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2° ANO: Fecha de iniciacion:
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5. DIRECTOR DE BECA
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6. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO. (Debe
exponerse la orientacion impuesta a los trabajos, técnicas empleadas, métodos, etc., y
dificultades encontradas en el desarrollo de los mismos, en el plano cientifico y material).

El Objetivo General de este plan de trabajo fue el siguiente:
o Explorar y caracterizar el desempefio del Caseinomacropéptido (CMP) como
potencial quelante de calcio.

Durante el primer afio de la beca (desde 1 de Abril de 2015) se abordaron los siguientes
objetivos particulares:

A)Hipdtesis: EI CMP tiene una cadena peptidica con alto contenido de aminoacidos
afines al calcio y ademas contiene acido sidlico que es reconocido por su capacidad de
guelar calcio. Bajo condiciones adecuadas podria propiciarse la maxima capacidad del
CMP para quelar calcio.

Objetivo Particular A: Explorar las condiciones de concentraciones de CMP y de sales
de calcio, tipo de contraion, pH y temperatura que podria propiciar el quelado del calcio.

B)Hipétesis: EI CMP en presencia de cloruro de calcio en solucion presenta
autoensamblaje a pH neutro que se evidencia en el incremento de viscosidad de la
solucion a tiempos muy largos (Farias, 2012). Seria de esperar que las soluciones de
CMP y sales de calcio presentaran caracteristicas reoldgicas diferentes a las soluciones
de CMP solo a pH neutro.

Objetivo particular B: Explorar los cambios en los parametros reolégicos de las
soluciones de sales de calcio y CMP y analizar el efecto de la temperatura.

C)Hipdtesis: Una de las consecuencias de la union del calcio a las proteinas es un
cambio en la solubilidad de las sales (Eckert et al., 2014). El acido sialico, predominante
en el CMP glicosilado, es conocido por su habilidad para quelar calcio preferentemente
a pH 7,0 (Jaques et al., 1977). Seria de esperar que la presencia de CMP aumente la
solubilidad de las sales de calcio a pH neutro y que este efecto sea potenciado por la
presencia de acido sialico.

Objetivo particular C: Determinar la influencia ejercida por el CMP sobre la solubilidad
de distintas sales de calcio.

Dichos objetivos particulares fueron concretados en un 100% en lo que respecta al
analisis de la interaccion entre el CMP vy el cloruro de calcio. A la vez se analizaron las
interacciones entre el cloruro de sodio y el CMP para comparacion. Cabe destacar que
tanto el CMP como el cloruro de calcio son altamentes solubles en agua. El desafio que
comenzo a trabajarse a fin del ano 2015 fue la utilizacién del carbonato de calcio que es
una sal muy insoluble y alcaliniza el medio. Como consecuencia se tuvieron que realizar
algunas adaptaciones en las técnicas utilizadas hallandose resultados muy alentadores.
Se planea durante este ano 2016, continuar la exploraciéon con carbonato de calcio e
introducir el estudio de las sales citrato, acetato y lactato de calcio.

Con respecto al plano material, este proyecto fue aprobado por resolucion N° 270/15
por la Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnoldgica bajo la denominacion
PICT 2014-1402 como grupo en formacién (Temas abiertos,Tipo D). Ademas también
fue validado por la Universidad Nacional de Lujan (DISPOSICION CDD-T:120-15),
recibiendo subvencion tanto de la ANPCyT como de la UNLu.
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Con respecto al equipamiento, durante el ano 2015, la Ing. Karina Loria fue capacitada
en el uso de equipos de ultima generacién (redmetro de estrés controlado, texturometro
y colorimetro). También trabajé en la puesta a punto de diversas técnicas que
evaluaron la capacidad de ligante del CMP con el calcio (solubilidad de las sales en
buffer pH 8.0, solubilidad de las sales en solucién de etanol, determinacion de calcio
soluble por titulacién) que deben ser puestas a punto para cada sistema en particular.

Las técnicas desarrolladas durante este periodo para cumplir con los objetivos
particulares fueron las siguientes:

Obijetivo particular A:

1- Caracterizacion de la asociacién espontanea entre el CMP y el calcio en solucion y 2-
Reversibilidad de la asociacién espontanea entre el CMP y el calcio en solucion

Este objetivo se cumplié para el estudio de la interaccion entre el CMP y los cloruro de
calcio y sodio. Falta realizar los estudios con otras sales de calcio que esperamos
puedan realizarse durante 2016-2017. Los resultados seran en breve publicados.

