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PROLOGO
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Iberoamericana CYTED 105P10274 que lleva por titulo "Valorizacidn de subproductos lacteos de interés industrial y
para el disefio de alimentos para grupos vulnerables", desarrollado entre 2005 y 2008. El Programa CYTED (Ciencia y
Tecnologia para el Desarrollo) es el programa de referencia de cooperacién en ciencia y tecnologia para el
desarrollo en Iberoamérica y su objetivo es alcanzar resultados transferibles a los sistemas productivos y a la mejora
de la calidad de la vida de la Regién Iberoamericana.

El objetivo de este libro es presentar los avances mas recientes sobre las propiedades funcionales de

componentes lacteos desde el punto de vista fisico-quimico y de actividad bioldgica.

Iberoamérica exhibe una larga tradicién en la produccién y el consumo de productos lacteos. Por lo tanto,
la investigacidn y desarrollo para la valorizacion de componentes lacteos es la base para la innovacion de este
dinamico sector. En el presente libro se presentan nuevas estrategias para el aprovechamiento integral del suero de
queseria, de componentes proteicos, lactosa y acidos grasos de la leche, revalorizando su funcionalidad, ya sea
como ingredientes de aplicacién tecnoldgica, o por sus propiedades bioactivas. También se presentan avances en la

utilizacion de componentes de la soja y fibra en productos lacteos y en el area de alergenicidad de proteinas lacteas.

Las estrategias abordadas permiten por una parte, la valorizacién de los subproductos de las industrias
lacteas y, por otra, el establecimiento de las bases para el desarrollo de nuevos alimentos funcionales con

actividades bioldgicas y alimentos para grupos con requerimientos nutricionales especiales.
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Hidrdlisis enzimatica de lactosa en leche y permeados de lactosuero con
B-galactosidasa (Bacillus circulans) inmovilizada en resinas acrilicas

entrampadas en una matriz de alginato.

Pedro R. Torresl, Enrique J. Mammarellaz, Silvina A. Regenhardtz, Francisco D. Batista-Viera® y Amelia C.

Rubiolo®

!. Cétedra de Bioquimica, Departamento de Biociencias, Facultad de Quimica, Universidad de la
Republica, General Flores (2124), Montevideo, Uruguay.
Tel.: +598 (2) 924 1806. Fax: +598 (2) 924 1906,
E-mail: fbatista@fq.edu.uy.
2+ Instituto de Desarrollo Tecnolégico para la Industria Quimica (Universidad Nacional del Litoral-
Conicet), Giiemes 3450 (S3000GLN) Santa Fe, Argentina.
Tel.: +54 (342) 451 1595 ext. 1076. Fax: +54 (342) 451 1079.
E-mail: arubiolo@intec.unl.edu.ar

1. Introduccion

El lactosuero es una importante fuente de nutrientes, ya que contiene un poco
mas del 25% de las proteinas de la leche, cerca del 8% de la materia grasa y del 95%
de la lactosa (Smithers y Copeland, 1997). La alternativa de reaprovechamiento que
mas se ha explorado en los ultimos afios es la recuperacion de los nutrientes de alta
calidad que tiene el lactosuero, mediante la aplicacion de procesos de membranas,
transformandolo en polvo (Byrne y Fitzpatrick, 2002). En el caso de la ultrafiltracién las
membranas utilizadas retienen las proteinas del suero y son completamente
permeables a lactosa y sales minerales, dando como resultado la obtencion de
concentrados proteicos (Zall, 1992), mientras que la nandfiltracién permite ademas la
retencion del componente lactosa del suero (Alkhatim y col.,, 1998). Asi puede
encontrarse en algunas industrias lacteas, procesos para obtener suero entero
deshidratado, suero desmineralizado, concentrados proteicos y lactosa refinada.
No obstante, en la actualidad se siguen descartando grandes cantidades de suero.

Aproximadamente el 47% de los 115 millones de toneladas anuales de suero
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producidas en el mundo se dispone en rios, lagos y otros cuerpos de agua. Esto
representa una significativa pérdida de recursos y causa serios problemas de polucién
dado que el suero es un contaminante organico con altas DBO (40.000-60.000 ppm) y
DQO (50.000-80.000 ppm). Mas del 90% de esta DBO se debe a la lactosa.

Por consiguiente, es importante desarrollar procesos que permitan utilizarlo
integralmente con el fin adicional de no contaminar el medio ambiente y de recuperar,
con creces, el valor monetario del mismo. El disefio de bioprocesos para el
aprovechamiento de la lactosa como recurso, con la generacion de productos de
mayor valor agregado, ha constituido un objetivo de muchos investigadores en las
ultimas décadas.

Una interesante posibilidad para el aprovechamiento del permeado es la produccion
de jarabes de lactosa hidrolizada, obteniéndose glucosa y galactosa, dos
monosacaridos con mayor poder edulcorante y mas solubles que la lactosa (Zhou y
Dong-Chen, 2001). Este cambio en las propiedades permite el uso de los jarabes de

glucosa—galactosa en un gran numero de aplicaciones.

1.1. Hidrdlisis de lactosa

La hidrolisis de la lactosa puede producirse por via quimica o enzimatica, las que
emplean diferentes condiciones. En el proceso de hidrolisis quimica se emplean
acidos minerales, mientras que el proceso enzimatico puede realizarse utilizando la
enzima B-galactosidasa (B-galactésido galactohidrolasa, E.C. 3.2.1.23).

Los datos bibliograficos muestran que, cuando se emplea la hidrélisis acida, la
temperatura de reaccion es mucho mayor que en el método enzimatico (150°C y 30-
40°C, respectivamente), produciendo colores y olores no deseados que limitan el uso
de este proceso en la industria alimenticia. Por otro lado la hidrélisis enzimatica, de
acuerdo con la fuente de enzima elegida por su selectividad, puede aplicarse tanto en

leche como en suero, sin tratamientos previos, obteniéndose un producto que preserva
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las propiedades alimenticias del material crudo, aumentando su poder edulcorante.
Teniendo en cuenta estas caracteristicas, en la literatura se indica al método
enzimatico como el mas conveniente para la industria alimenticia (Santos y col., 1998;
Ladero y col., 2000; Creamer y col., 2002).

Muchas fuentes microbianas de la enzima son de interés industrial; no obstante, para
aplicaciones en procesos de alimentos, solamente se realiza el cultivo de
microorganismos considerados seguros por organismos internacionales, como las
levaduras Kluyveromyces lactis y fragilis, y los hongos Aspergillus niger y oryzae. Las
lactasas obtenidas de levadura presentan condiciones éptimas de trabajo cercanas a
los 35-40°C de temperatura y pH entre 6,5 y 7,3, lo que las hace muy Uutiles para el
tratamiento de leche (Giacomini y col., 1998). Por su parte, las provenientes de hongos
filamentosos poseen un valor de pH 6ptimo entre 2,5 y 4,5, y una temperatura 6ptima
de reaccion entre 40 °C y 55 °C, siendo por tanto aptas para la hidrolisis de lactosa en
suero acido. Ademas, las enzimas fangicas son mas sensibles a la inhibicion por
galactosa que las de levadura; por ello no pueden alcanzar el grado de hidrdlisis
obtenido con estas ultimas (Mahoney y Adamchuck, 1980).

Por su parte, la lactasa producida por la bacteria Bacillus circulans presenta una
termoestabilidad superior a las lactasas de levadura, no requiere de cofactores
metdlicos para su actividad y posee un rango de condiciones de trabajo que resulta
adecuado para todas las aplicaciones propias de la industria lactea (leche, suero de
queseria y permeado de suero de queseria), a la vez de permitir trabajar a
temperaturas que minimizan los riesgos de contaminacién microbiana.

Por tal motivo, para el presente trabajo se optd por una preparacion comercial soluble
de la enzima B-galactosidasa de Bacillus circulans (Biolacta N 5, Daiwa Kasei, Japon)
que presenta elevada estabilidad a pH entre 5,0 y 9,5, un pH 6ptimo de 6,0 y una

temperatura 6ptima de 65°C. Esta enzima extracelular, tiene un peso molecular de
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alrededor de 300.000 Da y la preparacion comercial adoptada posee una actividad de
5.000 unidades de lactosa (LU) por gramo. Una LU se define como la cantidad de

enzima que libera 1 umol de glucosa por minuto a pH 6,0 y 40°C.

2. Inmovilizacion

La tecnologia mas simple para la hidrélisis enzimatica de lactosa, se basa en el
uso de la enzima parcialmente purificada, en procesos de tipo batch. Sin embargo, el
costo de la enzima y la estabilidad del biocatalizador, restringen su uso masivo.
La inmovilizaciéon de la enzima en un soporte sélido ofrece ventajas, como permitir el
reuso del biocatalizador, evitar la presencia de la enzima en los productos de la
reaccion y la posibilidad de desarrollar procesos de hidrélisis continua (Brena vy
Batista-Viera, 2006). Ademas, con frecuencia es posible obtener biocatalizadores mas
estables que la enzima en solucion.
A pesar de que la inmovilizacion de enzimas presenta una serie de ventajas, no
siempre es factible trabajar con una enzima inmovilizada. La aplicacién de esta
tecnologia depende de distintos factores, entre los que se incluyen: la naturaleza y el
costo del proceso, el método de inmovilizacion, el tipo de reactivos, la aparicion de una
nueva fase en el reactor, las restricciones difusionales del sistema, la vida util del
catalizador, el cambio de escala y el control del desarrollo microbiano durante el
proceso.
Una etapa importante en la inmovilizacion de enzimas es la eleccién de un soporte y
de un método de activacion adecuados que permitan obtener una elevada
concentracion de grupos reactivos en la superficie del soporte que puedan interactuar

con los grupos reactivos de la enzima.
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2.1. Inmovilizacion covalente en soportes acrilicos epoxi-activados

Durante las ultimas décadas han sido evaluados numerosos soportes, siendo las
resinas acrilicas las mas estudiadas (Grazu y col., 2003; Mateo y col., 2007). Estos
soportes, por su congruencia geométrica, proporcionan condiciones ideales para la
estabilizacién de la enzima, a la vez de permitir su activacién con varios agentes
activantes.

Entre los agentes activantes, los que despiertan mayor interés, tanto a escala de
laboratorio como industrial, son los que incorporan grupos epoxido porque éstos son
muy estables a pH neutro, alin en condiciones de humectacion, por lo que pueden ser
almacenados por largos periodos. Ademas, estos soportes epoxi-activados son
capaces de reaccionar en condiciones suaves (pH cercano al neutro y alta fuerza
i6nica) con diferentes grupos nucleofilicos de la enzima, tales como los grupos amino,
hidroxilo y/o tiol, con una minima modificacién quimica de la proteina (Mateo y col.,
2007).

Dentro de estos tipos de soportes, se dispone de varias presentaciones comerciales,
habiéndose seleccionado para este trabajo la resina acrilica epoxi-activada de la
empresa R6hm-Pharma (Darmstadt, Alemania) comercializada con el nombre Eupergit
C (Tabla 1). Estos soportes, son producidos por copolimerizacion de N,N’-metilen-bis-
metacrilamida, glicidil metacrilato, alilglicidil éter y metacrilato (Katchalski-Katzir y
Kraemer, 2000; Hernaiz y Crout, 2000; Boller y col., 2002).

En condiciones de neutralidad y baja temperatura (4 a 25°C), la reacciéon covalente
intermolecular directa entre la enzima y el soporte epoxi-activado es muy lenta. Para
lograr una eficiente inmovilizacidbn covalente sobre este tipo de soportes, deben
cumplirse dos etapas: en la primera, la enzima es adsorbida sobre la superficie del
soporte. Por esta razén, la mayoria de los soportes comerciales de este tipo tienen

caracter ligeramente hidrofébico. Para forzar la adsorcion hidrofébica de las proteinas
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sobre el soporte se requiere usar un medio con una elevada fuerza iénica (Mateo y
col.,, 2000; Mateo y col.,, 2007). En la segunda etapa, la proteina previamente

adsorbida se une covalentemente a los grupos epéxido del soporte (Figura 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los soportes comerciales Eupergit C.

Propiedad:

Tamafio de particula: 170 um
Contenido de grupos epéxido (oxirano): > 600 umoles /' g
Area superficial (BET): 4m’lg
Volumen de poro: 0,06 cm®/ g
Distribucion de tamafio de poros: 100 — 500 A
Contenido de agua: 4%

Factor de hinchamiento: 35-4

El proceso de inmovilizacion se desarrolla a temperatura ambiente y con agitacion,
incubando por 24 h una solucién de la enzima con los soportes en buffer fosfato de
potasio 1M pH 7,5. Después de la incubacion, el derivado obtenido se separa de la
mezcla de reaccion por filtracion, realizandose posteriormente sucesivos lavados con
fosfato de potasio 1M pH 7,5, fosfato de sodio 0,1M pH 7,5 y fosfato de sodio 0,1M pH
6,0 (buffer de actividad). Los grupos reactivos remanentes se bloquean tratando a los
derivados con 2-mercaptoetanol 0,2M pH 7,5 a 4°C por 4 horas.

La eficiencia del proceso de inmovilizacién puede ser determinada en funcion de dos
parametros operativos: el rendimiento de inmovilizacion, que es la relacion entre la
cantidad de enzima realmente inmovilizada y el total ofrecido en el proceso de
inmovilizacion, y la eficiencia catalitica, que es la relacion entre la actividad expresada

por el derivado y la actividad efectivamente unida al soporte.
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-ﬁ\ (a) A

Figura 1. Mecanismo de inmovilizacién covalente sobre soportes epoxi-

activados: soporte y enzima mostrando los grupos involucrados en la union

covalente (a), adsorcion por regiones hidrofobicas (b) y reaccion covalente

entre enzima y soporte (c).
Como resultado de la inmovilizacién de B-galactosidasa en Eupergit C se obtuvo un
rendimiento de inmovilizacion del 88%, con una eficiencia catalitica del 91%.
La alta eficiencia catalitica alcanzada en el proceso de inmovilizacion se debe
fundamentalmente a dos factores: al leve efecto sobre la estructura terciaria de la
enzima que se ejerce a través de la unién covalente de ésta con los grupos epo6xido

del soporte, y a la congruencia geométrica del soporte Eupergit C evidenciada por la

uniformidad de las caracteristicas superficiales del biocatalizador B-galactosidasa—

Eupergit C comprobadas en las observaciones microscopicas realizadas (Figura 2).
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2.2. Caracterizacion y aplicaciones del biocatalizador p-galactosidasa—Eupergit C

Las causas de pérdida de actividad de una enzima son dificiles de determinar en
forma individual, por lo que resulta conveniente evaluarlas conjuntamente (Henley y
Sadana, 1986; 1989). El modelo mas utilizado por su simplicidad, considera la
disminucion de actividad en el tiempo como una reaccion irreversible de primer orden.
El efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima es el resultado de un
proceso combinado de efectos opuestos (activacion-desnaturalizacion). Un aumento
de temperatura beneficia a la velocidad de formacion de producto (k,), a la vez que
favorece, del mismo modo, la desnaturalizacién de la proteina (ky), ya que ambas
siguen la ley de Arrhenius, y tienen influencia sobre el equilibrio en la formacién del
complejo enzima-sustrato.

La variabilidad de las constantes cinéticas con la temperatura puede expresarse a
través de las siguientes ecuaciones:

AH

In (Kl’l’l) =_ﬁ (4)
k2 :Al e—Eal/RT (5)
kd :A2 efEaz/RT (6)

donde AH es un factor entalpico que regula el equilibrio quimico involucrado en la
constante de Michaelis-Menten, A es el factor pre-exponencial de la ecuacion de
Arrhenius, Ea es la energia de activacion de la reaccion, R es la constante universal
de los gases y T es la temperatura absoluta.

La actividad p-galactosidasa de la enzima soluble se determina midiendo
espectrofotométricamente a 405 nm la cantidad de ONP liberado por 100 pul de la
solucion de enzima, usando como sustrato una solucién 10 mM de ONPG en buffer

fosfato de sodio 0,1M a pH 6,0 (buffer de actividad) y a temperatura ambiente. Una
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unidad de enzima (UE) se define como la cantidad de enzima que cataliza la hidrolisis
de 1umol de ONPG por minuto bajo las condiciones de ensayo.

Por su parte, la actividad B-galactosidasa de la enzima inmovilizada se determina
midiendo espectrofotométricamente a 405 nm la cantidad de ONP liberado por 100 pl
de suspension con 3 ml de una soluciéon 22 mM de ONPG en buffer de actividad,
usando una cubeta de 1cm de paso 6ptico con agitacion magnética incorporada.

La actividad lactasica de la enzima soluble e inmovilizada se determina a temperatura
ambiente, usando como sustrato una solucién de lactosa (50 g/l) en buffer fosfato de
sodio 0,1M de pH 6,0 y determinando la cantidad de glucosa formada por el método de
Trinder, mediante un kit que contiene glucosa oxidasa y peroxidasa (Trinder, 1969).

El resultado de la caracterizacion cinética realizada con la enzima soluble e

inmovilizada en Eupergit C se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros termodinamicos de la enzima libre e inmovilizada.

Enzima Parametro A Ea; AH
soluble VO o 1,240x10° uM/min 1,312x10* cal/mol
kq 1,117x10% 1/h 9,336x10° cal/mol

Km 1,769x10° cal/mol
inmovilizada VOax 6,805x10° uM/min 1,291x10* cal/mol
Ky 1,476x10° 1/h 1,133x10* cal/mol

Km 2,337x10° cal/mol

Asimismo, a fin de posibilitar la comparacion de distintos biocatalizadores, se
determina el tiempo de vida media, 6%, que es el tiempo en que la actividad enzimatica
del biocatalizador disminuye hasta la mitad de su valor inicial, para cada condicién de
reaccion. Para la enzima inmovilizada, este valor en relacién con el correspondiente a
la enzima soluble es tomado como un control de la estabilizacion lograda por el

proceso de inmovilizacién (Wiseman, 1991). Los valores de 6” obtenidos para la
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enzima soluble y para la enzima inmovilizada se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de tiempo de vida media para la enzima libre e inmovilizada.

Temperatura 8" (h)
(°C) soluble  inmovilizada
30 6,50 60,00
40 3,45 42,00
50 1,35 21,00

Empleado en condiciones de operacion en procesos por lotes a escala laboratorio, el
derivado B-galactosidasa—Eupergit C se us6 con éxito en la hidrolisis de lactosa (50
g/l) en soluciones buffer y permeados de lactosuero, alcanzando altos grados de
conversion. Empleando una cantidad de derivado con una actividad equivalente a 2,5
UE para producir la hidrélisis en 300 ml de una solucion de lactosa (50 g/l) en buffer
fosfato de sodio 0,1M a pH 6,0 y a 50°C, al cabo de 72 horas se alcanzé una
conversion del 92%.

Por otra parte, en un ensayo de similares caracteristicas usando permeado de suero
de queseria, se ensay6 una cantidad de derivado con una actividad equivalente a 2,5
UE para producir la hidrolisis en 300 ml de permeado diluido (50 g/l de lactosa),
ajustado a pH 6,0 y a una temperatura de 50°C, obteniéndose para 72 horas de
operacion una conversion del 77%. Al cabo de dicho tiempo de operacion, la actividad

residual se ubico en aproximadamente el 40% de la actividad inicial.

2.3. Entrampado

Como pudo observarse, bajo las condiciones de operacion ensayadas, el derivado j-
galactosidasa—Eupergit C mostré un promisorio comportamiento, resultando por tanto
interesante poder evaluar su aplicabilidad a escala industrial. En una primera instancia,

el mayor inconveniente para esta utilizacion radica en el tamafio de particula del

10
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soporte. Por tal motivo, buscando mejorar su adaptabilidad a diferentes escalas y
configuraciones de trabajo, sin disminuir su estabilidad operacional, se analizaron dos
posibles estrategias para emplear el derivado: entrampar las particulas del derivado p-
galactosidasa—Eupergit C dentro de una membrana de dialisis adecuada para permitir
la realizacion de la reaccion de hidrélisis, o entrampar las particulas de derivados B-
galactosidasa—Eupergit C en esferas de alginato de calcio.

