporacién de grandes cantidades
de CaClz, lo que indicaria que puede ser una excelente alternativa para aumentar su
bioaccesibilidad. Las soluciones concentradas de CMP y CaAcz, gelificaron en muy

corto tiempo (< 17 h), con lo cual su uso no seria recomendable en bebidas.

A pH 3,5, los geles de CMP también admitieron grandes cantidades de ambas sales
de calcio. La adicion de CaClz no alteré a las propiedades texturales del gel, sin
embargo, la adicion de CaAc2 aumento el caracter viscoso de los geles que afecto
principalmente a la dureza. La formacion de geles de CMP y sales de calcio a pH 3,5
también podria ser una excelente alternativa para incrementar la solubilidad de las

sales de fortificacion.

Por otro lado, la capacidad ligante de calcio del CMP se demostré por numerosas
técnicas (DLS, dialisis, conductimetria, solubilidad de CaCl2 en etanol, construccién
de isotermas de union de Ca?*) y se corroboro que la capacidad maxima de union de
calcio del CMP es aproximadamente 1,2 mmoles Ca?*/g de CMP que equivale a 9
mol Ca?/mol de CMP a pH 7. En cuanto a su mecanismo de interaccion, se
concluye que la formacion de estructuras asociadas de las moléculas del CMP en
presencia de CaClz es de a pares (desde mondmeros a dimeros, tetrameros, y
finalmente hexameros) y que un mol de CMP une muy fuertemente un mol de calcio
(relaciéon 1:1) con una Kap de 2.103 L mol' en un sitio de alta afinidad posiblemente
relacionado con un sitio fosforilado (posiblemente Ser) del CMP. A concentraciones
mas altas de calcio en solucion, el CMP podria ligar mas calcio en sitios de baja

afinidad y mas débilmente unidos dependiendo del pH.

Finalmente se comprobd que el CMP evitd la precipitaciéon de fosfato de calcio en
condiciones alcalinas y que un tratamiento previo de reversion de pH con acido
citrico o clorhidrico, aument6 el efecto. Ademas, el CMP aumentd la solubilidad del
citrato de calcio y del lactato de calcio. Este efecto de sobresaturacion es muy

interesante para optimizar la bioaccesibilidad de suplementos dietarios.
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Conclusiones generales

Los resultados obtenidos en esta tesis constituyen un novedoso aporte a la
bibliografia relacionada con péptidos ligantes de calcio y su potencial uso como
nueva estrategia de fortificacion. Los estudios aqui expuestos contribuyen a una

base preliminar que justifica futuros estudios "in vivo".
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