Como alternativa, se realiz6 un ensayo mas econémico, midiendo el autoensamblaje
del CMP a pH 3,5 a partir del cambio de color de la dispersién. Con este objetivo, se
utilizé un colorimetro portatil MiniScan® EZ (Hunter Lab, Reston, USA). Para ello se
trabajé matematicamente los datos de forma de obtener una ecuacién que representara
la evolucién del tamarfio de particula en el tiempo. En este nuevo ensayo, que no esta
incluido en el plan original, se ajustd el CMP con diferentes acidos organicos (acético,
lactico, citrico y fosférico) y HCl y se compararon los datos con los obtenidos por
Dispersién Dinamica de Luz Laser, siendo estos alentadores. Dichos ensayos se
publicaron en forma de péster en el CONGRESO CYBIA 2015 realizado en Montevideo,
Uruguay. Durante el afio 2016 se trabajara con las dispersiones mixtas CMP/sales de
calcio, debido a la rapidez y economia del método.

Obijetivo particular B:

3- Comportamiento reolégico de las soluciones CMP en presencia de calcio;

Se realizd un exhaustivo estudio reoldgico de la gelificacion a pH 3,5 del CMP (12%
p/p) en presencia de cloruro de sodio y calcio (0 a 0,5 M), utilizando al acido clorhidrico
como acidificante. También se realizaron geles a temperatura ambiente y se realizaron
analisis de perfil de textura en un texturémetro (modelo TA-XT2i; Stable Microsystems,
Godalming, UK). Este ensayo, que no estaba incialmente en el plan propuesto, es muy
interesante para analizar el efecto de la presencia de sales en los geles de CMP y su
efecto en la percepcion que tendra el consumidor.

Por otro lado, se analizé mediante ensayos de flujo con el redmetro de estrés
controlado en dispersiones de CMP en diferentes condiciones de pH entre 4,5y 9,0. Un
avance de estos ensayos fueron publicados en forma de péster en el CONGRESO
CYBIA 2015. También se analizd el efecto de la presencia de cloruro de calcio en
dichos ensayos que no han sido publicados todavia.

También se realizé una cinética de gelificacion del CMP en presencia de cloruro de
calcio y sodio, para analizar el efecto de la temperatura en la energia de activacién de
la formacion del gel. Estos resultados estan siendo actualmente analizados.

Obijetivo particular C:

4- Influencia de las sales de calcio en el pH de las soluciones de CMP

Una de las formas mas sencillas que indican interaccion entre el calcio y el CMP es el
cambio de pH. Dicho ensayo se realizd con cloruro de calcio y carbonato de calcio,
quedando para este afio el analisis de otras sales. Estos resultados aun no han sido
publicados.

5- Efecto de la presencia de CMP en la solubilidad de las sales de calcio
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Estos ensayos fueron realizados en buffer fosfato a pH 8,0 para el analisis de la
interaccion del CMP vy el cloruro de calcio o el carbonato de calcio. Las determinacion
del calcio soluble fueron realizadas por un equipo de Ultima generacién:
espectrofotometro de Absorcion Atdmica marca Perkin Elmer modelo A Analist 200
(EEUU). Dicho analisis fue llevado a cabo por el grupo de Quimica Analitica de la
UNLu.

Se incorporo al plan de trabajo otra técnica de evaluacién de la capacidad quelante de
calcio de CMP. Esta consistié en la precipitacién con etanol del complejo Ca-CMP. El
calcio no ligado se determind por valoracion con EDTA. Los avances de estos
resultados fueron publicados en el Congreso Argentino de Nutricion 2015.

6- Fraccion de calcio dializable de las soluciones de CMP-Ca

Dicho ensayo fue realizado para analizar la capacidad ligante de calcio del CMP en
presencia de cloruro de calcio. Estos resultados seran publicados en la brevedad. Se
analizaran durante este afio 2016, las otras sales propuestas. Para optimizar este
ensayo se ha adquirido un electrodo selectivo de calcio.