La estrategia del entrampado en una membrana se desarrolld encerrando una
determinada cantidad del derivado B-galactosidasa—Eupergit C (entre 9,0 y 14,0 UE)
en el interior de una membrana tubular de dialisis de 1000 Da de tamafio molecular de
corte nominal, la que se dispone convenientemente sobre las paletas del agitador
mecanico responsable de producir el mezclado del medio reaccionante. En dicho
dispositivo, se ensay6 la hidrolisis de lactosa en sendas alicuotas de 300 ml de
solucion de lactosa en buffer fosfato de sodio 0,1 M, de permeado de lactosuero y de
leche descremada, todas convenientemente ajustadas para mantener el tenor inicial
de lactosa (50 g/l), el pH en 6,0 y la temperatura en 50 °C.

Empleando una cantidad de derivado con una actividad equivalente a 10,0 UE para
producir la hidrélisis en un sistema batch con 300 ml de una solucién de lactosa (50
g/l) en buffer fosfato de sodio 0,1M a pH 6,0 y a 50 °C, al cabo de 20 horas se alcanzé
una conversion del 90%.

En ensayos similares, empleando una cantidad de derivado con una actividad
equivalente a 9,0 UE y 9,3 UE para producir la hidrélisis en 300 ml de permeado
diluido (5 g/l de lactosa) y leche descremada (5,1g/l de lactosa), ambos ajustados a
pH 6,0 y a una temperatura de 50 °C, se obtuvieron para 20 horas y 14 horas de
operacion conversiones del 88% y del 53%, respectivamente.

A su vez, pudo observarse que la presencia de la membrana de dialisis afect6 de

forma poco significativa los niveles de conversiéon alcanzados, evidenciando que no
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existe un efecto de concentracién del inhibidor galactosa en un sistema como el
descrito, en relaciéon al batch control sin membrana de dialisis.

Por otra parte, la recuperacion de actividad tras el uso del biocatalizador en este
sistema estd en el entorno del 50-70%, lo cual permiti6 un ciclo adicional de
reutilizacion respecto al obtenido en el batch control, donde los niveles de conversién
alcanzados resultaron comparables al primer uso.

No obstante los buenos resultados obtenidos con el entrampado del biocatalizador j-
galactosidasa—Eupergit C en una membrana de didlisis, su aplicabilidad a escalas
mayores depende de las membranas tubulares disponibles comercialmente, las que
incrementan considerablemente su costo a medida que aumenta su diametro.

La estrategia de entrampado del derivado B-galactosidasa—Eupergit C en perlas de
alginato de calcio se desarrollé realizando algunas modificaciones al procedimiento
descrito por Yadav y Jadhav para el entrampado de lipasa preinmovilizada en silica
mesoporosa hexagonal (Mammarella y Rubiolo, 1996; Yadav y Jadhav, 2005). Se
prepararon diversas soluciones acuosas de alginato de sodio al 4% (p/v), a la que se
incorporaron bajo agitacion vigorosa, cantidades preestablecidas del derivado pB-
galactosidasa—Eupergit C de manera de formar una serie de suspensiones uniformes.
Usando una bomba peristaltica, a cada una de esas suspensiones se las hizo gotear,
a través de una aguja hipodérmica, sobre una solucién 0,1 M de CaCl,. El calibre de la
aguja hipodérmica y la regulaciéon del caudal de goteo permiten variar el tamanio final
de la particula de biocatalizador entre 2 y 4 mm. A medida que se produce la
gelificacion, las esferas van perdiendo su apariencia traslicida para tornarse
semiopacas. Las esferas de biocatalizadores, fueron extraidas del bafio gelificante
después de 1 hora, lavadas con agua destilada y colocadas en agua destilada en la

heladera (aproximadamente a 4 °C).
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Para analizar la efectividad del proceso de entrampado, se realiz6 la observacién por
microscopia electronica de barrido de los biocatalizadores obtenidos, sometiéndolos
previamente a un proceso de deshidratacion por liofilizacion. Por tratarse de hidrogeles
con mas del 90% de agua en su composicion, el proceso de liofilizacién afecto
sustancialmente la forma y tamafo de las particulas pero posibilité realizar la
observacion microscopica para verificar la incorporacidon completa y efectiva del
derivado B-galactosidasa—Eupergit C en la matriz de alginato, lo que impide su
lixiviacion al medio de reaccion (Figura 3).

La resistencia mecanica del hidrogel puede variar con las condiciones a que es
sometido durante la reaccién (tiempo-temperatura) y al contacto del mismo con el
medio reaccionante, factores que pueden producir efectos de hinchamiento y
debilitamiento de la estructura del soporte con la subsecuente pérdida de la enzima
inmovilizada. Por lo cual se realizd un analisis comparativo del cambio operado en el
biocatalizador, cuando es mantenido en condiciones similares a las de reaccion,
contrapuesto al de un control mantenido en agua a 4°C, que no experimenta cambios
en su apariencia, ni liberacion de calcio. Sobre los mismos se realizd un seguimiento
del aspecto macroscopico visual de las particulas, asi como un seguimiento de la
pérdida de calcio, que es el agente responsable del mantenimiento de la estructura de
la matriz del gel.

La pérdida de calcio al medio de reaccién fue seguida a través de un kit colorimétrico
para la determinacion directa de calcio sérico y urinario (Wiener Laboratorios S.A.l.C.,
Rosario, Argentina). La deteccién se realiza con cresolftaleina complexona que
reacciona con el calcio a pH 11, dando un complejo coloreado, cuya intensidad de
color se mide en un espectrofotdmetro a 570 nm. La presencia de hidroxiquinoleina en

el reactivo evita la interferencia que produce el magnesio (Gindler y King, 1972).

13



Capitulo 1

2BEL

Figura 3. Microscopia electronica de barrido del biocatalizador B-galactosidasa-Eupergit C
entrampado en alginato de calcio sin utilizar a 54x (a) y 200x (b), después de utilizarlo en
ensayos de hidrélisis maxima con solucion de lactosa a 48x (c) y 200x (d) y después de
utilizarlo en ensayos de hidrolisis maxima con permeado de suero de queseria a 48x (e) y
200x (f).
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En vistas de la posible liberacion de calcio desde la particula de alginato al medio, se
realiz6 un estudio de la cinética de liberacion de calcio correspondiente a 200 mg de
derivado entrampado incubados en buffer fosfato de sodio 0,1 M a una temperatura de
50°C y pH entre 5,5 a 8,0 y se siguidé por un periodo de 24 horas. No se evidencio
liberacion de calcio durante las primeras 9 horas para ninguno de los pH ensayados.
Tras 24 horas de incubacion todas las muestras exhibieron deformaciones de las
particulas de alginato, siendo las mas afectadas las esferas que se colocaron en pH
7,5y 8,0, donde se obtuvieron los valores mas altos de liberacion de calcio. El control
no presenté deformaciones ni liberacion de calcio después de 24 horas, evidenciando
el efecto de secuestro de calcio por parte del fosfato del buffer.

Se realizd un ensayo similar, pero colocando las particulas en buffer suplementado
con cloruro de magnesio de 0,025 a 0,1 M, para pH 6,0 y 7,5. Después de 24 horas las
esferas colocadas a pH 6,0 no mostraron deformacion ni liberacidon de calcio para
ninguna de las concentraciones de cloruro de magnesio empleadas. Las particulas
que se mantuvieron en pH 7,5 mostraron deformacion y liberacion de calcio. Sin
embargo, para una concentracién de cloruro de magnesio de 0,1M no se evidenci6
deformacion y la liberacion de calcio resulté menos importante.

Asimismo, se sigui6 la liberacién de calcio a lo largo de los ensayos de lactolisis
llevados a cabo con el biocatalizador en lecho empacado (realizados a pH 6,0 y con
permeado). Después de 48 horas de operacion la liberacion de calcio se ubicd en
menos del 20%, verificandose so6lo un ligero incremento del volumen de la particula,

sin cambios significativos en sus propiedades funcionales.

2.4. Aplicaciones de los derivados entrampados
A continuacion, se estudié la influencia de la carga de derivado Biolacta—Eupergit C

entrampado en las particulas de gel sobre el grado de hidrélisis obtenido. Para tal fin
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se prepararon biocatalizadores de 3,0 mm de diametro, con cargas de 10, 20 y 30 mg
de derivado B-galactosidasa—Eupergit C por ml de alginato. Los biocatalizadores
obtenidos se empacaron en un reactor tubular de 57,8 cm® de volumen total y una
relacion L/D de 340/14, equipado con camisa calefactora y bafio de recirculacion.
Empleando una bomba peristaltica, el reactor fue alimentado en reciclo total con 300
ml de permeado diluido (50 g/l de lactosa) ajustado a pH 6,0, manteniendo un caudal
constante de alimentacién de 30 ml/h y una temperatura de operacién de 50 °C.

Para cargas de 10 mg/ml, después de 80 horas de operacion se alcanzé una
conversion del 85%, mientras que para cargas de 20 mg/ml y 30 mg/ml la conversion
final alcanzada fue de 84%, obtenida en 50 y 32 horas de operacion, respectivamente

(Tabla 4).

Tabla 4. Influencia de la carga de derivado entrampado sobre el grado de hidrélisis.

Carga Actividad Tiempo de Conversién Actividad
(mg/ml de incorporada operacion obtenida recuperada
alginato) (UE) (h) (%) (%)

10 4,6 80 85 48

Como puede observarse, no se evidenciaron diferencias significativas respecto al
grado de conversién alcanzado, por cuanto se concluye que el entrampado no produce
un efecto de concentracion del inhibidor galactosa en las cercanias de la enzima.
Asimismo, analizando el tiempo de operacién necesario para alcanzar el maximo
grado de hidrélisis puede observarse que existe una relaciébn practicamente lineal
entre este parametro y la carga de derivado (r* = 0,9796), lo que evidencia que la
incorporacion de cargas diferentes al entrampado no involucra una modificacién en la

resistencia a la difusion del sustrato.
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Por otra parte, a medida que aumenta la carga del derivado B-galactosidasa—Eupergit
C en el biocatalizador, para alcanzar un mismo nivel de conversion se los debe
mantener en condiciones de reaccion por menos tiempo. Esta relacion practicamente
lineal entre la actividad recuperada y la carga de derivado (r* = 0,9826), evidencia que
el modelo de desactivacion térmica adoptado representa adecuadamente este proceso
en las condiciones de operacion escogidas.

Asimismo, para analizar el grado de resistencia a la difusion que experimenta el
sustrato cuando el derivado B-galactosidasa—Eupergit C es entrampado en una matriz
de 4% de alginato, se realizaron ensayos de hidrélisis en el mismo reactor que se us6
anteriormente, con biocatalizadores de diferentes tamafnos. Para tal fin se prepararon
biocatalizadores con la misma cargas (30 mg de derivado p-galactosidasa—Eupergit C
por ml de alginato), los que se ensayaron el tiempo necesario para alcanzar el mismo
grado de conversion (84%), determinando la actividad remanente del biocatalizador
para los distintos diametros empleados (Tabla 5). Al final del ensayo de hidrdlisis se
obtuvo una relacién practicamente lineal (r* = 0,9842) entre la actividad recuperada (Y)
y diametro de la particula de biocatalizador (X) de la forma, Y = A + B X, con A =
15,071 y B = 5,857, lo que indica que el proceso difusivo es uniforme, posiblemente
debido a la también uniforme distribucion del derivado B-galactosidasa—Eupergit C en

el interior de la particula de biocatalizador.

Tabla 5. Influencia del tamafio del biocatalizador sobre el grado de hidrolisis.

Diametro Actividad Tiempo de Actividad
incorporada operacion recuperada
(mm)
(UE) (h) (%)
2,0 13,0 27 67
3,0 13,3 32 61
3,5 13,6 36 63

Carga de derivado: 30 mg de B-galactosidasa-Eupergit C/ml de alginato
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Por otra parte, comparando los tiempos de operacion necesarios para alcanzar un
mismo grado de hidrdlisis, usando una misma carga de derivado B-galactosidasa—
Eupergit C entrampado en alginato de calcio y sin entrampar, se observa que el
entrampado introduce una resistencia adicional al proceso difusivo que representa un
incremento de alrededor del 20% en dichos tiempos.

A fin de analizar las condiciones de reutilizabilidad de los biocatalizadores producidos
por entrampado, se procedié a comparar la calidad de la superficie externa de los
mismos antes y después de utilizarlos en ensayos de hidrdlisis hasta alcanzar el
maximo de conversion posible con solucién de lactosa (50 g/I) en buffer fosfato de
sodio 0,1M y permeado diluido (50 g/l de lactosa), ambos ajustados a pH 6,0 y
sometidos a una temperatura constante de 50°C. Este analisis se realiz6 a través de la
observacion por microscopia electrénica de barrido de muestras de biocatalizadores
sometidos previamente a un proceso de deshidratacion por liofilizacion. Por tratarse de
hidrogeles con mas del 90% de agua en su composicidn, el proceso de liofilizacidon
afect6 sustancialmente la forma y tamafio de las particulas pero posibilitd realizar la
observacion microscopica para verificar que el aspecto superficial del biocatalizador no
cambia durante el proceso de operacion, ni se verifican depoésitos importantes de
sustancias extrafias cuando se emplea solucion de lactosa o permeado de suero de
queseria (Figura 3). Esta verificacion permite evitar la necesidad de la implementacion
de un proceso profundo de limpieza o reactivacion de la superficie del biocatalizador
previo a su reutilizacién, con la consecuente disminucién de tiempos muertos y costos
extras que conspirarian contra su aplicabilidad industrial.

En funcion de estos resultados, se sometid el derivado B-galactosidasa—Eupergit
entrampado en una matriz de alginato al 4% a un ciclo de reutilizacion hasta alcanzar
el maximo grado de hidrdlisis posible, usando permeado diluido (50 g/l de lactosa),

ajustado a pH 6,0 y a una temperatura de operacion de 50 °C. En dicho ensayo se
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alcanzé una conversion maxima del 83%, comparable al 84% obtenido durante la
primera utilizacién, pero necesitando para ello un mayor tiempo de operacién del
reactor (50 horas). La desactivacion ocurrida en esta nueva aplicacion fue similar a la
sufrida en la primera oportunidad.

Por tanto, dado el buen desempefio que mostraron los biocatalizadores producidos por
el entrampado del derivado Biolacta—Eupergit C en una matriz de alginato de calcio,
sumado a la posibilidad de producir con el equipamiento disponible en el laboratorio,
un escalamiento casi continuo del mismo para tamafios entre 1,1 y 55 mm, se
planificaron diferentes ensayos usando como sustrato solucién de lactosa, permeado y
leche descremada y variando los caudales de alimentacion del reactor.

Se desarrollaron nuevos ensayos con el derivado entrampado en un reactor de lecho
empacado a 50°C, empleando caudales de alimentacién de 20 mi/h y 30ml/h y usando
solucion de lactosa, permeado y leche descremada como sustrato, ajustados a pH 6,0
y con el mismo tenor inicial de lactosa (50 g/l). Empleando el menor caudal de
alimentacién se obtuvieron conversiones maximas de 86% para lactosa y 84% para
permeado y leche descremada, todas para alrededor de las 24 horas de operacion,
mientras que para un caudal de alimentacion mayor se obtuvieron conversiones
maximas similares (alrededor del 84%) para todos los casos, y para tiempos de
operacioén similares (alrededor de las 32 horas). Ademas de la diferencia en el grado
maximo de hidrélisis obtenido para los diferentes sustratos cuando se alimenta el
reactor con el caudal mas bajo ensayado (20 ml/h), del mismo modo que ocurre
cuando se emplea el derivado B-galactosidasa—Eupergit C sin entrampar; se observo
en todos los casos una menor actividad residual del biocatalizador (alrededor del 50%)
en comparacion con la obtenida en todos los casos para el proceso a mayor caudal
(alrededor del 60%).

La comparacion del desempefio alcanzado con el derivado p-galactosidasa—Eupergit
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C sin entrampar y entrampado en una matriz de alginato al 4% se puede observar en
la Figura 4. Como puede observarse en dicha figura, los resultados sugieren una
mayor estabilidad operacional de los derivados entrampados, probablemente debido a

una menor temperatura real en el interior de la particula.

100%
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80%
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50%—
40%—
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20% Actividad

10% residual
Conversion
09
Lactosa Permeado Lactosa Permeado Leche Permeado
descremada (reutilizado)
N N
Derivado sin entrampar Derivado entrampado

Figura 4. Comparacion de los resultados obtenidos con el derivado B-galactosidasa-
Eupergit C libre y entrampado, ensayados con diferentes sustratos.

Conclusiones

El derivado pB-galactosidasa-Eupergit C mostr6 estabilidades operacionales
promisorias, bajo las condiciones empleadas en este trabajo, pudiéndose obtener
conversiones del 77-92% con lactosa en buffer y permeado de lactosuero.
La presencia de una membrana de dialisis afecté de forma poco significativa los
niveles de conversién alcanzados, evidenciando que no existe un efecto de
concentracion del inhibidor galactosa en un sistema como el descrito, en relacion al
batch control sin membrana de didlisis. La recuperacion de actividad tras el uso fue
superior al 50%, lo cual permiti6 un ciclo adicional de reutilizacién, con niveles de

conversion comparables. Los niveles de conversion obtenidos con lactosa (50 g/l)
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resultaron superiores a aquellos obtenidos con permeados en todos los reactores en
batch.

Por su parte, los biocatalizadores desarrollados en base a beta-galactosidasa de
Bacillus circulans por inmovilizacién de la enzima en soportes acrilicos y posterior
entrampado en esferas de alginato, exhibieron adecuadas propiedades funcionales
para la bioconversion de lactosa en buffer y permeados. Los niveles de conversion
obtenidos con lactosa (50 g/l) resultaron comparables a aquellos obtenidos con
permeados en el caso de este sistema. El entrampado en alginato, no generd retardos
difusionales, mostrando los derivados buena estabilidad mecanica en las condiciones
de operacion.

De los resultados podria desprenderse una mayor estabilidad operativa de los
derivados entrampados, si bien la comparacion se realiz6 con los resultados de los
correspondientes reactores en batch. Probablemente en el interior de las particulas la
temperatura alcanzada sea inferior a la temperatura de operacién. Los niveles de
conversion obtenidos con lactosa en los sistemas en batch fueron superiores a
aquellos obtenidos con permeado. En el caso del sistema en lecho empacado se
obtuvieron conversiones comparables operando con lactosa y permeado.

La microscopia electréonica reveld que las particulas acrilicas se encuentran
encerradas en una red de alginato, ambiente que podria protegerlas en cierta medida
del medio. La microscopia dejo en evidencia ademas las diferencias existentes entre
las redes de alginato en torno a la particula acrilica en los casos de operacién con
lactosa en buffer y con permeado.

La estrategia de entrampado de la enzima inmovilizada covalentemente, proporciona
nuevas aplicaciones para estos derivados enzimaticos, eliminando la pérdida que
resulta del entrampado de la enzima directamente en la matriz de alginato, asi como
los inconvenientes relacionados con el reducido tamafio de particula en el caso de la

inmovilizacion en resinas acrilicas comerciales. De los estudios realizados se puede
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inferir que resulta factible planificar un nuevo escalamiento del proceso con el derivado

entrampado con vistas a completar los estudios de aplicabilidad a escala industrial.
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1. Introduccién

La industria lactea genera miles de toneladas de lactosuero por afio como
subproducto de la fabricacibn de queso. Hoy en dia el mismo es mayormente
descartado generando grandes problemas ambientales debido a su alta demanda
biol6gica de oxigeno. Una alternativa para un mejor aprovechamiento del lactosuero
es la biotransformacion de la lactosa (B-D-galactopiranosil (1—4) D-glucopiranosa),
componente principal del mismo, para generar galactosidos de alto valor agregado.
Los galactésidos han cobrado importancia en los ultimos afios debido a su partipacion
en multiples procesos biolégicos (Bucke y col.(1996); Varki y col.(1999)). Dentro de los
galactésidos podemos encontrar los galactooligosacaridos, oligosacaridos no
digeribles compuestos de 2 a 20 moléculas de galactosa y una de glucosa (Miller y col.
(2000)). Estos presentan propiedades prebio6ticas y otras propiedades benéficas para
la salud tales como reduccion de los niveles plasmaticos de colesterol en suero,
actividad antitumoral y un aumento de absorcion del calcio de la dieta. (Rycroft y
col.(2001); Rastall y col.(2002); Maugard y col.(2003); Klewicki y col.(2004); Sanz y

col.(2005))

25



Capitulo 2

Por otro lado se encuentran los galactésidos de bajo peso molecular constituidos por
una unidad de galactosa unida a una aglicona, que en muchos casos presentan
interesantes propiedades bioldgicas. Los alquilgalactosidos, debido a sus propiedades
tensoactivas son utilizados como tensoactivos no ionicos, efectivos como agentes
solubilizantes de membranas, facilmente removibles por dialisis, biodegradables y no
téxicos (Ducret y col. (2002); Das-Bradoo y col.(2004)). La galactosil-xilosa puede ser
utilizada como medio de diagnostico para la evaluacion de la actividad de la lactasa
intestinal, mediante la cuantificacién de xilosa eliminada en orina (Hara y col.( 2000)).
El glucosil-glicerol y galactosil-glicerol presentan actividad antitumoral (Colombo y
col.(1996 y 2000), para la lactulosamina se ha reportado potencial actividad
anticancerigena (Rabinovich y col.(2006)) y existen galactosil-aldoximas capaces de

inhibir galectinas (Tejler y col.(2005)).