7. TRABAJOS DE INVESTIGACION REALIZADOS O PUBLICADOS EN EL PERIODO.

7.1. PUBLICACIONES. Debe hacerse referencia, exclusivamente a aquellas publicaciones en la
cual se halla hecho explicita mencion de su calidad de Becario de la CIC. (Ver instructivo para la
publicacién de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Toda publicacién donde no figure dicha
aclaracion no debe ser adjuntada. Indicar el nombre de los autores de cada trabajo, en el mismo
orden que aparecen en la publicacién, informe o memoria técnica, donde fue publicado, volumen,
pagina y afo si corresponde; asignandole a cada uno un niumero. En cada trabajo que el investigador
presente -si lo considerase de importancia- agregara una nota justificando el mismo y su grado de
participacion.

7.2. PUBLICACIONES EN PRENSA. (Aceptados para su publicacién. Acompaiiar copia de cada
uno de los trabajos y comprobante de aceptacion, indicando lugar a que ha sido remitido. Ver punto
7.1.)

7.3. PUBLICACIONES ENVIADAS Y AUN NO ACEPTADAS PARA SU PUBLICACION.
(Adjuntar copia de cada uno de los trabajos. Ver punto 7.1.)

7.4. PUBLICACIONES TERMINADAS Y AUN NO ENVIADAS PARA SU PUBLICACION.
(Adjuntar resumenes de no mas de 200 palabras)

7.5. COMUNICACIONES. (No consignar los trabajos anotados en los subtitulos anteriores)
1-Séptimo Simposio Internacional de Innovacion y Desarrollo de Alimentos, INNOVA
2015 y Décimo Congreso Iberoamericano de Ingenieria de Alimentos, X CIBIA.

Trabajo presentado en forma de péster: “Un método alternativo para medir el
autoensamblaje del caseinomacropéptido”

Autores: Loria K. y Farias M. E.

ISSN: 2301-0819

ISSNe:2301-0940

Pag. 77

Lugar: Buenos Aires, Argentina

Fecha: 7 al 9 de Octubre de 2015
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2-Séptimo Simposio Internacional de Innovaciéon y Desarrollo de Alimentos, INNOVA
2015 y Décimo Congreso Iberoamericano de Ingenieria de Alimentos, X CIBIA.

Trabajo presentado en forma de péster: “Comportamiento al flujo del
caseinomacropéptido”

Autores: Loria K.; Torregiani S.; Pilosof A.M.R y Farias M. E.

ISSN: 2301-0819

ISSNe:2301-0940

Pag. 89

Lugar: Buenos Aires, Argentina

Fecha: 7 al 9 de Octubre de 2015

3- XX Congreso Argentino de Nutricion. SAN 2015

Resumen presentado en forma de poéster: “Evaluacion del caseinomacropéptido como
ligante de calcio”

Autores: Farias, Maria E., Loria, Karina; Torregiani, Sofia; Gomez, Gustavo; Pighin,
Andrés y Pilosof, Ana M.R.

Lugar: Buenos Aires, Argentina

Fecha: 25 al 27 de Noviembre de 2015

Actualizacion en Nutricion volumen 16 Numero especial XX Congreso Argentino de
Nutricion. Pag 46

ISSN 1667-8052

7.6. TRABAJOS EN REALIZACION. (Indicar en forma breve el estado en que se encuentran)

8. OTROS TRABAJOS REALIZADOS. (Publicaciones de divulgacion, textos, etc.)
8.1. DOCENCIA

8.2. DIVULGACION
Titulo del trabajo: “Evaluacion de la solubilidad del calcio en presencia de
caseinomacropéptido”
Segundo Congreso Internacional Cientifico y Tecnolégico de la provincia de
Buenos Aires.
Organizado por: la Comision de Investigaciones Cientificas del gobierno de la
Provincia de Buenos Aires (CIC).
Trabajo presentado en forma de poéster.
Autores: Loria, K.; Pilosof, Ana M. y Farias, Ma. Edith.
Fecha: 1 Octubre de 2015
Lugar: La Plata, Argentina

8.3. OTROS

9. ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS. (Se indicara la denominacion, lugar y fecha de
realizacion y titulos de los trabajos o comunicaciones presentadas)

Asistencia al Séptimo Simposio Internacional de Innovaciéon y Desarrollo de Alimentos,
INNOVA 2015 y Décimo Congreso Iberoamericano de Ingenieria de Alimentos, CIBIA.
Trabajos presentados:

“Un método alternativo para medir el autoensamblaje del caseinomacropéptido”, 2015. Loria,
Karina G. y Farias, Ma.Edith.

“Comportamiento al flujo del caseinomacropéptido”, 2015. Loria, Karina G.; Torregiani,
Sofia; Pilosof, Ana M.R. y Farias, Ma.Edith.
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Fecha : 7 al 9 de Octubre de 2015.
Lugar : Montevideo, Uruguay.

Asistencia al Segundo Congreso Internacional Cientifico y Tecnoldgico de la provincia de
Buenos Aires.

Organizado por: la Comisién de Investigaciones Cientificas del gobierno de la Provincia de
Buenos Aires (CIC).

Trabajo presentado:

“Evaluacién de la solubilidad del calcio en presencia de caseinomacropéptido”. Loria, K.;
Pilosof, Ana M. y Farias, Ma. Edith.

Fecha: 1 Octubre de 2015

Lugar: La Plata, Argentina

10. CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC. (Seialar
caracteristicas del curso o motivo del viaje, duracion, instituciones visitadas y si se realizé algun
entrenamiento)

Durante el afo 2015 Karina Loria realizé los siguientes CURSOS DE POSGRADO, correspondientes
a su plan de formacién doctoral:

- “MODELACION CON ECUACIONES DIFERENCIALES, EN DIFERENCIAS Y ECUACIONES CON
RETARDO EN LA BIOLOGIA”. (Se adjunta certificado)

Universidad Nacional de Lujan

Dictado por: Dr. José Ignacio Barradas Bribiesca (Universidad de Guanajuato, México).

Disposicion: CD-CB N° 109/15

Del 27/04/15 al 30/04/15. Duracién: 32 horas tedrico-practicas.

- “PRINCIPIOS DE NANOBIOTECNOLOGIA”. (Se adjunta certificado)

Universidad Nacional de Lujan

Dictado por: Dr. Martin Federico Desimone, Dra. Marisa M. Fernandez, Dra. Gisela S. Alvarez y Farm.
Maria Lucia Foglia.

Disposicion: CD-CB N° 369/14

Del 30/04/15 al 03/07/15. Duracion: 32 horas.

- “ESTADISTICA APLICADA’. (Se adjunta certificado)

Universidad Nacional de Lujan

Dictado por: Olga Susana Filippini (Dto de Cs. Basicas, Universidad Nacional de Lujan).
Disposicion: CD-CB N° 285/15

Del 27/08/15 al 18/09/15. Duracion: 32 horas.

-"REDACCION DE MATERIALES CIENTIFICOS: PLANIFICACION, ORGANIZACION Y
COMPOSICION" (Certificado en tramite)

Universidad Nacional de Lujan

Dictado por: Mg. Dellamea Amalia Beatriz (Universidad Nacional de Buenos Aires).

Disposicion: CD-CB N° 283/15

Del 13/10 al 28/11. Duracién: 30 horas

- "PROPIEDAD INTELECTUAL EN INVESTIGACIONES BIOTECNOLOGICAS". (Certificado en
tramite)

Universidad Nacional de Lujan

Dictado por: Dr. Ardila Fernando.

Disposicion: CD-CB N° 281/15

Del 23/10/15 al 03/12/15. Duracion: 32 horas.

-"TECNICAS DE PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE PROTEINAS NATIVAS Y

RECOMBINANTES" (Se adjunta certificado)
Universidad Nacional de Lujan
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Dictado por: Mirtha Biscoglio, Osvaldo Cascone y Carlos Pavan.
Disposicion: CD-CB N° 350/15
Del 16/11/15 al 20/11/15. Duracién: 32 horas teérico-practicas.

11. DISTINCIONES O PREMIOS OBTENIDOS EN EL PERIODO

12. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO
Ayudante de primera con caracter ad honorem

Asignatura: Fisicoquimica- Division Tecnologia.

Periodo: 01/04/15 al 31/12/15

Lugar de desarrollo: Universidad Nacional de Lujan

Disposicion DD-T N°011/15

13. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS
ANTERIORES (Bajo este punto se indicara todo lo que se considere de interés para la evaluacion
de la tarea cumplida en el periodo)

Durante el afio 2015, Karina Loria participé6 como integrante de los siguientes Proyectos de
Investigacién acreditados:

[ “UTILIZACION DEL CASEINOMACROPEPTIDO COMO NUEVA ESTRATEGIA DE
FORTIFICACION CON CALCIO"

Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnolégica.