1.1. Glicosidasas

El uso de enzimas en procesos de sintesis de glicésidos es una alternativa interesante
a la sintesis quimica tradicional ya que la formacién de enlaces glicosidicos ocurre en
un solo paso de reaccion, evitando los pasos de proteccion y desproteccion necesarios
en la sintesis quimica y con un control completo de la configuracion del centro
anomerico (Crout y col. (1990)). La sintesis enzimatica de glicosidos puede realizarse
utilizando glicosiltransferasas o glicosidasas. Las primeras permiten una transferencia
regioselectiva y altos rendimientos de glicosilacion, pero a costa de la utilizacion de
nucleotidos caros como donadores o de su generacion in situ mediante la utilizacion
de una maquinaria compleja adicional. Las glicosiltransferasas son altamente
selectivas respecto a los aceptores de grupos glicosilo y la glicosilacién raramente
ocurre sobre sustratos exégenos o modificados. Por el contrario las glicosidasas
catalizan la formacién de glicosidos anoméricamente puros sin la necesidad de

cofactores. In vivo catalizan la reaccion inversa, es decir la hidrolisis de glicésidos,
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pero in vitro pueden ser utilizadas con fines sintéticos. Ademas las glicosidasas son
robustas, se encuentran ampliamente disponibles en la naturaleza y son relativamente
baratas. Existen glicosidasas que preservan la estereoquimica del centro anomérico
del glicésido y otras que lo invierten. Sin embargo la mayoria de las glicosidasas
utilizadas con fines sintéticos mantienen la configuracion del carbono anomérico.
Ejemplos de este caso son las enzimas p-galactosidasa, invertasa y lisozima. Las
glicosidasas que invierten la configuracién como la trealasa y la a-amilasa raramente
han sido utilizadas para la sintesis de glicdsidos (Ichikawa y col.(1992); Palcic y
col.(1999); Van Rantwijk y col. (1999)).

Se han empleado dos métodos para la sintesis de glicdésidos catalizada por
glicosidasas (Figura 1): la sintesis reversa (controlada termodinamicamente) y la
transglicosilacion (controlada cinéticamente).

Figura 1. Mecanismos de sintesis enzimatica de glicosidos.

Sintesis reversa (Control termodinamico)

Galactosa + ROH Lozima_ - Gal-OR

Transglicosilacion (Control cinético)

H,0
HOR, 2
(.

A
E +Gal-OR, — E-Gal-OR, — E-Gal —= E + Gal

[ von

E
+

En el caso de la sintesis reversa, se revierte la reaccion de hidrolisis del glicosido
haciendo reaccionar un monosacarido libre con un nucledfilo. La constante de
equilibrio de esta reaccion favorece a la hidrolisis respecto a la sintesis, por lo que hay

que buscar una forma de revertir el equilibrio como por ejemplo altas concentraciones
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de monosacaridos y el uso de co-solventes organicos. Este método se ve dificultado
por la incompatibilidad entre la necesidad de un medio organico para disminuir la
actividad del agua y la baja solubilidad de los monosacaridos en dicho medio.

El mecanismo de transglicosilacion utiliza un donador de un grupo glicosilo activado
(oligosacarido o glicésido activado) para formar un intermediario enzima-grupo
glicosilo que reacciona con agua para dar los productos de hidrélisis, o con otro
nucléofilo aceptor (alcohol, monosacarido, oligosacarido, aminoacido, nucleésido) para
formar un nuevo glicésido u oligosacarido. Este nuevo producto obtenido puede ser
también sustrato de la enzima y por lo tanto hidrolizado, por lo cual la reaccién debe
ser detenida antes de que esto ocurra. El rendimiento de la reaccion de sintesis del
glicosido queda entonces determinado mediante un balance entre las velocidades de
sintesis y de hidrélisis. Las transglicosilaciones generalmente dan mayores
rendimientos que las sintesis reversas, ya que permiten superar las concentraciones
de equilibrio. También son mas rapidas, pudiéndose realizar las sintesis en unas
pocas horas en lugar de dias (Van Rantwijk y col.(1999); Das-Bradoo y col.(2004))

A pesar de que las glicosidasas son estereoespecificas e hidrolizan (y sintetizan) sélo
enlaces o 0 B, no siempre son regioespecificas y por lo tanto se pueden producir
mezclas de productos. Cuantos, cuales y en qué proporcion se obtienen puede
depender del origen de la enzima y la estructura del aceptor. Se ha reportado que la
regioselectividad obtenida en las reacciones catalizadas por p-galactosidasas es
altamente dependiente del atomo unido al carbono anomérico del azlcar aceptor. En
general las glicosidasas producen preferentemente enlaces de tipo 1-6 durante la
transglicosilacion debido a la alta reactividad del hidroxilo primario del aceptor, sin
embargo también se forman productos con otros tipos de unién (por ej.: 1-3 6 1-4),

pero sus velocidades de hidrodlisis pueden ser rapidas en comparacion con los
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productos que presentan enlace 1-6 (Ichikawa y col (1992); Yoon y col. (1996); Palcic

y col.(1999)).

1.2. Requisitos para la obtencién de buenos rendimientos en la sintesis enzimatica de

glicésidos

A diferencia de las lipasas y las proteasas que pueden trabajar en solventes organicos

anhidros, las glicosidasas no tienen esta capacidad. Por lo cual, cuando se utilizan

estas enzimas en la sintesis de glicosidos la reaccion de hidrolisis siempre esta

compitiendo. Varias estrategias se han utilizado para mejorar el rendimiento del

glicosido de interés.

i) El uso de glicésidos donadores muy reactivos, de forma tal que el mismo se
hidrolice mas rapido que el producto formado.

i) El uso de alta concentracion de donador o aceptor.

iii) Utilizacion de co-solventes organicos de forma de reducir la actividad de agua.

El producto de transglicosilacion puede a su vez ser sustrato de la enzima y por lo

tanto hidrolizado. Esta hidrélisis secundaria reduce el rendimiento del glicésido por lo

cual es fundamental un control estricto de los tiempos de reaccion. Esta demostrado

que altas concentraciones de co-solvente, grandes cantidades de enzima y cortos

periodos de reaccién son favorables para evitar la formacion de productos secundarios

(Van Rantwijk y col.(1999); Yoon y col.(1996).

Una de las mayores dificultades encontradas para trabajar con las enzimas en medios

organicos es la baja estabilidad de las mismas en dicho medio de reaccion. Por este

motivo se han investigado diversas estrategias de estabilizacion de enzimas para su

aplicacion en solventes organicos.

1.3. Estrategias utilizadas para mejorar la estabilidad de los biocatalizadores en

medios de reacciéon no convencionales.
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El uso de solventes y co-solventes organicos puede mejorar notoriamente el
comportamiento de muchas enzimas utilizadas para realizar biotransformaciones. Sin
embargo la baja estabilidad de las mismas en estos medios de reaccion no
convencionales es la gran limitante para la implementacion industrial de dichas
biotransformaciones. Uno de los principales mecanismos responsables de la
desnaturalizacion de una proteina en presencia de solventes organicos es la
destruccion de la capa de hidratacion que rodea a la misma (Khmelnitsky y col. (1991);
Timasheff y col. (1993)). Por lo tanto, la reduccién de la concentracion de co-solvente
en la cercania inmediata de la molécula de enzima parece ser una propuesta racional
para proteger a la proteina de este tipo de desnaturalizacion.

En este sentido se han reportado varias estrategias tales como: cristales de enzima
entrecruzados (CLEC) (Haring y col. (1999)), agregados de enzima entrecruzados
(CLEA) (Tyagi y col. (1999); Wilson y col. (2004)), micelas reversas (Marhuenda-Egea
y col. (2002), atrapamiento de la molécula de proteina en matrices fuertemente
hidrofilicas (Abian y col. (2001)). Sin embargo, la preparacién de algunos de estos
biocatalizadores es costosa, dificil de estandarizar y algunos de ellos muestran baja
resistencia mecanica (Wilson y col. (2004)). Otros métodos que han sido reportados
para mejorar la estabilidad en presencia de solventes organicos son los métodos
moleculares (mutagénesis y evolucion dirigida) (Dordick y col. (1992); O’Fagain y col.
(2003)), la modificacién quimica con compuestos hidrofilicos (Vinogradov y col. (2001);

Spreti y col. (2004)), y la inmovilizacién en soportes s6lidos (Ogino y col. (2001)).

1.3.1. Inmovilizacién de enzimas

La inmovilizacién de enzimas es una de las estrategias mas comunmente usadas con
el fin de mejorar la estabilidad de un biocatalizador frente a diferentes condiciones a
las que pueda ser expuesto. Por definicidon la inmovilizacibn de un biocatalizador

implica la confinacién o localizacion fisica de la enzima en una cierta regién definida
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del espacio con retencion de sus propiedades cataliticas, y que el mismo pueda ser
usado de manera repetida y continua (Katchalski-Katzir y col. (1993)). Dentro de las
ventajas generales de utilizar un biocatalizador inmovilizado se encuentran la
reutilizacion del mismo, la facil separacion y extraccion de sustratos y productos del
medio de reaccion, generalmente mayor estabilidad, flexibilidad en el disefio de
reactores, desarrollo de sistemas continuos, facilidad de control y automatizacion del
proceso. Dentro de las desventajas estan la pérdida o reduccion de la actividad,
limitaciones difusionales, y los costos adicionales.

Las proteinas pueden ser inmovilizadas en un soporte mediante una amplia variedad
de interacciones que van desde adsorcion fisica y uniones iénicas reversibles, hasta
enlaces covalentes estables, lo cual a dado lugar al desarrollo de una gran diversidad
de métodos de inmovilizacidbn que estan ampliamente descritos en la bibliografia
(Taylor (1991); Guisan y col. (1997a)).

En la Tabla 1 se detallan algunos de ellos y se los ha clasificado en dos grandes
grupos: irreversibles y reversibles. El concepto de irreversibilidad significa que una vez
que la enzima esta unida al soporte, no puede ser liberada sin destruir su actividad
biolégica o destruir el soporte. Los procedimientos mas comunes de inmovilizaciéon
irreversible implican la formacién de enlaces covalentes entre un grupo funcional de la
enzima y un grupo quimico especifico del soporte; y también puede darse por
confinamiento o atrapamiento de la enzima en una matriz sélida.

Por el contrario, las enzimas inmovilizadas de manera reversible a un soporte pueden
ser eluidas del mismo en condiciones suaves de reaccion. El uso de este tipo de
métodos reversibles de inmovilizacion es muy atractivo desde el punto de vista
econdmico, ya que el soporte puede ser regenerado y vuelto a cargar con enzima
fresca.

Cuando el objetivo es la estabilizacion del biocatalizador en presencia de co-solventes

organicos, la inmovilizaciébn covalente parece ser una buena estrategia ya que
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generalmente el proceso de inactivacibn comienza con el desplegamiento de la

proteina. La unién multipuntual de la enzima al soporte le confiere a la misma alta

rigidez conformacional y en consecuencia la actividad enzimatica puede retenerse en

presencia de concentraciones significativas de solvente organico (Guisan y col.

(1993)).

Tabla 1. Métodos de inmovilizacion de enzimas

Inmovilizacién | Métodos Comentarios
Irreversible Por formacién de enlaces | Grupos funcionales de Ila enzima
covalentes (por ej: amida, | involucrados - amino (Lys), tiol (Cys),
éter, tioéter, carbamato) - carboxilo (Asp, Glut)
Por confinamiento En geles como alginato, poliacrilamida,
etc, y en fibras huecas de celulosa
Reversible Adsorciéon ( interacciones no | Interacciones no especificas

covalentes)

- Interacciones i6nicas

- Interacciones hidrofobicas

. Interacciones por afinidad

Quelacion o interacciones con

iones metalicos

Grupos funcionales de la
involucrados

-imidazol (His)

enzima

Unién covalente

Formacion de enlaces disulfuro

1.3.2. Modificacion del nano-ambiente que rodea al biocatalizador inmovilizado

La inmovilizacibn de una enzima frecuentemente no es suficiente como estrategia

Unica para alcanzar un alto grado de estabilizacion, sobre todo cuando se utiliza en

presencia de

complementarias para modificar el

solventes organicos. Por lo tanto se han disefiado estrategias

nano-ambiente que rodea al biocatalizador

inmovilizado, de manera de protegerlo de los efectos perjudiciales del solvente
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organico (Fernandez-Lafuente y col. (1998); Abian y col. (2001); Guisan y col. (2001);
Fernandez-Lorente y col. (2001), Irazoqui y col. (2002 y 2007)). Esta estrategia
combinada tiene como ventajas las propias de la inmovilizacion, mas la proteccion que
el ambiente hidrofilico le proporciona a la enzima frente a la presencia de co-solventes

organicos.

2. Materiales y métodos

2.1. Ensayo de proteinas.
El contenido de proteinas para la enzima soluble y la inmovilizada fue estimado por el

ensayo del acido bicinconinico segun lo descrito en Giacomini y col. (1998).

2.2. Actividad enzimatica.

Fue ensayada utilizando el cromégeno ONPG como sustrato, segun lo descrito por
Irazoqui y col (2007). Una unidad de enzima (UE) fue definida como la cantidad de
enzima que hidroliza un umol de ONPG a ONP y galactosa en un minuto a

temperatura ambiente y pH 5.5.

2.3. Inmovilizacién de [3-galactosidasa en tiolsulfinato-agarosa.

El soporte tiolsulfinato (TSI) -agarosa fue preparado segun lo descrito por Batista-
Viera y col (1994). El tratamiento de tiolacién de la enzima se realiz6 segun lo
previamente reportado por Carlsson y col. (1978) con algunas modificaciones
(Giacomini y col. (2007). Una alicuota de 1 gramo de gel escurrido conteniendo 20
pmoles de grupos TSI fue incubada con 10 ml de una soluciéon de B-—galactosidasa
tiolada de A. oryzae (2 mg/ml, 20 EU/mI) en fosfato de sodio 50mM pH 7.0, durante

24 horas a temperatura ambiente con agitaciéon suave. Los grupos TSI reactivos
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remanentes fueron bloqueados con una solucién de glutation reducido. El derivado

obtenido se denominé TSI20.

2.4. Inmovilizacién de B-galactosidasa en glutaraldehido-agarosa.

El soporte glutaraldehido-agarosa se sintetizdé segun lo descrito por Guisan y col.
(1997a). La inmovilizacion de la enzima en dicho soporte se realizé segun lo descrito
por lrazoqui y col. (2007). Una alicuota de 1 gramo de gel escurrido conteniendo 90
pmoles de grupos glutaraldehido fue incubada con 10 ml de una solucién de B-
galactosidasa de A. oryzae (2 mg/ml, 94 EU/ml) en fosfato de sodio 50mM pH 7.0,
durante 24 horas a temperatura ambiente con agitacion suave. Al cabo de este tiempo
el gel fue filtrado a través de una placa filtrante de vidrio y equilibrado con carbonato
de sodio 20 mM pH 10.0. El derivado fue suspendido en una soluciéon 26.4 mM de
borohidruro de sodio en buffer carbonato de sodio 20 mM pH 10.0, en una relacién de
1 g de gel escurrido : 14 ml de volumen total. La suspension fue incubada durante 30
minutos a temperatura ambiente con agitacion suave, y después lavada con acetato
de sodio 50mM pH 5.5 (buffer de actividad) y almacenada a 4° C. Este derivado

enzimatico fue denominado Glut90.

2.5. Modificacion de la enzima inmovilizada con polimeros de dextrano modificados.

El polialdehido-dextrano y la poliamina-dextrano se prepararon segun lo descrito por
Guisan y col. (1997b). La modificacién de la enzima inmovilizada se realizdé segun lo
descrito por lrazoqui y col (2007). En la primera etapa de la estrategia de
hidrofilizacion se hizo reaccionar una alicuota de derivado Glut90 con polialdehido-
dextrano, de manera que los grupos aldehidos del polimero reaccionaran con los
grupos amino de la superficie de la enzima formandose una base de Schiff que es

posteriormente reducida a un enlace alquil-amino estable. El derivado obtenido se
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denominé Glut90-Pal. La segunda etapa de la hidrofilizacion consistié en el agregado
de poliamina-dextrano al derivado Glut90-Pal sin reducir, de manera de que los grupos
amino del polimero reaccionaran con los grupos aldehidos de la capa de polimero

anterior, este nuevo derivado se denominé Glut90-Pal-Pam.

2.6. Estabilidad en presencia de acetona.

Alicuotas de una suspension de derivado en buffer de actividad conteniendo 25 UE/m,
fueron incubadas con distintas concentraciones de acetona a 30 °C. Cada cierto
tiempo se tomaron muestras para determinar la actividad enzimatica y representar la

actividad enzimatica residual frente al tiempo de exposicién al solvente.

2.7. Sintesis enzimatica de galactosidos

2.7.1.Sintesis de galactosil-xilosa

A 10 ml de una solucién de ONPG 50 mM conteniendo 0.5 M xilosa en buffer acetato
de sodio 50 mM pH 5.5, se le agregaron 10 UE de f-galactosidasa de A. oryzae
soluble o inmovilizada sobre geles glutaraldehido-agarosa (concentracion final de
enzima 1 UE/ml). La mezcla se incubd durante tres horas a temperatura ambiente y se
tomaron alicuotas a tiempos regulares. La reaccion enzimatica se detuvo por
calentamiento a 100 °C durante 5 minutos en el caso de la enzima soluble y por
filtracion en el caso del derivado enzimatico. El avance de la reaccion se siguié por
HPLC.

La sintesis de galactosil-xilosa se llevo a cabo en las mismas condiciones pero en

presencia de distintas concentraciones de acetona.

2.7.2. Sintesis de galactosil-etilenglicol
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A 10 ml de una solucién de dador de grupo galactosilo (ONPG 50 mM o Lactosa 69
mM) en buffer acetato de sodio 50 mM pH 5.5 conteniendo 8.9 M de etilenglicol, se le
agregaron 10 UE de B-galactosidasa soluble o inmovilizada sobre geles glutaraldehido
agarosa cuando el dador era ONPG, y 60 UE cuando el dador era lactosa
(concentracion final de enzima 1y 6 UE/ml respectivamente). La suspension se agité a
temperatura ambiente durante dos horas cuando el dador era ONPG y durante 72
horas cuando el dador era lactosa y se sacaron alicuotas a tiempos regulares.

La reaccion enzimatica se detuvo por calentamiento a 100 °C durante 5 minutos en el
caso de la enzima soluble y por filtracion en el caso del derivado enzimatico. El avance

de la reaccion se sigui6 por HPLC.

3. Resultados y Discusidén

3.1. Inmovilizacion covalente de f-galactosidasa de A. oryzae.

Con el objetivo de obtener un derivado inmovilizado de B-galactosidasa de A.oryzae
fueron utilizadas dos estrategias diferentes de union a geles de agarosa. Una de ellas
se basa en la reaccion de los grupos amino de la proteina con grupos glutaraldehido
unidos al soporte, siendo este un método tradicional y efectivo para la inmovilizacion y
estabilizacion de enzimas. La segunda estrategia utilizada presenta un aspecto muy
interesante y es que la unién se da a través de la formacion de un enlace covalente de
tipo disulfuro entre los grupos sulfhidrilo expuestos de la enzima y los grupos
tiolsulfinato unidos a la matriz. Esto permite que el mismo pueda ser escindido con
agentes reductores como el DTT, posibilitando la elucion de la enzima cuando su
actividad decae, la regeneracion de los grupos reactivos del soporte y la recarga del
mismo con enzima fresca. La B-—galactosidasa de A. oryzae tiene 4 residuos de

cisteina en su estructura (NCBI, htpp://ncbi.nim.nih.gov) pero ninguno de ellos puede
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ser titulado, poniendo en evidencia que los mismos no se encuentran expuestos e
imposibilitando por lo tanto la unién a soportes tiol- reactivos. Se utilizé entonces una
estrategia por modificacion quimica (tiolacion de grupos amino superficiales) para
generar de esta forma 2.8 moles de grupos SH/mol de proteina.