Vigencia: 2015-2018

Directora: Maria Edith Farias

Cddigo del proyecto: PICT-2014-1402

Monto del proyecto: $252.000

[ “UTILIZACION DEL CASEINOMACROPEPTIDO COMO NUEVA ESTRATEGIA DE
FORTIFICACION CON CALCIO"

Universidad Nacional de Lujan. Departamento de Tecnologia.

Vigencia: 2015-2017

Directora: Maria Edith Farias

Disposicion: CDT N° 120/15

Monto del proyecto: a designar

0 “DISENO DE NANO-MICROESTRUCTURAS PARA ALIMENTOS".
Universidad Nacional de Lujan. Departamento de Tecnologia.
Vigencia: 2014-2016

Directora: Maria Edith Farias

Codirector: Dr. Oscar Pérez (FCEyN- UBA)

Disposicion: CDD-T: 121/15

Monto del proyecto: $ 10000

14. TITULO DEL PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PERIODO DE PRORROGA O
DE CAMBIO DE CATEGORIA (Debera indicarse claramente las acciones a desarrollar)
Plan de trabajo del Segundo Afo de la Beca de Estudio:

UTILIZACION,DEL CASEINOMACROPEPTIDO COMO NUEVA ESTRATEGIA DE
FORTIFICACION CON CALCIO
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Se continuara con el Plan de Beca anterior, haciéndose incapié en el estudio de las
interacciones de otras sales de calcio (carbonato, lactato, acetato y citrato) con el
caseinomacropéptido.

El Objetivo General de este plan de beca, continuara siendo el mismo:
- Caracterizar el desempefio del CMP como potencial ligante de calcio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

A) Hipotesis: EI CMP tiene una cadena peptidica con un importante numero de
aminodacidos afines al calcio y ademas contiene acido sidlico que es reconocido por su
capacidad de quelar calcio. Bajo condiciones adecuadas podria propiciarse la maxima
capacidad del CMP para quelar calcio.

Objetivo 1: Explorar las condiciones de concentraciones de CMP y de sales de calcio, tipo
de contraién, pH y temperatura que podria propiciar el quelado del calcio.

B) Hipotesis: EI CMP en presencia de cloruro de calcio en soluciéon presenta
autoensamblaje a pH neutro que se evidencia en el incremento de viscosidad de la solucion
a tiempos muy grandes (Farias, 2012). Seria de esperar que las soluciones de CMP y sales
de calcio presentaran caracteristicas reoldgicas diferentes a las soluciones de CMP solo en
las condiciones de pH en que no se autoensambla (pH > 4,5).

Objetivo 2: Explorar los cambios en los parametros reolégicos de las soluciones de sales de
calcio-CMP a diferentes temperaturas y condiciones de pH.

C) Hipotesis: Una de las consecuencias de la union del calcio a las proteinas es un
cambio en la solubilidad de las sales (Eckert et al., 2014). El acido sialico, predominante en
el CMP glicosilado, es conocido por su habilidad para quelar calcio preferentemente a pH
7,0 (Jaques et al., 1977). Seria de esperar que la presencia de CMP aumente la solubilidad
de las sales de calcio a pH neutro y que este efecto sea potenciado por la presencia de
acido sialico.

Objetivo 3: Determinar la influencia ejercida por el CMP vy la presencia de acido sialico sobre
la solubilidad de diferentes sales de calcio.

Sobre la base de los puntos expuestos, el disefio de la investigacién incluira los siguientes
bloques de actividades:

1) Explorar las condiciones de concentraciones de CMP y sales de calcio, tipo de
contraion, pH y temperatura que podria propiciar el quelado del calcio.

2) Explorar los cambios en los parametros reolégicos de las soluciones de sales de
calcio y CMP y analizar el efecto de la temperatura.

3) Determinar la influencia ejercida por el CMP vy la presencia de acido sialico sobre la
solubilidad de diferentes sales de calcio.

Materiales

Se utilizaran dos productos comerciales de caseinomacropéptido (CMP).

- BioPURE-GMP® que es la marca comercial del CMP provisto por Davisco Foods
International, Inc. (Le Sueur, Minnesota, USA).

- LACPRODAN® CGMP-10 que es la marca comercial del CMP de Arla Foods Ingredients
(Viby J., Dinamarca).

Se utilizaran sales de calcio de calidad analitica: fundamentalmente CaCl2 y carbonato de
calcio; lactato de calcio; acetato de calcio; citrato de calcio.
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Métodos
La metodologia se divide en cuatro partes, cada una correspondiente a cada objetivo
planteado en el item anterior:

Bloque 1) Explorar las condiciones de concentraciones de CMP y de sales de calcio, tipo de
contraion, pH y temperatura que podria propiciar el quelado del calcio.

Este objetivo sera evaluado por las siguientes técnicas:

1- Caracterizacion de la asociacion espontanea entre el CMP y el calcio en solucién

El autoensamblaje del CMP en presencia de diferentes concentraciones (0 a 0,1 M) de las
sales de calcio se caracterizaran por dispersion dinamica de luz (DLS) en un equipo
Zetasizer Nano-Zs, Malvern Instruments, provisto con un laser He-Ne (633 nm) y un
correlador digital, modelo ZEN3600. El equipo Zetasizer Nano-ZS determina tamafo de
particulas cuyo diametro hidrodinamico se encuentra en el rango de 0,6 nm a 6 ym. Se
evaluaran al CMP solo y las mezclas con sales a partir de las distribuciones de tamafo de
particula en intensidad y volumen (analisis de CONTIN) y del valor del diametro
hidrodinamico promedio (analisis de cumulantes). Las mediciones se realizaran entre 25 y
70 °C. Las concentraciones de CMP oscilaran entre 1 y 5% (p/p). Se evaluara el efecto del
pH (entre 2,5 y 8,0), el ajuste se llevara a cabo con HCI o NaOH de alta normalidad. Las
determinaciones se haran por duplicado que seran la media de al menos 5 mediciones. Los
mismos ensayos se realizaran utilizando los buffers apropiados para simular las condiciones
fisioldgicas.

Como meétodo alternativo al DLS, se analizara la evolucidon del color de las muestras de
CMP y calcio con un colorimetro portatil MiniScan® EZ (Hunter Lab, Reston, USA).

2- Reversibilidad de la asociacion espontanea entre el CMP vy el calcio en solucién

Se utilizaran las técnica empleada en Farias et al. (2010) y Martinez et al. (2010). La
reversibilidad de la asociacion espontanea entre el CMP y el calcio al cambio de pH (por
ejemplo llevando desde pH 7,0 a 3,5 y retornando al inicial) se evaluara en un equipo
Zetasizer Nano-Zs, Malvern Instruments.

También se evaluara la reversibilidad de la asociacion espontanea entre el CMP vy el calcio
al cambio de temperatura (por ejemplo, calentando la solucién desde 25 °C hasta 70 °C y
enfriando nuevamente a 25 °C) en el mismo equipo Zetasizer Nano-Zs.

Bloque 2) Explorar los cambios en los parametros reoldgicos de las soluciones de sales de
calcio y CMP y analizar el efecto de la temperatura.

Este objetivo sera evaluado por la siguiente técnica:

3- Comportamiento reoldgico de las soluciones CMP en presencia de calcio

Se analizara el comportamiento reoldgico por ensayo rotacional de las soluciones del CMP
(1,0 y 5,0% p/p) en presencia de diferentes concentraciones (0 a 0,25 M) de las sales de
calcio a diferentes valores de pH entre 2,5 y 9,0. Los ensayos se realizaran en un redbmetro
Paar Physica MCR 301 (Graz, Austria), con una velocidad de cizalla entre 0,1 y 100 s-1 a
temperaturas entre 25 y 70 °C. Se registraran la viscosidad aparente, el esfuerzo de corte y
la velocidad de cizalla. Se utilizaran los modelos de la potencia o el de Hershel-Bulkley,
segun corresponda, para el analisis de los datos. Se obtendran las constantes
caracteristicas: 710 (esfuerzo inicial de corte), K (indice de consistencia plastica) y n (factor
exponencial).
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Blogue 3) Determinar la influencia ejercida por el CMP y la presencia de acido sialico sobre
la solubilidad de diferentes sales de calcio.

Este objetivo sera evaluado por las siguientes técnicas:

4- Influencia de las sales de calcio en el pH de las soluciones de CMP

Se analizara la influencia de la incorporacion de sales de calcio (0 a 0,06 M) en el pH de
soluciones de CMP de concentraciones ente 1,0 y 5,0% (p/v) segun la técnica descripta por
Pitkowski et al. (2009). También se medira la conductividad de las soluciones.