Tabla 2. Rendimientos de inmovilizacién de la f—galactosidasa de A. oryzae

Derivado Proteina unida Actividad Km para
Inmovilizado al gel unida al gel ONPG
(mM)
mg/g gel %° UE/ggel | %"

TSI20 10.0 77 382 52 | 8.0

Glut90 12.2 54 357 38 |63
Glut90-Pal 12.2 54 289 31 12
Glut90-Pal-Pam 12.2 54 207 22 15

@ Cantidad de proteina inmovilizada expresada como porcentaje de la
cantidad de proteina aplicada (rendimiento de inmovilizacion en proteinas).

Cantidad de actividad inmovilizada expresada como porcentaje de la
cantidad de actividad aplicada (rendimiento de inmovilizacion en actividad).
¢ kw de la enzima soluble usando ONPG como sustrato =2.5 mM

El rendimiento de inmovilizacion en actividad en TSl-agarosa conteniendo 20 umoles
de grupos reactivos /g de gel escurrido, fue mayor que el obtenido en la inmovilizacion
en glutaraldehido-agarosa conteniendo 90 pmoles de grupos reactivos /g de gel
escurrido, 52 y 38% respectivamente (Tabla 2). Esto indica que las moléculas de
enzima inmovilizada retienen en mayor proporcion su conformacion activa con la
quimica del tiolsulfinato. Una explicacion posible es que las condiciones usadas en el
proceso de inmovilizacion en tiolsulfinato-agarosa son mas suaves que las usadas con
el soporte glutaraldehido-agarosa, ya que este Ultimo tiene una etapa de reduccion
con borohidruro de sodio, a pH 10.0 durante 30 minutos, lo que posiblemente inactiva
parte de la proteina inmovilizada. En el caso de los derivados inmovilizados en

glutaraldehido-agarosa el tratamiento de hidrofilizacion produjo un efecto de
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inactivacion menor, comparado con el fuerte efecto inactivante producido por el
proceso de inmovilizacién en estos geles.

La inmovilizacion en Glut90- agarosa y en TS| 20-agarosa de la enzima de A. oryzae
produjo un aumento en el valor de Ky aparente de 2.5 mM (enzima soluble) a 6.3 mM
y 8.0 mM, respectivamente, usando ONPG como sustrato. Es un hecho bien conocido
que el proceso de inmovilizacion de una enzima a un soporte solido afecta los
parametros cinéticos de la misma. Ademas, las representaciones graficas del “direct
linear plot” de los derivados inmovilizados mostraron una gran complejidad, lo que es
indicativo de la existencia de problemas difusionales (Peter, 1981). Esto puede ser
reflejo de cambios conformacionales que afectan la afinidad de la enzima hacia el
sustrato, y/o la existencia de restricciones difusionales debidas a la inmovilizacién. La
primera capa de hidrofilizacion (Glut 90-Pal) produjo un aumento adicional en la Ky,
pero sorprendentemente, no hubo una gran diferencia entre los valores de Ky de
ambos derivados hidrofilizados.

El tratamiento de hidrofilziacibn no puede aplicarse a derivados enzimaticos
inmovilizados en TSl-agarosa, debido a que en la etapa de reduccion de las bases de
Schiff generadas entre los polimeros hidrofilicos y la enzima, necesaria para obtener
un enlace estable, se produciria también la reduccion del enlace disulfuro, eluyendo

asi la proteina unida a la matriz.

3.2. Estabilidad de los derivados inmovilizados en presencia de acetona como co-
solvente

Para caracterizar el comportamiento de los derivados en presencia de co-solventes
organicos se estudié la estabilidad de los mismos en acetona. Los resultados
experimentales de actividad residual frente al tiempo fueron analizados de acuerdo al

modelo de inactivacion en dos pasos propuesto por Henley y col. (1984) y ajustados a
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una caida exponencial simple o doble, con o sin alfa (con ayuda del programa EnZfitter);
se calcularon las constantes de decaimiento kj, ks, alfa; y la vida media.

La primera fase de hidrofilizacién del derivado Glut90 permitié alcanzar un alto grado de
estabilizacion en presencia de 36% v/v de acetona (aumento de la vida media en un
factor de 13 respecto al derivado Glut90 sin hidrofilizar y un factor de 19 frente al
derivado TSI20); sin embargo cuando la concentracion de co-solvente aumenté a 50%
vlv, la estabilidad del derivado Glut 90- Pal no mostré ninguna mejora (Tabla 3). Esto
estaria indicando que la capa hidrofilica que rodea a la molécula de enzima, no es
suficiente proteccion contra la alta concentracion de acetona, demostrando que se
requiere un efecto estabilizante adicional para trabajar en estas condiciones drasticas.
Se aplicdé entonces la segunda capa de hidrofilizacién al derivado p—galactosidasa-
Glut90-Pal con poliamina-dextrano. El derivado hiper-hidrofilizado obtenido (Glut90-Pal-
Pam) mostr6 un efecto estabilizante significativamente positivo, dado que presentd una
vida media 25 veces mayor que el derivado Glut90 sin modificar (Tabla 3). Ademas
dicho derivado Glut90-Pal-Pam fue testado bajo condiciones muy exigentes (acetona
75% viv) obteniéndose resultados extremadamente positivos: el derivado hiper-

hidrofilizado retuvo el 40% de su actividad original luego de 24 horas de incubacion, en

Tabla 3.Estabilidad de los diferentes derivados enzimaticos en acetona 50% v/v.

ke(h™) ko(™) Alfa1 |ty (h)
Glut9oo 3.1x10” 25x10% [29.0 |5.0
Glut90-Pal 9.7x107 - - 7.2
Glut90-Pal-Pam | 1.9x10™ 2.9x10° [70.0 123.0
TSI20 1.2x10” 5.0x10° [ 1.7 5.8
Enzima soluble | 3.7x107 7.9x10° | 29.0 30.2
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comparacién con un 0.2 % de actividad residual del derivado Glut90 para el mismo
tiempo de incubacion.

Se realizaron ensayos de inactivacion térmica a 60°C de todos los derivados y los
resultados mostraron que la estrategia de hidrofilizacion no produce ninguna
estabilizacion adicional; sugiriendo que el posible entrecruzamiento de la enzima con
los polimeros tiene un minimo efecto sobre la rigidez de la misma. Si la rigidez hubiera
sido incrementada deberia observarse un aumento paralelo en la estabilidad térmica.
Por lo tanto, la hidrofilizacion parece ser especialmente efectiva en prevenir el
desplegamiento del coraz6n hidrofébico de la enzima, lo que ocurre cuando una
proteina es expuesta a un medio con baja polaridad como es la presencia de co-

solventes organicos.

3.3. Sintesis enzimatica de galactésidos utilizando derivados inmovilizados de
p—galactosidasa de A. oryzae.

Las p-galactosidasas son glicosidasas capaces de catalizar reacciones de
transglicosilacion, en particular la proveniente de Aspergillus oryae, que ademas es
muy estable térmicamente y frente a la presencia de co-solventes (Irazoqui y col.
(2007), Reuter y col (1999)). Ya que el comportamiento de los derivados inmovilizados
(Glut90 y TSI20) en cuanto a actividad expresada en el gel y estabilidad en acetona
fue bastante similar, se eligid el procedimiento de inmovilizaciéon del glutaraldehido
porque la enzima no necesita tratamiento previo, a diferencia de lo que sucede en la
inmovilizaciéon en TSl-agarosa, donde es necesaria la tiolacion de la misma. Por lo
tanto se utilizé la enzima inmovilizada en glutaraldehido-agarosa para la sintesis de
dos galactosidos

La sintesis de galactosil xilosa se llevo a cabo utilizando la enzima inmovilizada y una

concentracion de aceptor de 0.5M, la cual fue optimizada previamente (Giacomini y
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col. (2002)). En medio acuoso el rendimiento de sintesis fue de un 28% y el porcentaje
de conversion de ONPG fue de un 79 % (Tabla 4). Estos resultados reflejan el hecho
de que la reaccion de hidrélisis estd compitiendo con los procesos de
transglicosilacion, lo cual es frecuente.

El uso de co-solventes organicos disminuye la actividad del agua lo que favoreceria la
reaccion de transglicosilacion frente a la hidrélisis. Se estudi6é entonces, la sintesis de
galactosil-xilosa en presencia de distintas concentraciones de acetona, solvente en el
cual la enzima demuestra cierto nivel de estabilidad. Sin embargo en la Tabla 4 se
puede observar que, contrariamente a lo esperado, los rendimientos de sintesis
disminuyen respecto a los obtenidos en medio acuoso, al igual que los porcentajes de
conversion de ONPG, a pesar de trabajar a tiempos mas largos. Esto estaria indicando
que en presencia de este co-solvente la enzima ve dificultado su funcionamiento. De
estos resultados se puede concluir que si bien los co-solventes disminuyen la actividad
del agua, para el caso de esta glicosidasa también pueden disminuir la actividad
catalitica de la enzima por lo cual no siempre es posible aumentar los rendimientos de
sintesis mediante la utilizacién de co-solventes organicos.

Tabla 4. Sintesis de galactosil-xilosa con la enzima inmovilizada

Co- solvente Tiempo al que se alcanza el | Rendimiento de Grado de conversion
maximo  rendimiento  de | sintesis (%)’ de ONPG (%)

sintesis (min)

Ninguno 60 28 79
10% Acetona 120 19 54
25% Acetona 120 19 64

"El rendimiento de sintesis se expresa como porcentaje del producto obtenido respecto del dador

Los rendimientos de sintesis de galactosil-etilenglicol cuando se utiliza ONPG como

dador de grupo galactosilo son muy superiores a los obtenidos para la sintesis de
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galactosil-xilosa (Tabla 5). Probablemente esto se deba a dos motivos. Por un lado el
etilenglicol cumple la doble funcién de aceptor y co-solvente organico y por otro la
concentracion utilizada es casi 18 veces mayor que la de xilosa. El etilenglicol, a
diferencia de la xilosa, se puede utilizar en tan altas concentraciones porque no
existen problemas de solubilidad ni de incremento de la viscosidad del medio. La
presencia de etilenglicol enlentece la cinética de conversion del ONPG, ya que son
necesarias 4 horas de incubacién para alcanzar un 70% de conversién, pero permite
obtener altos rendimientos de sintesis (70%, Tabla 5). Por otra parte a lo largo del
proceso de sintesis no se observa la liberacion de galactosa. Esto significa que toda la
galactosa proveniente de la lactosa es transferida al etilenglicol y que por lo tanto no
hay competencia de la reaccién de hidrélisis. Esto queda de manifiesto por el hecho
que los porcentajes de sintesis y de conversion son iguales. Todo lo mencionado

anteriormente convierte al etilenglicol en un excelente aceptor.

Tabla 5. Sintesis de galactosil-etilenglicol con enzima soluble e inmovilizada.

Enzima Donador Aceptor Tiempo de | % Sintesis’ % Conversion
reaccion del donador
Soluble ONPG Etilenglicol | 4 h 70% 70%
(50 mM) 8.9M
Soluble Lactosa Etilenglicol | 24 h 7% 7%
(69 mM) 8.9M
Inmovilizada | Lactosa Etilenglicol | 24 h 58% 71%
(69 mM) 8.9M

"El rendimiento de sintesis se expresa como porcentaje del producto obtenido respecto del dador

Los resultados de la Tabla 5 muestran que el ONPG es mucho mejor dador de grupo

galactosilo que la lactosa ya que se obtienen los mismos % de sintesis en un tiempo 6
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veces menor. Sin embargo la lactosa es mucho mas econémica, puede obtenerse a
partir de un producto de deshecho (lactosueros y permeados) y permite alcanzar
buenos rendimientos aunque en tiempos mayores.

Con respecto al uso de la enzima inmovilizada, se alcanzan rendimientos similares a
los de la enzima soluble pero ofrece como ventaja el poder detener la reaccion

enzimatica en un simple paso de filtracion y el poder reutilizar la enzima.

4. Conclusiones y perspectivas de futuro

Los resultados alcanzados en este trabajo muestran que las propiedades de los
biocatalizadores inmovilizados dependen del procedimiento utilizado para su
inmovilizacién; y que es posible modificar alguna de estas propiedades utilizando una
estrategia de hidrofilizacion del nanoambiente que rodea a la enzima.

Uno de estos derivados fue utilizado en la biotransformacion de la lactosa,
obteniéndose muy buenos resultados que ponen de manifiesto la viabilidad del uso de
glicosidasas en la sintesis de galactésidos, como una buena alternativa a la sintesis
quimica. A su vez se demostro la factibilidad del uso de lactosa como dador de grupo
galactosilo. Esto permitiria un mejor aprovechamiento del lactosuero, un producto de
deshecho de la industria lactea para la obtencién de galactosidos de alto valor
afiadido. Se logré la sintesis de dos galactésidos: galactosil-xilosa donde los mejores
rendimientos se alcanzaron en medio acuoso, y galactosil-etilenglicol. En este ultimo
caso los excelentes rendimientos obtenidos hacen que resulte interesante el estudio

de otros aceptores, en particular alcoholes para la sintesis de nuevos galactésidos.
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1. Presentaciones de las proteinas del suero en el mercado

Los productos en polvo a base de proteinas del suero de queseria se
comercializan comunmente como aislados (WPI) y concentrados (WPC). Estos
productos difieren tanto en la materia prima de origen como en el proceso de
elaboracion y consecuentemente en su composiciéon (McDonough y col., 1974; Morr,
1985; de Wit y col., 1986; Morr y Foegeding, 1990; Huffman, 1996). Los WPC tienen
porcentajes de proteina que varian entre 30% y 85%, mientras que los WPI tienen
contenidos de proteina mayores al 90%. La mayoria de las empresas lacteas
argentinas que se dedican a la concentracidén y secado de proteinas del suero realizan
el proceso ya sea utilizando la capacidad de las plantas productoras de leche en polvo
o empleando plantas exclusivamente disefiadas para el procesamiento del suero. Se
estima que en Argentina existen aproximadamente 12 importantes plantas
procesadoras de suero de queseria, la mayor parte localizadas en la zona pampeana.
Las dos firmas mas importantes por su capacidad de procesamiento son AFISA SA
(una empresa conjunta de Arla Food Ingredients SA y Sancor Cooperativas Unidas
Limitada), con una planta ubicada en Coérdoba; y Remotti SA, con plantas en Cérdoba,
Santa Fe y Buenos Aires. Otras empresas dedicadas al procesamiento del suero son

Mastellone Hnos. SA., Milkaut SA, Garcia Hnos. Agroindustrial SRL, Sobrero y
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Cagnolo SA., Cotapa (Cooperativa Lactea Parana), Arcolen Argentina SA, Sucesores
de Alfredo Williner SA, Saputo Inc. y Lacteos Conosur SA (Schaller, 2009).

Argentina se encuentra entre los principales paises productores y exportadores
de proteinas del suero en polvo. Los productos mas comercializados en el mercado
interno son los WPC que poseen un contenido de proteina entre 35% y 40%. Las
estadisticas oficiales muestran un crecimiento importante en el ultimo tiempo, donde la
produccién nacional se duplicd entre 2004 y 2007. Entre 1999 y 2008, las
exportaciones se multiplicaron por once, hasta alcanzar un récord del orden de las
36.000 ton/afio en 2008 (Schaller, 2009).

Las proteinas del suero pueden utilizarse como ingrediente en la elaboracién
de productos alimenticios para incrementar su valor nutricional y/o para obtener
propiedades funcionales deseadas (gelificacion, espezamiento, espumado, etc.). Se
han descripto diversas metodologias para la inclusion de proteinas del suero durante
el proceso de elaboracion de quesos que permiten mejorar el rendimiento y el valor
nutricional de estos productos (Sanchez y col., 1996; Santoro y Faccia, 1996; Lo y
Bastian, 1998; Hinrichs, 2001). En estos trabajos, se inform6 que las proteinas del
suero debian presentar un cierto grado de desnaturalizacion y/o agregacion para que
puedan interaccionar con las caseinas y queden retenidas en la matriz del queso.

El tratamiento térmico de las suspensiones de proteinas del suero por encima
de cierta temperatura produce, en primera medida, la apertura de la estructura terciaria
de las moléculas de proteina, permitiendo la exposicion de sitios activos de naturaleza
hidrofébica. Este fendmeno permite que las mismas interaccionen entre si para formar
agregados que, en concentraciones por debajo de la critica necesaria para formar un
gel, pueden permanecer en solucibn aumentando la viscosidad de la misma
(Vardhanabhuti y Foegeding, 1999; Mleko y Foegeding, 1999). Las proteinas
desnaturalizadas y los agregados proteicos son capaces de interaccionar de manera

mas efectiva con los demas ingredientes que conforman los alimentos, debido a que
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poseen mas cantidad de sitios activos expuestos que presentan una mayor
reactividad. De esta manera, los tratamientos térmicos realizados en condiciones
controladas de temperatura, tiempo y concentracion total de proteina pueden provocar
la desnaturalizacién y/o agregacion de las proteinas sin producir gelificacién,
modificando asi las propiedades funcionales y reolégicas de las suspensiones que las
contienen.

Algunos productos elaborados a base de proteinas de suero fueron disefiados
con objetivos especiales. De esta forma, se desarrollé un concentrado de proteinas del
suero que posee la caracteristica de imitar algunas propiedades funcionales propias
de las grasas en los alimentos a los cuales son adicionados. Este producto se
encuentra patentado con el nombre de Simplesse®. El mismo se elabora a partir de
concentrados con contenidos de proteina entre 35% y 54%, en donde las proteinas del
suero son desnaturalizadas por calor a temperaturas entre 90 y 120 °C durante
tiempos que pueden variar entre 5 min a 4 s. Luego, el concentrado es sometido a un
proceso mecanico de microparticulacion que consiste en la aplicacion de tensiones de
corte utilizando intercambiadores de calor de placas (5000 a 40000 s') u
homogeneizadores de alta presion (750 a 1000 bars). De este modo, se obtienen
microparticulas esféricas uniformes de un diametro medio de 1 um y se evita la
formacion de agregados proteicos de mayor tamafo (Singer y col., 1988, Singer,
1996).

La importancia de estos aditivos imitadores de grasa radica en que la
disminucion del contenido lipidico causa defectos texturales, funcionales y sensoriales
en los quesos magros debido a que la grasa aporta suavidad a la textura y contribuye
al flavor de los quesos tradicionales. En los quesos magros las caseinas juegan el rol
mas importante en el desarrollo de la textura y por este motivo, los mismos suelen

presentar una estructura mas firme y gomosa en comparacién con la de un queso
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tradicional (Mistry, 2001). De esta forma, el uso de aditivos imitadores de grasa en el
proceso de elaboraciébn de quesos magros es una estrategia util para mejorar su
textura (Rodriguez, 1998; Mistry, 2001; Banks, 2004).

Por lo tanto, el conocimiento de las propiedades mecanicas y texturales de los
sistemas alimentarios elaborados con proteinas del suero es de particular interés para

los tecndlogos alimentarios.

2. Caracterizacion reolégica de sistemas que contienen proteinas del suero

El estudio del comportamiento reologico de los alimentos y de sus ingredientes
es utilizado en el campo del control de calidad, procesamiento y manipulacién de los
mismos. Los ensayos oscilatorios se llevan a cabo aplicando una deformacién o
tensién sinusoidal controlada y midiendo la correspondiente tensién o deformacion
experimentada por el material. Estos ensayos efectuados dentro de la zona de
respuesta lineal tienen especial aplicacion, ya que permiten evaluar por separado la
influencia que tiene el comportamiento sélido y fluido de un alimento viscoelastico.
Dentro de los modelos reolégicos existentes, el modelo de Ley de Potencia permite
obtener parametros que pueden utilizarse para analizar la dependencia de los modulos

elastico (G') y viscoso (G") con la frecuencia de medicion.

2.1. Comportamiento reoldgico de suspensiones de proteina del suero

Las propiedades reolégicas de los polimeros y de los agregados esta
relacionada con el tamafo y la forma de las moléculas (Vardhanabhuti y Foegeding,
1999). Debido a que las proteinas del suero en estado nativo son relativamente
pequefias y presentan una conformacién compacta y organizada, las soluciones que
las contienen presentan baja viscosidad. Por otro lado, las proteinas del suero en
estado desnaturalizado poseen una conformacion mas aleatoria y desordenada y los

agregados que se forman a partir de ellas poseen una forma mas asimétrica, un
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tamafo y una fraccién volumétrica efectiva mayor que la de las proteinas del suero en
estado nativo. De esta forma, las soluciones que contienen agregados de proteinas del
suero solubles presenten una mayor viscosidad (Bryant y McClements, 1998;
Vardhanabhuti y Foegeding, 1999; Mleko y Foegeding, 1999).

El comportamiento reolégico de suspensiones de proteinas del suero ha sido
investigado por diversos autores. Ikeda y col. (2001) estudiaron el comportamiento de
suspensiones de diversas variedades de proteinas globulares, entre ellas de B-
lactoglobulina (1% de proteina), Albumina Sérica Bovina (1% de proteina) y o-
lactoalbumina (5% de proteina), mediante reometria dindmica y rotacional. En las
suspensiones de pB-lactoglobulina y de Albumina Sérica Bovina se observd un
comportamiento pseudoplastico y los espectros mecanicos presentaron un
comportamiento predominante sélido en el rango de frecuencias estudiado (0,1 a 100
rad/s). Las suspensiones de a-lactoalbumina presentaron un comportamiento similar al
de un fluido newtoniano, mientras que los barridos de frecuencia no pudieron
obtenerse debido a que la respuesta obtenida estuvo por debajo del nivel de
sensibilidad del reémetro. lkeda y col. (2001) estudiaron el comportamiento reol6gico
de suspensiones de (3-lactoglobulina (concentracion de 0,01 a 7% de proteina en 0,1
mol/dm® de NaCl) y de suspensiones de WPI (concentracion de 0,1 a 10% de proteina
en 0,1 mol/dm® de NaCl), realizando ensayos de fluidez y dinamicos a 20 °C. En las
suspensiones de [-lactoglobulina, los autores observaron que los valores de
viscosidad presentaron una fuerte dependencia con la velocidad de deformacion,
mostrando un comportamiento pseudoplastico. Ademas, los espectros mecanicos de
dichas suspensiones presentaron un comportamiento predominantemente solido
(donde G' fue mayor a G"). En las suspensiones de WPI, se observé el mismo
comportamiento pseudoplastico obtenido con las suspensiones de B-lactoglobulina,
pero los espectros mecanicos observados evidencian un comportamiento similar al de

las soluciones semidiluidas, en dénde G" es mayor a G' a bajos valores de frecuencia.
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Lizarraga, y col. (2006) estudiaron, por medio de ensayos oscilatorios y rotacionales, el
comportamiento reolégico de suspensiones de proteina del suero en un rango de
concentraciones de 2,0 a 32,0% de sélidos totales preparadas a partir de un WPC con
80% de proteina total. Los autores observaron que todas las suspensiones
presentaron un comportamiento pseudoplastico y que las suspensiones con 32,0% de
WPC presentaron un comportamiento tixotropico. Ademas, los espectros mecanicos

fueron similares a los de una solucién de polimero concentrada.

2.2. Comportamiento reolégico de suspensiones de proteina del suero que
contienen proteina desnaturalizada y/o agregados proteicos

Se han encontrado escasos trabajos dedicados a analizar el comportamiento
reolégico de las suspensiones de proteinas del suero que contienen proteina
desnaturalizada y/o agregados proteicos. Vardhanabhuti y Foegeding (1999)
estudiaron el comportamiento reolégico de esta clase de suspensiones por medido de
ensayos rotacionales con el objetivo de comparar su viscosidad con el de
suspensiones de carbohidratos utilizados habitualmente como agentes espesantes en
alimentos. Para ello utilizaron suspensiones con diferentes concentraciones de
proteina (8, 9, 10 y 11%) preparadas a partir de un WPI. El tratamiento térmico fue
realizado a 80 °C durante diferentes tiempos (1, 3 y 9 h). Los autores observaron que
las muestras analizadas presentaron un comportamiento comparable al de las
suspensiones de carbohidratos. Mleko y Foegeding (1999) analizaron también el
comportamiento de esta clase de suspensiones obtenidas a partir de un tratamiento
térmico realizado en dos etapas: calentamiento a 80 °C durante 56-59 min (evitando la
formacion de un gel), enfriamiento, dilucién, ajuste de pH y posterior calentamiento a
80 °C durante 1,5 h. Para la preparacion de las mismas se utiliz6 un WPI y los

ensayos reologicos fueron realizados mediante reometria rotacional. Las muestras
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presentaron un comportamiento tixotropico, pseudoplastico y en algunos casos
dilatante y reopéctico.

En nuestro sector, el Grupo de Ingenieria de Alimentos y Biotecnologia del
INTEC, ha estudiado el efecto de la intensidad del tratamiento térmico y del contenido
de proteina total sobre el comportamiento reolégico de suspensiones de WPC
trabajando con un WPC35. Las suspensiones conteniendo un 5y 9% p/v de proteina
total fueron tratadas térmicamente para obtener un 60% de proteina desnaturalizada
y/o de agregados proteicos en condiciones suaves (72,5 °C durante 15 miny 72,5 °C
durante 40 min, respectivamente) y enérgicas (77,5 °C durante 6 min y 77,5 °C durante
12 min, respectivamente) (Meza y col., 2009).

Los barridos de frecuencia obtenidos en el rango de 0,01 a 10 Hz a 20,0 °C
empleando un redémetro con tension controlada y una geometria cono-plato (diametro:
60 mm y angulo: 0,04 rad), permitieron observar un comportamiento caracteristico al

de los fluidos viscoelasticos tanto en las suspensiones sin tratamiento térmico como en

1000 = 1000
o G5 g
100 4 ® G'5S &
o G'9-S o L
m G"9-S o} ;100
10 5 x In*l5-S a o r
_ X |1‘|*|9'S 5 [o] .: 10
< 1 o . F [
= o .l =
=01 0 x T =
© L NV -
) o mg e xX =
’ A g X - 0,1
I g X I
0001 u 8 : L x X i
9 x X L 0,01
00001 § & % X F
0,00001 +———————rrr——— -t 0,001
0,01 0.1 | 10

Frecuencia (Hz)

Figura 1. Espectro mecanico de suspensiones de WPC sin tratamiento térmico con 5% p/v
(5-S) y 9% p/v (9-S) de proteina total.
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las tratadas térmicamente. A bajas frecuencias se observé un comportamiento
predominantemente fluido dénde G" fue mayor a G' y al final de la primera década

(0,01 a 0,1 Hz) se produjo un cruce entre G"y G' (Figuras 1y 2).

(a) 1000 0 G 58
® G's5S
100 3 A G 5725 a ¢
A G"5-72,5 o
10 3 © G 5775 o
* G"5-77,5 o
- o $
g ! 0 ° .
= o 3
0,1 o
ED 6 R 3 % ‘ i
© o1 2 ¢ 2 o o
g 88
00013 ¢ X 5
8
2
0,0001
0,%001 T T T T T T T TrrT T T T T L T T T T L
0,01 0,1 1 10
Frecuencia (Hz)
1000 3
(b) 30698
1 @ G"9-8
100 3 AG 9725 a e
1 A G 9725 o
10 5§ © G 9775 .}
1 & G"9-775 a
—_ T [+ ‘
< 14 Q s
= i s 3 4 o
o 0l3 A o °
- 3 « ¢ ¢ 4 t e ® *
© 0014 : A A * D o *
2 A g 8 °
00015 o o &
[ O A
] o
0,0001
0,00001 - AR AR R
0,01 0,1 1 10

Frecuencia (Hz)

Figura 2. Espectro mecanico de suspensiones de WPC tratadas térmicamente en
condiciones suaves (5-72,5 y 9-72,5) y en condiciones enérgicas (5-77,5 y 9-77,5): (a) 5%
p/vy (b) 9% p/v de proteina total.
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A frecuencias superiores a la frecuencia de corte (w;), se visualizd un comportamiento
predominantemente solido donde G' fue mayor a G". Ademas, en las suspensiones se
observd una independencia de G' y una escasa dependencia de G" con el contenido
de proteina total en el rango de frecuencias estudiado (Figuras 1y 2).

Tabla 1. Tiempos caracteristicos de relajacién de suspensiones de WPC obtenidos a partir del
modelo de Ley de Potencia.

Tiempos caracteristicos de

Muestras ralajacion [s]*
5-S' 7,25+0,73°
9-s' 3,51+0,02"
5-72,5° 3,68+0,29"
9-72,5° 0,64+0,04°
5-77,5° 2,43+0,08°
9-77,5° 0,63+0,05°

* Letras diferentes en cada columna indica
diferencias significativas (p<0,05).

Suspensiones de WPC sin tratamiento con 5% p/v

5-S) y 9% p/v (9-S) de proteina total.

Suspensiones de WPC con 5% p/v de proteina total
tratadas térmicamente en condiciones suaves (5-
72,5) y en condiciones enérgicas (5-77,5).

Suspensiones de WPC con 9% p/v de proteina total
tratadas térmicamente en condiciones suaves (9-
72,5) y en condiciones enérgicas (9-77,5).

La poca dependencia de los modulos con la concentracion también ha sido
observada en algunas dispersiones coloidales de proteinas globulares en estado
nativo y fue interpretada en términos de la formacién de coloides cristalinos (lkeda y
Nishinari, 2001a, b; Ikeda y col., 2001). Los espectros mecanicos de las suspensiones
tratadas térmicamente para un mismo contenido de proteina total presentaron una
descripcién similar al de las suspensiones sin tratamiento térmico. No obstante, existid
una dependencia de G" con la intensidad del tratamiento térmico que se analiz6
empleando los tiempos caracteristicos de relajacion (t;) calculados como la inversa de
w. (Tabla 1). Ademas, en todas las suspensiones de WPC se observd un
comportamiento dilatante, donde la viscosidad compleja (|n*|) se incrementd con la

frecuencia (Figura 1).

57



Capitulo 3

Al respecto, Mleko y Foegeding (1999) observaron un comportamiento dilatante
en algunas suspensiones que contenian agregados solubles de proteinas del suero
obtenidas a partir de suspensiones de WPI tratadas térmicamente en dos pasos.
KreSi¢ y col. (2008), quienes analizaron la influencia de nuevas tecnologias (alta
presion, ultrasonido y activacion tribomecanica) en el comportamiento reolégico de
suspensiones de WPC y WPI con 10% de proteina, observaron un comportamiento
dilatante en las suspensiones control y tratadas. Ademas, Mleko (2004) publicé que las
suspensiones de proteina del suero presentaron un comportamiento tanto dilatante
como pseudoplastico dependiendo de la muestra analizada (suero en polvo, suero en
polvo desmineralizado, WPC y WPI) en un amplio rango de contenido de proteina
total. Sin embargo, otros investigadores han observado un comportamiento
pseudoplastico (|n*| disminuye con la frecuencia) en suspensiones de WPC y WPI
preparadas con diferentes contenidos de proteina total (Ikeda y col., 2001; Lizarraga y
col., 2006). Se ha publicado que el comportamiento dilatante puede provenir de un
grado de estructuracion de los agregados de WPC durante los ensayos oscilatorios
realizados en el redmetro (Walkenstrom y col., 1999). El comportamiento dilatante
puede ser provocado por la fuerza aplicada durante los ensayos, debido a que el
material adopta una estructura mas ordenada, o por la presencia de grandes
interacciones entre las particulas (Mleko y Foegeding, 1999). Se ha demostrado que
los ensayos oscilatorios pueden inducir un orden cristalino en suspensiones de esferas
rigidas con interacciones de corto alcance, aun cuando las suspensiones mostrasen a
simple vista una apariencia liquida (Ackerson y Pusey, 1988; Vermant y Solomon,
2005). De esta forma, durante el flujo de corte puede producirse una modificacion en la
microestructura del material. La misma estara influenciada por el delicado balance
entre las fuerzas repulsivas, el movimiento Brownaino y las interacciones

hidrodinamicas. A altos valores de tension de corte, la aglomeracion (clustering) de las
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particulas producida por la presencia de fuerzas hidrodinamicas elevadas provocan la
presencia de un comportamiento dilatante.
Los pardmetros reoldgicos derivados del modelo de Ley de Potencia para G'y
G" (G'=aw”*, G"=bw’) permiten analizar el comportamientos de las suspensiones y
comparar tratamientos. Los coeficientes a y b representan las magnitudes de G'y G"
respectivamente a una dada frecuencia (1 rad/s) y los exponentes x e y representan la
velocidad de variacion de los médulos con la frecuencia. Por ejemplo, un exponente x
cercano a cero indica que G' no varia con la frecuencia, representando el
comportamiento de un sélido viscoelastico, como por ejemplo un gel (Resch y Daubert,
2002). La matriz de un gel tiene la caracteristica de poseer un alto grado de
estructuracion, por este motivo ejerce una alta resistencia a la deformacion que se
pone en evidencia con una menor velocidad de variacion de los moédulos con la
frecuencia.
En el caso de las suspensiones analizadas, el exponente x fue significativamente

mayor que y en todas las suspensiones analizadas, indicando que G' se incrementa

mas rapidamente que G" al aumentar la frecuencia (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros reolégicos de las suspensiones de WPC obtenidos a partir del modelo de
Ley de Potencia.

Maodulo elastico Modulo viscoso

Muestras (G) (G")

a[Pas]* x[]* R> b[Pas]* yIr R?
5-8' 0,025+0,000° 2,011+0,007*° 0,99 0,005+0,000° 1,177+0,016® 0,98
9-s' 0,024+0,000° 2,019+0,007*° 0,99 0,008+0,000° 1,119+0,008° 0,99
5-72,5° 0,025+0,001° 2,005+0,009° 0,99 0,008+0,002° 1,106+0,007° 0,99
9-72,5° 0,019+0,000° 2,114+0,008° 0,99 0,033x0,002° 0,872+0,021° 0,99
5-77,5° 0,026+0,000° 1,987+0,003* 0,99 0,011+0,000° 1,054+0,006° 0,99
9-77,5° 0,041+0,009° 1,786+0,093° 0,99 0,066+0,009° 0,728+0,039" 0,96

* Letras diferentes en cada columna indica diferencias significativas (p<0,05).

! Suspensiones de WPC sin tratamiento con 5% p/v (5-S) y 9% p/v (9-S) de proteina total.

2 Suspensiones de WPC con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente en condiciones suaves (5-

72,5) y en condiciones enérgicas (5-77,5).

Suspensiones de WPC con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente en condiciones suaves (9-

72,5) y en condiciones enérgicas (9-77,5).
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Es interesante destacar que la magnitud de x es aproximadamente igual a 2,
revelando un gran incremento de G' con la frecuencia. Debido a que [n*|=(|G*|/®) ¥y
ademas |G*|=[(G")*+(G")?]"?, es posible que el comportamiento dilatante observado en
la [n*|] en las suspensiones sea el resultado del gran incremento de G' con la
frecuencia (Rao y Tattiyakul, 1999). Este comportamiento puede ser atribuido a la
estructuracion de los agregados solubles de proteina del suero durante los ensayos
realizados en el redmetro bajo flujo de corte oscilatorio (Walkenstrém y col., 1999).
Solo se observaron diferencias significativas entre los valores del exponente y en
funcién del contenido de proteina total, en dénde el valor de dicho parametro fue
menor al aumentar el contenido de proteina total. Sin embargo, los tratamientos
térmicos provocaron una disminucion en los valores de los exponentes x e y, indicando
una menor velocidad de variaciéon tanto de G' como de G" con la frecuencia. Dicho
comportamiento puede deberse a un mayor grado de estructuracion de las

suspensiones tratadas térmicamente debido a la formacion de agregados.

2.3. Efecto del proceso de congelacion sobre el comportamiento reolégico de
suspensiones de proteina del suero que contienen proteina desnaturalizada

y/o agregados proteicos
La congelacion es un tratamiento ampliamente utilizado en la conservacion de
alimentos. Sin embargo, la formacién de cristales de hielo puede producir
modificaciones en las propiedades fisicoquimicas del medio (pH, fuerza ioénica,
concentracion de solutos) que generen cambios indeseables, afectando la calidad de
los productos. Entre estos cambios se pueden mencionar modificaciones texturales,
desnaturalizacion de las proteinas y destruccion de las membranas celulares debido al

efecto de crioconcentracion.
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Durante la congelacion, las proteinas lacteas no son desestabilizadas
instantaneamente sino que son alteradas gradualmente. Ademas, pueden interactuar
para formar masas proteicas floculadas que otorgan una apariencia similar a la
cuajada a los productos lacteos descongelados. En los productos tradicionales como
la leche, la exposicion de la misma a varios ciclos de congelacion-descongelacion
puede producir la formacion de un delicado gel. Aparentemente, las particulas
floculadas en la leche concentrada y descongelada son lo suficientemente numerosas
como para formar facilmente una red tridimensional. Algunos factores que pueden
influenciar en la estabilidad de las proteinas durante la congelacion de la leche son: la
composicion, el tratamiento térmico, la homogenizacion, el almacenamiento previo a la
congelacion, la velocidad y la temperatura de congelacion, la remocion de calcio y la
presencia de agentes crioprotectores. La velocidad con la que ocurre la congelacién
puede influir en la estabilidad proteica de los productos lacteos, encontrandose que
una velocidad de congelacion lenta provee el tiempo necesario para que se establezca
un nuevo equilibrio mas favorable. En cuanto al efecto de la temperatura de
congelacién sobre la estabilidad de las proteinas, estudios previos indican que en la
leche descongelada se observa menos precipitado cuanto menor es la temperatura de
almacenamiento en freezer.

Bhargava y Jelen (1995) estudiaron el efecto producido por la congelacion en
algunas propiedades funcionales de suspensiones de proteina del suero preparadas a
partir de un WPC comercial con un 76,5% de proteina y observaron que la congelacién
no afectd significativamente las propiedades funcionales medidas en las suspensiones
con un pH 6,8. Sin embargo, cuando las suspensiones fueron preparadas a pH 5, la
congelacién modificd, aunque en muy poca proporcién, la viscosidad y la fuerza de los
geles formados.

En nuestro sector, el Grupo de Ingenieria de Alimentos del INTEC, ha

estudiado el efecto del proceso de congelacion sobre el comportamiento reoldgico de
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suspensiones de WPC tratadas térmicamente segun lo descripto en la Seccién 2.2.
Los espectros mecanicos de las suspensiones congeladas para un mismo contenido
de proteina total presentaron una descripcion similar al de las suspensiones sin
tratamiento térmico. No obstante, se observé una dependencia de G" con los
tratamientos realizados (datos no mostrados)

La congelacion provocd una disminucion en los valores de los exponentes y en
las suspensiones sin tratamiento térmico y congeladas, indicando una menor velocidad
de variacion de G" con la frecuencia. Este fenomeno puede deberse a la presencia de
un mayor grado de estructuracién en las suspensiones sin tratamiento térmico
congeladas. Durante el proceso de congelacion, cuando se forman los cristales de
hielo, se produce la concentracién de los solutos solubles en agua presentes en el
alimento (como por ejemplo sales minerales). La crioconcentracién de los solutos
puede impactar significativamente en la estabilidad de las proteinas (Franks y Hatley,
1991). Ademas, el aumento en la concentracion de las proteinas durante la
congelacién puede provocar la agregacion de las mismas (Tolstoguzov y Braudo,
1983, Franks y Hatley, 1991).