5- Efecto de la presencia de CMP en la solubilidad de las sales de calcio

- Solubilidad de las sales de calcio en buffer fosfato

Segun Eckert et al. (2014) la minima solubilidad de las sales de calcio es a pH 7,0 a 25 °C.
Las sales de calcio se disolveran en diferentes concentraciones (0 a 0,06 M) en buffer
fosfato a pH 8,0 a temperatura ambiente para el reconocimiento de la minima solubilidad.
Las soluciones se agitaran vigorosamente a temperatura ambiente por 2 horas y seran
centrifugadas para remover los minerales insolubles. La cantidad de calcio en el
sobrenadante sera medida con un espectrofotometro de Absorcion Atémica marca Perkin
Elmer modelo A Analist 200 (EEUU) con llama aire-acetileno.

- Solubilidad de las sales de calcio en presencia de CMP en buffer fosfato

Se disolvera el CMP hasta una concentracion final de 1% (p/p) en las soluciones de las
sales de calcio de concentraciones 0 a 0,06 M en buffer fosfato a pH 8,0. Las soluciones se
agitaran vigorosamente a temperatura ambiente por 2 horas, seran centrifugadas para
remover los minerales insolubles. La cantidad de calcio en el sobrenadante sera medida con
un espectrofotometro de Absorcion Atémica marca Perkin Elmer modelo A Analist 200
(EEUU) con llama aire-acetileno, previa calcinaciéon en mufla. La capacidad de unir calcio
sera calculada como el incremento de iones calcio en el sobrenadante en presencia de CMP
en relacion al control.

S (%)= (Cpep/ Ctot). 100

Siendo Cpep la solubilidad de la sal de calcio en el sobrenadante en presencia de CMP y
Ctot la solubilidad de la sal de calcio.

6- Fraccion de calcio dializable de las soluciones de CMP-Ca

Para poder cuantificar la capacidad ligante del CMP se estudiara la interaccion del CMP al
1% (p/p) en solucidon con las sales de calcio. Se mezclaran las soluciones de CMP y de
sales de calcio para obtener una relacion 10:1 y se usara como control una mezcla en igual
proporcion de agua y de cada sal de calcio. Luego de ajustar el pH de las muestras segun
corresponda a la minima solubilidad de las sales, se incubara con agitacion a 37 °C durante
30 min. Finalizada la incubacion se realizara una dialisis (membranas de didlisis de éster de
celulosa de Biotech, MWCO: 100 — 500 Da) durante 24 h a las mezclas CMP-Ca con el
objetivo de eliminar el calcio no ligado. Finalmente, se cuantificara la cantidad de calcio no
ligado del CMP (que quedé fuera de la membrana de dialisis) empleando un
espectrofotdmetro de absorcion atdmica marca Perkin EImer modelo A Analist 200 (EEUU).

7- Analisis estadisticos

Los datos obtenidos del estudio de las variables involucradas en la presente investigacion
seran objeto de analisis estadistico empleando el software de analisis SPSS para Windows
(version 15.0; IBM, Inc., Chicago, IL, USA) del cual la Universidad Nacional de Lujan tiene
uso de licencia. Se aplicaran las pruebas estadisticas correspondientes para un andlisis
correcto. Los promedios y desvios se inspeccionaran a través de estadisticos descriptivos
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para registrar errores y valores atipicos. Se construiran las unidades de andlisis de la
informacion recolectada, respondiendo a la validacién de las diferentes hipétesis planteadas.
De ser factible se aplicaran disefios experimentales.

Condiciones de Presentacion

A. El Informe Cientifico debera presentarse dentro de una carpeta, con la documentacién

abrochada y en cuyo rétulo figure el Apellido y Nombre del Becario, la que debera incluir:

a. Una copia en papel A-4 (puntos 1 al 14).

b. Las copias de publicaciones y toda otra documentacion respaldatoria, deben
agregarse al término del desarrollo del informe

C. Informe del Director de tareas con la opinidén del desarrollo del becario (en sobre
cerrado).

Nota: El Becario que desee ser considerado a los fines de una prérroga, debera
solicitarlo en el formulario correspondiente, en los periodos que se establezcan en los

cronogramas anuales.

Firma del Director Firma del Becario
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