No obstante, la congelacion provocé un aumento en los valores de los
exponentes x e y de las suspensiones tratadas térmicamente y congeladas, indicando
una mayor velocidad de variacion de G' y G" con la frecuencia. Este fendmeno puede
deberse a la presencia de un menor grado de estructuracion de las suspensiones
tratadas térmicamente congeladas. La formacion de cristales de hielo durante la
congelacién puede producir modificaciones en la estructura de los alimentos alterando
la calidad de los productos (Fenema y col., 1973). Estas observaciones explicarian la
posible modificacion o ruptura de la estructura de los agregados solubles de proteinas
del suero debido a la formacién de hielo, que se pone de manifiesto con un aumento

en los valores del exponente y.
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2.4. Comportamiento reolégico de quesos elaborados con proteinas del suero

Se han encontrado numerosas investigaciones acerca de los cambios de los
parametros reoldgicos empiricos (dureza, adhesividad, cohesividad, fracurabilidad)
durante la maduracioén de distintas variedades de quesos elaborados con proteinas del
suero (Simplesse® y Dairy-Lo™) (Kavas y col., 2004; Koka y Metin, 2004; Sahan y col.,
2008). Sin embargo, se han encontrado escasos trabajos dedicados a estudiar el
comportamiento reolégico de quesos elaborados con proteinas del suero mediante
ensayos fundamentales.

Zalazar y col. (2002) estudiaron el comportamiento viscoelastico de un queso
Cremoso Argentino bajo en grasa elaborado con Dairy-Lo™ al final del periodo de
maduracion (20 dias), realizando barridos de frecuencia (0,1 a 9,6 Hz) a 30 °C. Los
autores analizaron los modulos G', G" y |G*| y llegaron a la conclusiéon que el
comportamiento reoldgico de los quesos no fue afectado por la adicion de Dairy-Lo™
en comparacion con un queso control. Ma y col. (1997) analizaron el comportamiento
reolégico de un queso Cheddar bajo en grasa elaborado con Dairy-Lo™ a los tres
meses de almacenamiento, realizando barridos de frecuencia en el rango de 0,05 a 20
Hz a una temperatura de 20 °C. Los autores analizaron estadisticamente los valores
de los médulos G'y G" a 0,05, 0,7 y 10 Hz y concluyeron que los quesos elaborados
con Dairy-Lo™ presentaron valores de G' y G" menores al de un queso control.

En la Tesis Doctoral desarrollada en este tema, se estudié el comportamiento
reolégico durante la maduracion de quesos elaborados con Simplesse®. Se utilizaron
12 quesos blandos magros elaborados con proteinas del suero (Simplesse® D100,
NutraSweet Co., Deerfield, Estados Unidos) recién producidos en una empresa lactea
local, salados y envasados al vacio en bolsas plasticas que fueron almacenados en
camara a 6 °C para su maduracion. Se tomaron muestras de los quesos a diferentes
dias de maduracioén: 1, 21, 48 y 76 dias. Luego, se obtuvieron cubos representativos

de 30 mm y posteriormente laminas de 3 mm de espesor que fueron colocadas en
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recipientes herméticos y fueron almacenados en heladera a 5 °C hasta la

determinacioén de las propiedades reolégicas.
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Figura 3. Espectro mecanico de en un queso blando elaborado con proteinas del suero.

Los barridos de frecuencia obtenidos en el rango de 0,01 a 10 Hz a 20 °C
empleando un redmetro con tensioén controlada y una geometria plato-plato (diametro:
20 mm y distancia entre platos: 2,5 mm) permitieron observar que G' fue mayor a G"
en todo el rango de frecuencias estudiado, evidenciando un comportamiento
predominantemente sélido a cualquier dia de maduracién (Figura 3). De acuerdo con
Steffe (1992), esta descripcion del espectro mecanico es caracteristica de los soélidos
viscoelasticos. Similares resultados fueron observados por Ma y col. (1997) en un
queso Cheddar magro elaborado con Dairy-Lo™ y por otros autores en varios tipos de
quesos bajos en grasa (Subramanian y Gunasekaran, 1997). Se observé una
dependencia tanto de G' como de G" con el tiempo de maduracién en el rango de

frecuencias estudiado, en ddbnde ambos médulos disminuyen al aumentar el tiempo de
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maduracion.

Los parametros reoldgicos derivados del modelo de Ley de Potencia para G'y
G" permiten analizar el comportamiento reologico durante la maduracion de los
quesos. El exponente x fue significativamente mayor que y en todas las muestras de
queso analizadas, indicando que G' se incrementa mas rapidamente que G" al
aumentar la frecuencia (Tabla 3).
Tabla 3. Parametros reoldgicos obtenidos a partir del modelo de Ley de Potencia para el

modulo elastico (G'=aw®) y el médulo viscoso (G"=bw’) de un queso blando elaborado con
proteinas del suero.

Tiempo de Modulo elastico Médulo viscoso

maduracién (G) (G

[dias] a[Pas]* x [ R® b[Pas]* yII R?

1 121,1#52°  0,217+0,001* 0,99 39,5+1,5° 0,185+0,002° 0,99
21 79,2¢16,1°  0,231+0,011%° 0,99 28,8455 0,210+0,011° 0,99
48 72,1£10,6°  0,236+0,008%° 0,99 256+3,5°  0,233+0,008° 0,99
76 43,944 5° 0,248+0,017° 0,99 17,7+1,5° 0,215+0,011° 0,99

*Letras diferentes en cada columna indica diferencias significativas (P<0,05).

Durante la maduracion de los quesos, se observo una tendencia decreciente en
los pardmetros a y b, encontrandose diferencias significativas entre los valores de a de
los dias 1 y 48 de maduracion y entre los valores de b de los dias 21 y 76. Por otro
lado, también se observo que los valores de ambos exponentes x e y aumentaron
significativamente entre los dias 1 y 21 de maduracioén, permaneciendo constantes el
resto del tiempo. Estas observaciones demostraron que los tanto G' como G"
presentaron una mayor velocidad de variacion con la frecuencia durante la
maduracion, indicando que disminuy6 el grado de estructuracion de la red de caseina
(Gravier y col., 2004). Ademas, los valores de los médulos G' y G" a una frecuencia
determinada (representado por los valores de a y b) disminuyeron durante la
maduracion. Los productos provenientes de la hidrélisis de las caseinas son solubles
en agua y no contribuyen a formar la red de caseina (Ustunol y col., 1995). De esta

forma, la pérdida de estructura de las proteinas debido a la protedlisis implica una
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disminucion en los valores de G' durante la maduracién. La disminucion en los valores
de G" observados puede ser atribuida a la producciéon de grupos iénicos que tienen la
capacidad de ligar agua, reduciendo de esta forma la disipacién viscosa durante la

maduracion (Creamer y Olson, 1982; Ak y Gunasekaran, 1996, Dave y col., 2003).

2.5. Efecto del proceso de congelacion sobre el comportamiento reolégico de

quesos elaborados con proteinas del suero

En el Grupo de Ingenieria de Alimentos y Biotecnologia del INTEC, se ha
estudiado el efecto del proceso de congelacion sobre la maduracion de quesos
elaborados con proteinas del suero. De acuerdo al procedimiento detallado en la
Seccion 2.4, doce quesos fueron sometidos al proceso de congelacion (congelacion a
-25 °C hasta que el centro alcanzé dicha temperatura, almacenamiento del producto
congelado a -25 °C durante 33 dias y descongelacion a 6 °C). Los espectros
mecanicos de los quesos sometidos al proceso de congelacién presentaron una
descripcion similar al de los quesos control. No obstante, se observé que dichos
quesos presentaron valores significativamente mayores del parametro a del modelo de
Ley de Potencia en comparacion con los quesos control. Estos resultados indican que
unicamente el médulo G' fue afectado por el proceso de congelacion, posiblemente
debido a la deshidratacion local de las proteinas que provoca la ruptura de la

estructura del queso luego de la congelacion (Diefes y col., 1993).
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Resumen

El principal objetivo de la industria alimentaria es la de producir productos que
tengan un impacto en el consumidor. Entre éstos, las dispersiones o coloides
alimentarios (espumas, emulsiones, geles), que incluyen a alimentos tradicionales y a
nuevas formulaciones de alimentos, ocupan un lugar destacado. La produccion y
estabilizacion de estas dispersiones requieren el concurso de sustancias conocidas
como agentes emulsionantes o espumantes (proteinas, lipidos, fosfolipidos,
tensioactivos, polisacaridos, etc.), cuya funciéon es la de situarse en las interfases
fluidas que separan las particulas de la fase dispersa.

El objetivo de este capitulo se ha centrado en analizar la influencia de las
propiedades de una pelicula de agente espumante (especialmente de las proteinas
lacteas) sobre las caracteristicas espumantes de sus disoluciones acuosas, como
modelo de una formulacién alimentaria. Se trata de optimizar las caracteristicas
macroscopicas de una dispersion alimentaria modelo (una espuma) a través del
control de la formacién de nanoestructuras del agente espumante sobre la interfase

fluida.
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1. Introducciéon

Muchos alimentos naturales o procesados son dispersiones o han consistido en
una dispersion durante alguna de las etapas de su produccion. Ademas, la mayoria de
estas dispersiones son emulsiones y espumas (Dickinson, 1992; McClements, 2005).
Esta dispersiones incluyen a formulaciones tradicionales de alimentos, tales como
productos de panaderia, bolleria, pasteleria, productos carnicos, helados, postres, etc.,
0 a nuevas formulaciones, entre las que destacan los alimentos con bajo contenido de
grasas e instantaneos, las formulaciones con bajo o elevado contenido de alcohol,
alimentos funcionales (alimentos infantiles, formulaciones enterales o parenterales,
alimentos con valores nutricionales especificos, etc.), etc. Por los tanto, el andlisis de
las dispersiones o coloides alimentarios es de importancia practica.

Las dispersiones alimentarias no se forman espontaneamente. Para producir
una dispersion se requiere el aporte de una gran cantidad de energia mecanica para
incrementar el area interfacial alrededor de las gotitas de una emulsién o de las
burbujas de una espuma. Esta energia libre es proporcional a la tensién superficial o
interfacial. Pero, ademas, las dispersiones son termodinamicamente inestables. Sin
embargo, desde un punto de vista practico es posible producir una dispersion
cinéticamente estable (o metaestable) por un periodo de tiempo, que es el que exige el
consumidor para cada producto en cuestion. Para ello se han de incluir en la
formulacion determinadas sustancias conocidas como emulsionantes o agentes
espumantes (Dickinson, 1992; McClements, 2005).

En formulaciones de alimentos se incluyen dos categorias de emulsionantes:
los emulsionantes de bajo peso molecular (principalmente lipidos, fosfolipidos y
algunos tensioactivos permitidos) y las macromoléculas (principalmente las proteinas y
algunos polisacaridos o hidrocoloides). Desde un punto de vista fundamental, los
emulsionantes que forman la pelicula interfacial en una emulsion pueden ser

modelados como una monocapa. Por lo tanto, las interacciones entre las gotitas de la
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fase dispersa, que en definitiva determinan la estabilidad de la emulsién, dependen de
las caracteristicas de esta monocapa. Las burbujas en una espuma se estabilizan por
una bicapa de moléculas del agente espumante separadas por la fase acuosa
continua. Por lo tanto, las caracteristicas de esta pelicula delgada determinan la
estabilidad de la espuma (Dickinson, 1992, 2003a & b, 2006; Foedeging y col., 2006;
Rodriguez Patino y col., 2008).

El analisis de las caracteristicas interfaciales de estos emulsionantes o agentes
espumantes sobre interfases fluidas es de importancia practica, porque estas
monocapas constituyen modelos bien definidos para el analisis de las dispersiones
alimentarias a niveles microscopicos y nanoscopicos, con numerosas ventajes para
realizar estudios fundamentales (Horne & Rodriguez Patino, 2003; Rodriguez Patino y
col.,, 2003 & 2007c; Miller y col., 2004; Wilde y col., 2004; Mackie & Wilde, 2005;
Akensenko y col., 2006). En efecto: (i) se necesitan concentraciones muy pequefias de
agente emulsionante o espumante. La cantidad de muestras que se maneja es
también pequena. (i) Es posible obtener informacion acerca de la formacion y
estabilidad de la pelicula interfacial. (iii) Y por estas razones su analisis tiene
aplicacion directa en la produccion de dispersiones alimentarias.

En estos estudios debemos tener siempre presente que el principal objetivo de
la industria alimentaria es la de producir productos que tengan un impacto en el
consumidor. A una escala macroscépica, muchos de estos productos son emulsiones
0 espumas, como anteriormente se ha indicado. A esta escala macroscopica las
propiedades fisicas, tales como la estabilidad, las propiedades reologicas y la textura
del alimento son de gran importancia. Como entidades estructurales de las
dispersiones alimentarias a una escala microscopica cabe destacar a las gotitas de
agua o de aceite de la fase dispersa en las emulsiones y a las burbujas de gas en las
espumas. Finalmente, a un nivel molecular, la forma en la que los emulsionantes

interaccionan entre si en la propia interfase tiene una gran influencia sobre la
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formacion y estabilidad de las particulas individuales y de la interaccion entre ellas
(McClements, 2005). El componente clave de esta aproximacion nanoscoépica es la
auto-asociacion molecular sobre las interfases fluidas.

Por lo tanto, el objetivo de nuestro trabajo es el de analizar la forma de mejorar
las caracteristicas macroscopicas de una dispersion alimentaria a través del control de
la formacion de nanoestructuras de los emulsionantes o agentes espumantes sobre

las interfases fluidas.

2. Funciones de una proteina sobre una interfase fluida
La formacion, estabilidad y propiedades mecanicas de las dispersiones
alimentarias (espumas) dependen de las caracteristicas fisico-quimicas interfaciales

de estos emulsionantes alimentarios (Figura 1) (Rodriguez Patino y col., 2008). Esta

PELICULA ADSORBIDA (MONOCAPA) ]
ESTRUCTURA 4 TOPOGRAFIA ¢ PROPIEDADES MECANICAS

Lipido 5
FASE 1 Fosfolipido ADSORCION

INTERACCIONES

+—Pr <>

v

ADSORCION % %\O
Tensioactivo \(;)

Biopolimero FASE 2

DISPERSION (EMULSION <« ESPUMA)
FORMACION 4 ESTABILIDAD

Figura 1. Implicaciones de las caracteristicas interfaciales de las peliculas adsorbidas de
emulsionantes alimentarios (biopolimeros, lipidos, fosfolipidos, tensioactivos permitidos,
etc.) sobre la formacion y estabilidad de una dispersion (emulsién o espuma).
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es la forma mediante la cual las caracteristicas microscépicas de una dispersion
alimentaria pueden ser controladas o promovidas a través de las propiedades
microscopicas 0 nanoscopicas de los emulsionantes empleados para su produccion y
que constituyen los fundamentos de la ingenieria de producto o de la formulacién. En
lo que sigue, se considerara la conexiéon entre las caracteristicas interfaciales y
espumantes de los agentes espumantes, considerando como tales a las proteinas

lacteas.

2.1. Adsorcion de la proteina sobre la interfase aire-agua.

En un primer lugar se ha de considerar la adsorcién de la proteina sobre la
interfase, porque esta etapa ejerce una funcidbn muy importante sobre la formacién de
la espuma. La cinética de adsorcion de una proteina sobre la interfase aire-agua
puede seguirse a través de la evolucion con el tiempo de la presion superficial o de las
propiedades mecanicas de la pelicula (bajo condiciones de dilatacidbn o de cizalla)
(Figura 2). La adsorcion de una proteina sobre la interfase tiene lugar a partir de tres
mecanismos: (i) durante la primera etapa, a bajas presiones superficiales, la cinética
esta controlada por la velocidad de difusion de la proteina hacia la interfase, (ii) en una
segunda etapa la proteina se adsorbe, penetra y se despliega sobre la interfase v,
finalmente, (iii) en una tercera etapa, tiene lugar la reordenacion de la proteina sobre la
interfase produciendo en muchas ocasiones una pelicula gelificada.

En ocasiones, la adsorcién de una proteina sobre una interfase fluida va
precedida de un tiempo de induccion. En términos fisico-quimicos, éste es el tiempo
que transcurre para que las interacciones entre las moléculas de la proteina en la
vecindad de la interfase tengan repercusion sobre alguna propiedad interfacial
mensurable, como la presion superficial (Figura 2A) o las propiedades reoldgicas

superficiales (Figura 2B y C).

75



Capitulo 4

En general, el tiempo de induccién disminuye o desaparece, la velocidad de difusion
aumenta y las propiedades mecanicas de las peliculas adsorbidas mejoran con el

aumento de la concentracion de proteina en disolucion.

300
250
E200]
Z 150
© 100
50

@

50 100 150 200 0 1000 2000 3000

Tiempo (min) Tiempo (s)

Figura 2. Evolucion con el tiempo de (A) presion superficial, (B) modulo dilatacional
superficial y (C) componentes elastica G’) y viscosa (n) del médulo de cizalla durante la
adsorcion de una pelicula de B-caseina sobre la interfase aire-agua (Lucero, 2005).

Temperatura 20 °C, pH = 7 y fuerza i6nica 0.05 M. Las flechas verticales indican el tiempo
de induccion.

Una vez alcanzado el equilibrio, durante la adsorcion de la proteina, la
representacion de la presion superficial frente a la concentracion de proteina en
disolucién constituye la isoterma de adsorcién (Figura 3) (Rodriguez Nifio y col., 2001).

La isoterma de adsorcion puede interpretarse en términos de cantidad de
proteina adsorbida sobre la interfase aire-agua. A bajas concentraciones de proteina
en disolucién (C), cuando el valor de la presién superficial (t) esta préximo a cero, los
residuos de proteina adsorbidos pueden considerarse como formando una pelicula

ideal con pocas interacciones entre ellos. A mayores valores de C, pero inferiores al

30— j j j j j j Figura 3. Isoterma de adsorcion de una
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aire-agua (Rodriguez Nifio y col., 2001).
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Z 151 i i6nica 0.05 M.
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correspondiente al plateau, se forma una monocapa de moléculas adsorbidas
irreversiblemente. Finalmente, cuando se alcanza el plateau, la presion superficial se
hace maxima y la monocapa estd saturada por la proteina e, incluso, tiene lugar la

formacion de multicapas.
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Figura 4. Isoterma n-A y variaciones de la reflectividad de la interfase y del moédulo
dilatacional superficial (E) con la presioén superficial para peliculas de B-caseina sobre la
interfase aire-agua. Temperatura 20 °C, pH = 7 y fuerza iénica 0.05 M.

Se incluyen las imagenes BAM (A-C: 470 x 600 um) y de AFM (D y E: 400 nm) (Gunning et
al., 1996), correspondientes a las estructura 1 (Ay D)y 2 (B y E) y al colapso (C) de la
monocapa.
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2.2. Estructura y topografia de la pelicula de proteina adsorbida.

Sobre la interfase, las caracteristicas de las peliculas adsorbidas dependen de
las interacciones entre sus moléculas. Por lo tanto, desde un punto de vista
fundamental, la estructura y topografia de estas monocapas son de gran interés. La
estructura de la pelicula se puede determinar a partir de la isoterma de presion
superficial (n)-area (A) (Rodriguez Patino y col., 1999). Para el caso de la B-caseina, la
monocapa sobre la interfase aire-agua adopta las estructuras 1 (formando filas de
aminoacidos) y 2 (formando lazos y colas), antes de que se produzca el colapso de la
monocapa y la formacién de multicapas a las mayores presiones superficiales (Figura
4).

La topografia de la monocapa observada mediante microscopia de angulo
Brewster (BAM: imagenes A-C) o de fuerza atémica (AFM: imagenes D y E) confirma a
escala microscopica y nanoscopica estas estructuras (Rodriguez Patino y col., 1999;
Lucero, 2005). Aunque mediante el BAM no pueden apreciarse diferencias en la
morfologia de las estructuras 1 y 2 de la pelicula de pB-caseina (ver imagenes A y B),
mediante el AFM, con un mayor poder de resolucion, se aprecian diferencias entre la
morfologia de ambas estructuras (ver imagenes D y E), en la densidad superficial y en
el espesor de la pelicula. El colapso de la monocapa y la formacién de multicapas se
detecta por la presencia de pliegues en la interfase (ver imagen C) y por el aumento de
la reflectividad y espesor de la monocapa, respectivamente (Figura 4).

Las caracteristicas estructurales y topograficas de las monocapas son
diferentes para proteinas desordenada (p.e., B-caseina) y globulares (p.e., B-
lactoglobulina). Ademas, las condiciones medioambientales (temperatura, pH, fuerza
ibnica, sales, presencia de lipidos o fosfolipidos, etc.) y las modificaciones fisicas,
quimicas y enzimaticas tienen incidencia directa sobre las caracteristicas estructurales

y mecanicas de las peliculas de proteinas (Horne & Rodriguez Patino, 2003;
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Rodriguez Patino y col., 2003 & 2007; Rodriguez Nifio y col., 2005; Alvarez y col.,

2006; Pizones y col., 2007a, b & c).

2.3. Propiedades mecanicas de la pelicula adsorbida.

La mayoria de los sistemas que contienen emulsionantes sobre las interfases
fluidas estan sometidos a procesos dinamicos, de no equilibrio. Estos fenbmenos
dinamicos y el desarrollo de interacciones intermoleculares pueden conducir a
alteraciones de las propiedades dinamicas de la interfase que tienen consecuencias
reolégicas mensurables. En efecto, durante la adsorcion de la proteina se produce un
aumento de las propiedades mecanicas como consecuencia de las mayores
interacciones entre los grupos de amino-acidos adsorbidos en la interfase (Figuras 2B
y C). Ademas, las caracteristicas reologicas son muy sensibles a las estructuras que la
monocapa adopta sobre la interfase (Figura 4) (Lucero, 2005).

La importancia practica de estos estudios es que las -caracteristicas
estructurales, topograficas y mecéanicas de las peliculas de una proteina modelo (B-
caseina) analizadas en este apartado son esencialmente similares a las de una

proteina comercial (caseinato sodico) (Rodriguez Nifio y col., 2005).

3. Caracteristicas espumantes de una proteina.

De entre todas las propiedades funcionales de las proteinas, la formacion de
espumas es de gran interés porque estas espumas proporcionan la textura de muchos
productos aireados (Campbell & Mougeot, 1999a & b; Dickinson, 2003a). Las espumas
estan presentes en muchos alimentos, bien en el producto terminado o incorporada
durante su etapa de produccioén, en un proceso preliminar, que puede estar sujeto a

posteriores etapas de procesado. Por lo tanto, el conocimiento de los mecanismos de
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formacion y estabilidad de una espuma es esencial si se requiere producir una espuma
con unas caracteristicas determinadas.

Una espuma, como cualquier dispersion es termodindmicamente inestable, y
su estabilidad relativa esta afectada por tres factores (Figura 5): (i) el drenaje del
liquido inicialmente presente en la espuma, (ii) la difusion del gas desde las burbujas
de menor tamafo a las mayores y, finalmente, (iii) la coalescencia o rotura de las
burbujas por rotura de la pelicula interfacial que las forma. La concurrencia de estos
fenomenos acaba con la destruccion final de la espuma y la separacion irreversible de
fases. La estabilidad es una propiedad fundamental de las espumas alimentarias,
puesto que la percepcion de calidad por parte del consumidor esta afectada por la

apariencia.

FORMACION Y ESTABILIDAD DE UNA ESPUMA

® Velocidad de Adsorcién.

r FORMACION @ ® Aumento de la presion superficial.
® Ausencia de periodo de induccién.

PROTEINA

’DRENAJE

< DIFUSION
ESTABILIDAD { usio

H COLAPSO %4

" Rotura de Separacion
) ) la pelicula irreversible
ESPUMA v \ de fases

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

Figura 5. Influencia de las propiedades de la pelicula superficial sobre la formacion y
estabilizacién de una espuma.
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3.1. Formacién de la espuma.

La formacion de una espuma y su estabilidad depende de distintas propiedades
interfaciales del agente espumante (proteina) afadido a la formulacién para tal fin,
tales como la velocidad de adsorcion sobre la interfase aire-agua y su capacidad de
formar una pelicula con unas propiedades mecanicas adecuadas para impedir su

inmediata rotura (Figura 5).

OFC (mL/s)

1 5 T T T
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Figura 6. Evolucion de la capacidad global de espumeo (OFC) con (A) la concentraciéon de
proteina en disolucion y (B) la velocidad de difusién hacia la interfase aire-agua (kair). Simbolos
(O) caseinato y (A) B-lactoglobulina. Gas de burbujeo: nitrégeno. Flujo de gas: 60 ml/s.
Temperatura 20 °C, pH =7, y fuerza i6nica 0.05 M.

Como ejemplos, en la Figura 6 se muestran los efectos que sobre la capacidad
global de espumeo (OFC) de proteinas lacteas ejercen su concentracion en disolucion
y su velocidad de difusiéon hacia la interfase (kqf) (Rodriguez Patino y col., 2008). El
aumento de la velocidad de difusién de la proteina hacia la interfase va acompafado
de una rapida formacién de una pelicula con unas propiedades mecanicas adecuadas
para evitar la recoalescencia de las burbujas formadas y su destruccién prematura.
Ademas, la formacién de la espuma requiere la ausencia de un periodo de induccion

(presente a bajas concentraciones de proteina).
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3.2. Estabilizacion de la espuma.

La estabilizacion de la espuma frente a los diferentes mecanismos que
propician su destruccion requiere el concurso de diferentes propiedades superficiales,
tales como la presion superficial a tiempos prolongados de adsorcion y las
caracteristicas estructurales, topograficas y mecanicas de la pelicula del agente
espumante adsorbido, de una forma complicada (Figura 5) (Rodriguez Patino y col.,
2008).

Como ejemplo, en la Figura 7 se muestran los efectos que sobre los
mecanismos individuales de inestabilidad de la espuma (de drenaje y difusion/colapso)
ejercen la presion superficial en el equilibrio y el moédulo dilatacional superficial a
tiempos prolongados de adsorcion (a los 180 minutos de adsorcion) (Rodriguez Patino
y col., 2008). La estabilidad de la espuma se favorece con aquellos factores que
tienden a aumentar la cantidad de proteina adsorbida sobre la interfase aire-agua
(cuantificada en la Figura 7A mediante el valor de la presion superficial en el equilibrio)

y con la existencia de mayores interacciones entre las moléculas adsorbidas sobre la
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Figura 7. Evolucién de los tiempos de drenaje (t5: O) y de difusion/colapso (tg: A) de la
espuma con (A) la presion superficial en el equilibrio (mequi) ¥ (B) el médulo dilatacional
superficial a 180 min de adsorcion (E4'®) para disoluciones acuosas de B-lactoglobulina.
Temperatura 20 °C, pH =7 y fuerza iénica 0.05 M.
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interfase (cuantificada en la Figura 7B mediante el médulo dilatacional superficial a

tiempos prolongados de adsorcion).

4. Optimizacién del agente espumante y de la formulacion.

Uno de los problemas que se presentan para la formacién de dispersiones
(emulsiones y espumas) cuando se utilizan proteinas en general y, especialmente, con
el uso de proteinas vegetales, es que su funcionalidad se encuentra muy afectada por
el pH (por su efecto sobre la solubilidad de la proteina) y fuerza iénica del medio (por
su efecto sobre la agregacion de la proteina). La funcionalidad 6ptima se consigue a
pH muy acidos o muy alcalinos, lo que limita su aplicacion como ingredientes
alimentarios en muchas formulaciones. En este apartado se discutira el efecto de
diferentes estrategias seguidas en el grupo de investigacion, que combina la ingenieria

de la formulacién (analizando los efectos del cambio del pH o fuerza i6nica del medio,

INGENIERIA DE LA FORMULACION INGENIERIA DE PRODUCTO

INTERACCIONES
CON LIPIDOS >

EFECTO DE LA
€ GLICOSILACION

EFECTO DEL pHY
FUERZAIONICA —p

EFECTO DE LA

<} Py
EFECTO DE LA HIDROLISIS
SACAROSA |——p
EFECTODE LOS | >
POLISACARIDOS
v Vv

OPTIMIZACION DE LA FORMACION Y
ESTABILIDAD DE LA ESPUMA

Figura 8. Optimizacién de la formacion y de la estabilidad de una espuma formada a partir de
una proteina mediante la aplicacion de las modificaciones de la formulacién de la proteina.
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la adicion de polisacaridos, sacarosa o de un tensioactivo) o la ingenieria de producto
(analizando el efecto del tratamiento enzimatico moderado o de la glicosilacion) sobre
las caracteristicas interfaciales y espumantes de las proteinas en general (Figura 8).
Tiempo de inducciéon. El tiempo de induccion disminuye al aumentar la
concentracion de proteina en disolucion, dependiendo del tipo de proteina. Por
ejemplo, es mayor para la globulina de soja 11S que para la 7S, coincidiendo con la
mayor masa molecular de la primera. También es mayor a pH 5 que a pH 7,
coincidiendo con una mayor agregacion de la proteina en disolucién a pH ~ pl de la
proteina. Sin embargo, una fuerza ibnica alta, la adicion de sacarosa o de un
tensioactivo (Tween 20), o un tratamiento enzimatico moderado hace disminuir, o
incluso hace desaparecer, el tiempo de induccion (Rodriguez Patino y col., 2008).
Velocidad de difusién. La cinética de difusion de la proteina hacia la interfase
mejora al aumentar la fuerza iénica, con la adicién de sacarosa o de un tensioactivo
(Tween 20) a concentraciones superiores a su CMC y con la hidrélisis de la proteina,
especialmente con disoluciones de proteina a pH ~ pl. Las mejoras de la cinética de
adsorcion de la proteina (ausencia de un periodo de induccion y mayor velocidad de
difusiébn) van acompafadas de una mejora en las propiedades mecanicas de la
pelicula de proteina adsorbida sobre la interfase (Rodriguez Patino y col., 2008).
Caracteristicas espumantes. Con relacion a las caracteristicas espumantes,
se corrobora que la ausencia de un periodo de induccion, gracias al concurso de los
factores analizados previamente, favorece la formacion de espumas a partir de las
disoluciones de proteinas. Cuando el periodo de induccién es del mismo orden de
magnitud que el periodo de formacion de la espuma esta no se produce, como se
observa a pH = pl, a baja fuerza iénica, o en ausencia de hidrélisis de la proteina

(Rodriguez Patino y col., 2008).
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La estabilidad de las espumas suele ser mayor a pH # pl porque en estas
condiciones se incrementa la cantidad de proteina adsorbida sobre la interfase
(aumenta la presién superficial) y la formacién de una pelicula elastica sobre la
interfase. El tratamiento enzimatico moderado también puede mejorar la estabilidad de
las espumas a pH =~ pl, aunque ocurre lo contrario a pH = pl, porque los péptidos de
menor tamafio producidos durante la hidrélisis tienen menor capacidad de formar una
pelicula viscoelastica sobre la interfase (Rodriguez Patino y col., 2008).

Hidrolisis enzimatica. El efecto de la hidrélisis enzimatica extensiva de las
proteinas sobre las propiedades funcionales de las mismas (emulsificacién o
espumeo) es contradictoria, aunque estos hidrolizados puede ser utilizados para la
formulacion de determinados alimentos funcionales por su actividad bioldgica. Se ha
comprobado (por ejemplo) que la hidrélisis extensiva de proteinas procedentes de un
aislado de girasol produce un aumento significativo de la solubilidad, con relacién al
aislado de partida (Solanilla, 2009). Una buena solubilidad de la proteina es uno de los
requisitos deseables para su uso en determinadas formulaciones que se presentan
como bebidas. Pero, ademas, la solubilidad es también necesaria para el uso de estos
productos como ingredientes de dispersiones alimentarias (espumas). En general, la
velocidad de adsorcion aumentan y las propiedades mecanicas de las peliculas
adsorbidas mejoran con el aumento de la concentracion de proteina en disolucién. Por
lo tanto, la reduccion de las propiedades funcionales de los hidrolizados extensivos,
debido al menor tamafo de los péptidos producidos, puede ser compensada al poder
usarse mayores concentraciones de proteinas en disolucion, por su mayor solubilidad,
y que pueden entrar a formar parte de la pelicula adsorbida sobre las particulas de la
fase dispersa. Como consecuencia de la mejora de las propiedades interfaciales, la
capacidad espumante y la estabilidad de las espumas formadas con estos hidrolizados

extensivos también aumenta con su concentracion en el medio acuoso.
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Con relaciéon a la actividad biologica de los hidrolizados extensivos de girasol
se ha constatado que (Solanilla, 2009): (i) poseen una mayor actividad antioxidante
que el aislado de partida y que esta actividad se mantiene en aproximadamente el
50% tras 120 minutos de incubacion. Por lo tanto, estos hidrolizados extensivos
podrian utilizarse como antioxidantes naturales, mejorando las propiedades
antioxidantes de un alimento funcional y previniendo de la oxidacion durante el
procesado del alimento. (ii) Por otra parte, a partir de las medidas de actividad de
inhibicion de la enzima convertidora de la angiotensina, se comprueba que estos
hidrolizados poseen una actividad anti-hipertensiva, con valores crecientes del ICs, al
aumentar el grado de hidrolisis. Por lo tanto, estos hidrolizados podrian ser utilizados
en el desarrollo de alimentos funcionales con capacidad terapéutica.

En resumen, estos hidrolizados con actividad biolégica y funcional demostrada,
pueden ser usados directamente en la formulacion de un alimento funcional
presentado comercialmente como una dispersién sin que se requiera el concurso de
un ingrediente adicional para su formacion y estabilidad.

Adicion de polisacaridos. El uso de determinados polisacaridos en
combinacién con las proteinas, pueden potenciar la funcionalidad de éstas a través de
diferentes interacciones proteina-polisacarido, especialmente cuando la proteina se
usa en medios adversos en cuanto al pH o la fuerza iénica, o cuando la proteina de
partida esta parcialmente degradada por tratamientos térmicos previos o durante la
etapa de procesado (Dickinson, 2003b). Aunque los resultados obtenidos sobre las
interacciones de proteinas lacteas y polisacaridos en disolucion y sobre la interfase
aire-agua y sus repercusiones sobre las caracteristicas de las espumas se analizara
en otros capitulos, en este apartado se mostrara a titulo de ejemplo el efecto de dos
polisacaridos, que no muestran tendencia a adsorberse sobre la interfase aire-agua
(alginato de sodio y lambda carragenina), sobre un concentrado de suero lacteo

comercial (WPC) (Pérez y col., 2009a & b). Se ha observado que mientras que el WPC
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no posee la capacidad de formaciéon de espuma por si mismo, posiblemente debido al
tratamiento al que se ha sometido durante su produccién, la adicion de estos
polisacaridos proporciona una capacidad de formacion de espuma adecuada. Es decir,
la capacidad espumante de disoluciones de WPC requiere la presencia de un
polisacarido. La estabilidad de las espumas de WPC también mejora sensiblemente
con la adiciéon de un polisacarido y esta estabilidad aumenta con la concentracion del
mismo en disolucién. Es decir, la concurrencia de proteinas y polisacaridos puede ser
usada ventajosamente para optimizar la funcionalidad de la formulacion. Esta
optimizacion puede dirigirse a través de las caracteristicas superficiales de las
peliculas mixtas de estos biopolimeros.

Glicosilacion de proteinas lacteas. Los resultados sobre las caracteristicas
interfaciales y espumantes de los congujados de a-lactoglobulina y dextrano 10 y 20
kDa (D10 y D20), que han sido sometidos a una reaccién de Maillard, ponen de
manifiesto la incidencia de la glicosilacion sobre las propiedades funcionales de la
proteina (Solanilla, 2009). Estas propiedades funcionales dependen del tiempo de
incubacioén a la temperatura de glicosilacion, de la presencia del dextrano y a su vez
de su peso molecular (D10 y D20) y, por ultimo, del proceso de glicosilacion y del
contacto entre los biopolimeros. Se ha constatado que la glicosilacion de la proteina
tiene un efecto beneficioso sobre las propiedades interfaciales y espumantes cuando
el pH de la disolucion esta proximo al pl de la proteina (a pH 5). No obstante, este

efecto beneficioso desaparece o se invierte a pH = pl.
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Conclusiones

La ingenieria de producto o de la formulacién, que se fundamente en la
correlacion entre las propiedades especificas del producto, derivadas de su micro o
nanoestructura, y la eleccion de las mejores condiciones de procesado, tiene
relevancia para la formulacion de dispersiones alimentarias (emulsiones y/o espumas).
Es decir, los principios fisico-quimicos pueden mejorar la calidad y comportamiento de
productos de elevado valor afiadido a través de la adecuada correlacion entre las
propiedades del producto y su funcionalidad.

En este capitulo se ha mostrado que las propiedades termodinamicas y
dinamicas de las peliculas de proteinas adsorbidas sobre la interfase aire-agua tienen
un efecto significativo sobre la formacion y estabilidad de espumas modelos de
formulaciones alimentarias, en particular, y de dispersiones alimentarias reales
(emulsiones y espumas), en general. Sin embargo, la aplicaciéon de la ingenieria de la
formulacion o de producto a la formulacion de dispersiones alimentarias requiere la
concurrencia de diferentes areas de investigacion que incluye a la biotecnologia,
nanotecnologia, nutricion, salud, etc., con el fin de obtener las aplicaciones éptimas de
estos agentes espumantes y emulsionantes en formulaciones tradicionales y nuevas
formulaciones. Es decir, la produccién de moderna de productos alimentarios tiene que

ser necesariamente multidisciplinar.
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1. Introduccién

Existen, obviamente, muchas ventajas cuando se transforman subproductos de
la industria alimentaria en productos con alto valor afiadido a pesar de su elevado
precio. El interés en alcanzar este objetivo ha conducido a desarrollar distintas
estrategias que transformen el suero lacteo, subproducto de la industria quesera, en
un producto de alto valor afiadido. En este sentido, se han desarrollado procesos para
transformar este residuo liquido en concentrados proteicos (WPC) (>70 %proteinas) y
aislados proteicos (WPI) (>90% proteinas). Asi, las proteinas de suero lacteo han
encontrado aplicacidn como suplemento dietario, agente espesante, emulsificante y
como agente estabilizador de espumas. Sin embargo, una limitacion para el uso de
proteinas del suero lacteo en formulaciones alimenticias es su sensibilidad a las
condiciones del medio acuoso, tales como pH y fuerza iénica y a las condiciones de
procesamiento como el tratamiento térmico, entre otras.
Por esta razon, una segunda estrategia, objeto de estudio durante los ultimos afios, ha
sido la aplicacién de tratamientos que permitan la modificacion de las proteinas del
suero para mejorar sus propiedades funcionales. Entre estos tratamientos cabe
destacar la acidificacion, el tratamiento térmico, la hidrélisis y el entrecruzamiento
enzimatico. Estos tratamientos pueden mejorar la capacidad de las proteinas de

formar geles, mejorar la retencibn de agua o las propiedades espumantes y
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emulsionantes (Dickinson, 1992; Blecker y col., 1997). Sin embargo, muchas de las
modificaciones quimicas de las proteinas pueden alterar su digestibilidad (Matoba y
col., 1980) y no han encontrado aceptacion en la industria elaboradora de WPC debido
al aumento de costos, la utilizacién de productos quimicos que precisan de un control
de las reacciones y la necesidad de aprobaciéon por parte de los entes reguladores y
de los consumidores.
Por otro lado, una alternativa mas sencilla para mejorar la funcionalidad de proteinas
es a través de su interaccion con polisacaridos. El uso de diferentes polisacaridos
(alginatos, carrageninas, pectinas, etc.) como agentes estabilizantes en formulaciones
alimenticias podria balancear e incluso promover la funcionalidad de las proteinas a
través de diferentes interacciones entre biopolimeros (Syrbe y col., 1998; Dickinson,
2003). Las interacciones proteina-polisacarido son particularmente sensibles a las
caracteristicas estructurales de las macromoléculas involucradas y a las condiciones
que modulan las fuerzas intermoleculares tales como el pH, composiciéon idnica y
temperatura. Generalmente, a pH por arriba del punto isoeléctrico de la proteina (pl),
ocurre la incompatibilidad termodinamica entre ambos tipos de biopolimeros debido a
interacciones electrostaticas repulsivas y diferentes afinidades hacia el solvente
(Galazka y col., 1999; Dickinson, 2003; Ganzevles y col., 2006). La funcionalidad
individual de cada componente podria mejorarse mediante interacciones moleculares
con repercusiones en la estabilidad, textura y vida util de muchos productos
alimenticios (Dickinson, 2003).
Desde esta vision, las estrategias que se podrian aplicar aprovechando las
propiedades de mezcla de estas macromoléculas y que podrian plantease en la
elaboracion de una dispersion alimenticia serian dos:

1. Deshidratacién de una disolucion de un concentrado de proteinas de suero
lacteo conjuntamente con una disolucion de un polisacarido mediante atomizacion

para la obtencion de un aditivo funcional co-secado. La ventaja de esta estrategia
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reside fundamentalmente en que se obtendria un producto altamente soluble, con un
Unico tiempo de hidratacion lo que reduciria los tiempos de procesos de los productos
formulados con el mismo. Por otro lado, se aumenta el valor comercial del WPC, sin
utilizar agentes quimicos.

2. Mezclado de los ingredientes con los polvos de concentrados de proteinas
de suero lacteo y polisacaridos previamente hidratados para la obtencion del producto
final. Se trata de una estrategia valida, de menor costo para la industria elaboradora de
alimentos pero no agrega valor comercial al WPC. Por otro lado, presenta la
desventaja que los polvos deshidratados de WPC y de polisacaridos tienen distintos
tiempos de hidratacion.

Nuestra hipotesis de trabajo fue considerar que la utilizacion combinada del
concentrado proteico de lactosuero y polisacaridos permite incrementar la
funcionalidad de estos ingredientes si es posible encontrar las condiciones de sinergia
que los potencien.

En esta contribucion se presentan, a manera de ejemplo, algunos de los resultados
mas relevantes que soportan nuestra hipotesis de trabajo. El polisacarido elegido fue
lambda-carragenina debido a su amplia utilizacion como agente espesante y
estabilizante de dispersiones coloidales alimenticias. La lambda-carragenina (A-C) es
un polisacarido superficialmente no activo de alto peso molecular (aproximadamente
1.000 KDa) normalmente extraido de algas rojas. Su estructura quimica consiste en un
polimero de galactosa esterificado con tres grupos sulfatos por unidad de disacarido
(Sharma, 1981). A pH neutro, esta cargado negativamente debido a la ionizacion de
los grupos sulfatos (Dickinson, 2003). En la literatura, existen varias evidencias acerca
de la capacidad de las carrageninas para formar asociaciones macromoleculares
hibridas con proteinas del suero incluso a valores de pH superiores al punto

isoeléctrico (pl) de las mismas (Galazka y col., 1999; Dickinson, 2003).
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En contribuciones previas se abordo tanto el estudio reoloégico de mezclas de WPC y
A-C como del producto co-secado (Lizarraga y col., 2006) y también se estudio el
efecto del pH, la concentracion total de soélidos y la temperatura de calentamiento
sobre el proceso de gelificacion y de los parametros texturales de los geles (Spahn y
col., 2008). Teniendo en cuenta esta consideracion, en primer lugar y, como ejemplo
de la estrategia 1, se evaluaron las propiedades de emulsificacion de un aditivo co-
secado de WPC/A-C. En segundo lugar, se analizaron las propiedades de espumado

de sistemas acuosos mixtos WPC/A—C como ejemplo de la estrategia 2.

2. Propiedades de emulsificacion de un co-secado de WPC comercial y A-C

Es conocido que las emulsiones son sistemas inestables y tienen una
tendencia a desestabilizarse con el tiempo (Dickinson, 1992; Frieberg, 1997; Mc
Clements, 1999). La inestabilidad termodinamica de las emulsiones resulta de dos
caracteristicas fisicoquimicas distintas. Primero el contacto entre gotas de aceite y
agua es energéticamente desfavorable y segundo, la densidad de los aceites
comerciales es, en general, menor que la del agua y, por lo tanto, las gotas de aceite
tienden a ascender. Los mecanismos de desestabilizacién que se pueden manifestar
son cremado, floculacion, coalescencia, maduracién de Ostwald e inversion de fases
(Frieberg, 1997).
Formular una emulsién alimenticia cinéticamente estable dependera a su vez, de la
prevencion, durante su elaboracion, de los mecanismos de desestabilizacion. Por
ejemplo, en el caso de reemplazar la tradicional mayonesa por una baja en calorias,
es importante considerar que se necesita de la adicion de un agente estabilizante,

como por ejemplo un polisacarido (Tabbilo-Munizaga y Barbosa-Canovas, 2005).
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Los polisacaridos se agregan generalmente para aumentar la viscosidad de la fase
continua y prevenir el cremado. Sin embargo, la influencia de esta macromolécula no
es directa y depende de las caracteristicas propias del sistema (McClements, 2000).

Para analizar la potencialidad de la estrategia 1 y, de acuerdo a trabajos previos,
(Santiago y col., 2005) se utiliz6 una mezcla de WPC comercial (Milkaut S.A., Frank,
Argentina) y A-C en relacion 8:1 que se deshidratd en un atomizador en planta piloto.
Se obtuvo un aditivo co-secado de WPC/A-C (CS) de 67,34 % p/p en proteina, de
similar estabilidad térmica que las mezclas WPC/A-C y de mayor solubilidad que el

WPC de partida (Lizarraga, 2007).

2.1. Tamafio de gotas de las emulsiones

Se prepararon emulsiones (o/w) en un homogeinizador Ultraturrax usando
aceite comestible de girasol (¢: 50%) como fase dispersa mientras que la fase continua
se formulé con WPC (0,37% p/p — 2,93% p/p prot.) o con el producto CS (0,5 % p/p-
4,0 % p/p solidos totales) a la misma concentracion de proteinas. Para evaluar el
tamano de las gotas de las emulsiones se seleccion6 el D43 el cual indica el volumen
ocupado por las gotas, dado que la propiedad importante en este caso es la
estabilidad a la separacion (Robins, 2000b). El D, 3 en funciéon de la concentracion de
proteina para las emulsiones con WPC y CS se muestra en la Figura 1. Se observo
una notable disminucidon del tamafo de particula a medida que aumentd la
concentracion de WPC y de CS en la fase acuosa. Por otro lado, en el caso del WPC
se obtuvieron distribuciones bimodales en todo el rango de concentracion, mientras
que para el co-secado las distribuciones pasaron de bimodales, a bajas
concentraciones a mono-modales a altas concentraciones (resultados no mostrados).
Probablemente, la distribucion de tamafios disminuyé como resultado de un efecto

combinado de la mayor viscosidad de la fase continua, de la mayor disponibilidad de
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proteina y de la elevada concentracién de gotas la que modificaria la tensién de corte

ejercida por el fluido sobre las mismas.
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Figura 1: Efecto de la concentracion sobre el valor

de D (4,3) de emulsiones preparadas con WPC y

CS. pH 6,5.
En el flujo estrictamente turbulento, la viscosidad de las fases no tiene ningun efecto
sobre el tamafio de las gotas en el proceso de emulsificacién. Sin embargo, estudios
realizados con diferentes equipos homogeinizadores han mostrado que cuando la
viscosidad de la fase continua se incrementa, la media disminuye. Esto implica un
mecanismo de disrupcion de las gotas que depende tanto de fuerzas inerciales como
viscosas. Una mayor viscosidad disminuye el niumero de Reynolds lo que conduce a
una turbulencia menos isotropica, y asi, a una mayor variedad de velocidades en los
remolinos. Si la viscosidad se incrementa por la adicién de un polimero hidrofilico, el
resultado puede ser bastante diferente, al menos cuando la concentracién de polimero
no es demasiado baja y cuando la relacion entre la longitud de elongacion de la
molécula polimérica, y el tamafio del remolino esta por arriba de cierto valor (Walstra,

1983; Floury y col., 2002).
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Otro factor a tener en cuenta al analizar la reduccion del tamafo de las gotas en las
emulsiones estudiadas, es la elevada concentracion de las mismas por unidad de
volumen. Este hecho podria haber contribuido a incrementar la tension de corte

ejercida por el fluido sobre cada gota y asi, a una mayor reduccion en su tamafo.

2.2. Estabilidad de las emulsiones

Cuando el unico agente estabilizante de una emulsion es una proteina, la
coalescencia es el mecanismo desestabilizante de menor velocidad frente al cremado
y la floculacion (Brittren y Giroux, 1991). Tomando en cuenta los tamafios
relativamente grandes de las gotas (Figura 1) y la repulsion entre gotas debido a la
capa proteica adsorbida, se considerd al cremado como el principal proceso de
desestabilizacion de las emulsiones preparadas con WPC (Mc Clements, 1999). El
andlisis de la estabilidad de las emulsiones se evalu6 a través de la evolucion de los
perfiles de reflectancia difusa o delta de retro-dispersion (ABS) de acuerdo a lo
descripto por Mengual, y col. (1999a, 1999b). Estudios previos confirmaron que el
cremado es el principal mecanismo desestabilizante para las emulsiones con WPC. Se
pudo apreciar en todos los casos que, inicialmente, el registro de ABS fue constante a
lo largo de toda la emulsion debido a que la distribucion de gotas fue homogénea a
través del sistema. A medida que las gotas se desplazan hacia arriba, debido a la
gravedad, hay una disminucién del ABS en la parte inferior de la emulsién, ya que la
concentracion de gotas disminuye (Lizarraga y col., 2008). Este comportamiento se
halla soportado por la literatura de emulsiones (Carrera y Rodriguez Patino, 2005;
Chanamai y Mc Clements, 2000a, 2000b; Robins, 2000b).
En las emulsiones con WPC a bajas concentraciones se observé un importante
proceso de cremado que fue disminuyendo al aumentar la concentracion de proteinas

(Figura 2a). Este incremento en la estabilidad de las emulsiones seria debido
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principalmente a la disminucién del tamafio de particula que se produjo al incrementar
la concentracion de WPC (Figura 1). La cinética de cremado indicé que en todas las
concentraciones hubo inicialmente una separacion muy rapida de las fases seguida de
una etapa de separacion mas lenta. Se puede apreciar también que con el incremento

de la concentracién de proteina la velocidad de cremado de ambas etapas disminuyo.
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Figura 2: Cinética de cremado de emulsiones preparadas con WPC (0,36-2,93 % p/p prot.)
(a) y CS (0,5-3,0 % p/p solidos totales) (b). Turbiscan MA 2000. pH 6,5

La primera etapa de la cinética se produciria por el desplazamiento de las gotas mas
grandes que creman en primer lugar, mientras que la segunda etapa se deberia al
cremado de la poblacion de gotas mas pequefas. A medida que se incrementa la
concentracion de proteina, el numero de las gotas mas grandes disminuye y aumenta
el nimero de gotas mas pequefas (Lizarraga y col., 2008). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Robins y Hibberd (1998) para el perfil de cremado
de una emulsién bidispersa. Por otro lado, en esta clase de emulsiones la fase crema
puede alcanzar un grado de empaquetamiento mayor que en las emulsiones mono-
dispersas.

La correlacién entre velocidad de cremado y tamafio de particula esta regida por la ley

de Stokes. Asi, la velocidad de cremado estimada por esta ley fue mayor que la
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reflejada por los datos experimentales. Considerando que el tamafio de particula
disminuyé aproximadamente un 50% entre la menor y la mayor concentracion de
proteina y que la viscosidad de la fase continua practicamente se comporta como
newtoniana y no varié mucho en el rango de concentraciones estudiado (Lizarraga y
col., 2006), la ecuacion de Stokes predice una disminucion de la velocidad de cremado
en seis veces. Sin embargo, los datos experimentales muestran una disminucién de
siete veces. Esta diferencia se explicaria por las limitaciones de la Ley de Stokes
(estrictamente aplicable a sistemas mono-dispersos, de baja concentraciones de
aceite, ¢= 0,01, y con gotas esféricas que no interactien entre si). Asi, en emulsiones
concentradas, como las estudiadas, la velocidad final de las gotas al cremar sera
menor a lo predicho debido a las interacciones hidrodindmicas inter-gotas y al reflujo
de la fase continua, opuesto al movimiento de las gotas durante el cremado (Robins y
Hibberd, 1998; Manoj y col., 1998a, 1998b; Robins, 2000a). De los dos factores que
influyen sobre la velocidad de cremado, en los sistemas estudiados predominan los

efectos retardantes sobre los acelerantes.

En las emulsiones con CS (Figura 2 b) el proceso de cremado present6 visualmente
una separacion mas nitida entre las fases crema y suero que en las emulsiones con
WPC. Su desplazamiento hacia arriba se produjo en general en tres etapas: (i)
inicialmente, no hubo movimiento (fase de retardo) (ii) pero luego la estructura subié
hasta que alcanz6 la fase crema vy (iii) finalmente, la crema se fue compactando hasta
transformarse en una capa uniforme y su fraccién en volumen se fue incrementando
hasta alcanzar ¢, (fraccion maxima). Con el incremento de la concentracién de CS
disminuyé la velocidad de cremado en todos los casos y, se pudo observar que, a
partir de una concentracion de 1,0 % p/p, la emulsién presentd una pequefa etapa de
retardo la cual se prolongd al aumentar la concentracion. La mayor estabilidad frente al

cremado observada en las emulsiones con CS se estaria produciendo, probablemente,
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debido a la disminucién en el tamafio de gotas (Figura 1) y al incremento en la
viscosidad de la fase continua, variables que, analizando la ecuacion de Stokes,
disminuyen la velocidad de cremado. Estos resultados concuerdan con los de una
emulsién de alta fraccion en volumen, con una distribucion de particulas poli-dispersas
y que contienen un polimero en su fase continua (Robins, 2000a). La fase de retardo
se produciria por la floculacion de las gotas en presencia del polimero (floculacion por
exclusion de polimero) lo que generaria una estructura en red, también llamada gel
particulado. Dado que eliminar el cremado es usualmente imposible, una forma de
controlarlo seria a través del disefio de formulaciones que se encuentren en periodo
de retarlo alargando la vida util del producto (Robins y Hibberd, 1998; Manoj y col.,

1998; Robins, 2000a; Santiago y col., 2002, Mc Clements, 2000).

2.3. Viscosidad de las emulsiones

La viscosidad de las emulsiones con WP y CS a distintas concentraciones de proteina
se muestra en la Figura 3. Se puede apreciar que el comportamiento de las
emulsiones con WPC fue practicamente newtoniano para todo el rango de
concentraciones estudiado y que, el aumento de la concentracion de proteina apenas
produjo incremento de la viscosidad.

Para el caso de las emulsiones con CS el modelo de Ley de Potencia ajusto
adecuadamente a los datos experimentales (Tabla 1). Las emulsiones presentaron un
cambio en el comportamiento de flujo de practicamente newtoniano a pseudo-plastico
con una ligera histéresis con el aumento de la concentracion de CS. Comparando
estas emulsiones con las de WPC, se encontré que la viscosidad se incremento
notablemente y surgieron comportamientos que previamente no habian sido

observados a igual concentracion proteica (Lizarraga y col., 2008).
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Figura 3: Efecto de la concentracién sobre el comportamiento de flujo (viscosidad aparente, ngp
versus gradiente de velocidad, y) de emulsiones preparadas con WPC (0,37-2,93 % p/p prot.)
(a) y CS (0,5-4,0 % p/p solidos totales) (b). Rebmetro HAAKE RS600 con geometria plato-plato,
temperatura 20 °C, pH 6,5.

El comportamiento reologico de las emulsiones con CS se ha relacionado, por un lado,
con un incremento en la concentracion de gotas por unidad de volumen, debido a que
la fraccion en volumen de aceite no se modifico y con la disminucién del tamafo de
particula. Por otro lado, en sistemas estabilizados electrostaticamente, la fraccion en
volumen efectiva de las gotas mas pequefias es mayor que aquella de las gotas mas
grandes lo cual daria cuenta de una mayor viscosidad (Chanamai y McClements,
2000a). Ademas, la repulsion electrostatica desempefiaria un papel importante en la
reologia de emulsiones concentradas, ya que las gotas eléctricamente cargadas no
son capaces de aproximarse entre si tanto como las gotas no cargadas, y
consecuentemente no son capaces de ocupar los espacios vacios que ocurren en la
proximidad de las gotas vecinas (Chanamai y McClements, 2000a).

Tabla 1: Valores de viscosidad (n) segun la ley de Newton y de los parametros de la ley de
potencia: n=Ky", donde K es el indice de consistencia, y es el gradiente de velocidad y n es el
indice de fluidez de las emulsiones preparadas con CS.

% (p/ p) ST n R? % (p/ p) ST K n R?
0,5 0,0319 | 0,9996 1,5 0,1406 0,8306 0,9999
1,0 0,0465 | 0,9990 4,0 1,2420 0,6623 0,9992
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Por otro lado, el comportamiento pseudo-plastico y la histéresis se asocian
usualmente a la presencia de estructuras (fléculos) que son total o parcialmente rotas
con el incremento del gradiente de velocidad. En el caso de las emulsiones con CS,
estos fendmenos se relacionan con estructuras débilmente floculadas que se van
rompiendo generando el comportamiento pseudo-plastico (Tadros, 2004). Al evaluar la
fase continua de las emulsiones, se encontrd que las dispersiones de CS presentaron
comportamiento newtoniano hasta una concentracion de 3,0 % p/p y luego el mismo
fue pseudo-plastico sin mostrar histéresis. Dado que la A-C es una molécula de un
tamafio considerablemente mayor que las proteinas del WPC, un factor a tener en
cuenta al analizar la viscosidad de estas emulsiones es el efecto de concentracion que
sufre la fase continua al incorporar la fase aceite. Este efecto podria estar modificando
el comportamiento reologico de la fase acuosa, correspondiendo al de una dispersion
de mayor concentracion de solidos, lo cual también estaria contribuyendo al
incremento en la viscosidad de la emulsion.

Finalmente, la utilizacion de esta estrategia permite obtener un producto cosecado con
el cual se pueden disefiar emulsiones estables a través de la manipulacién de los

tiempos de retardo.

3. Propiedades espumantes de sistemas acuosos mixtos WPC comercial y A-C

La formacion y la estabilidad de una espuma dependen de las propiedades de los
componentes superficialmente activos presentes en el sistema (Dickinson, 1992,
2003). La formacion de una espuma esta influenciada fundamentalmente por la
adsorcion de la proteina sobre la interfase aire-agua y por su capacidad de reducir la
tension superficial (Carrera y Rodriguez Patino, 2005; Rodriguez Patino y col., 2008).
Este fenbmeno provoca la formacion de una pelicula interfacial alrededor de las

burbujas de gas. Por otro lado, la estabilizacion de una espuma contra el drenaje
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(incluyendo el drenaje gravitacional y la regeneracibn marginal), desproporcién
(difusion de gas desde las burbujas mas pequefias hacia las mas grandes) y
coalescencia (ruptura de la burbuja de gas) requiere de la combinacion de diferentes
caracteristicas mecanicas superficiales de la pelicula adsorbida (Rodriguez Patino y
col., 1997, 2008; Wilde, 2000; Dickinson, 2003). Asi, el uso 6ptimo de las proteinas en
la elaboracién de una espuma depende del conocimiento de sus caracteristicas
fisicoquimicas, tales como la actividad superficial, viscoelasticidad superficial (bajo
condiciones dilatacionales o de cizalla) y de la cinética de formaciéon de la pelicula a
nivel de la interfase fluida. Obviamente, estas propiedades van a ser modificadas
cuando en el sistema se cuenta con la presencia de otros ingredientes de la matriz,
tales como los polisacaridos.

En este sentido, recientemente se han determinado las propiedades fisicoquimicas
interfaciales de sistemas proteina-polisacarido en estudios modelos con el objeto de
ser correlacionadas con las caracteristicas de espumado (Baeza y col.,, 2005;
Ganzevles y col., 2006). En general, estas propiedades dependen del caracter de las
interacciones entre los biopolimeros tanto en el seno de solucién acuosa (atraccion o
segregacion) como en el entorno de la interfase aire-agua, de la naturaleza quimica
(estructura quimica, actividad superficial) y de la concentracion relativa de los
componentes en el sistema. Estos estudios también revelaron como la interaccion
macromolecular entre proteinas y polisacaridos, influenciada por las condiciones del
medio acuoso (pH, fuerza ibnica, etc.), puede utilizarse para manipular el
comportamiento de adsorcién de estos biopolimeros a nivel de interfaces fluidas
(Baezay col., 2005; Ganzevles y col., 2006).

Sin embargo, debido a la complejidad de los mecanismos que intervienen durante la
formacion y estabilizacion de espumas en sistemas alimenticios se requieren mas
estudios en profundidad en los que se empleen materias primas comercialmente

disponibles. Esta observacion constituye la principal motivacion de nuestro grupo de
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trabajo la cual sera reflejada como una segunda estrategia destinada al mejoramiento
de la funcionalidad de proteinas del suero lacteo.

En esta segunda parte de la presente contribucibn se mostraran los principales
resultados obtenidos de un estudio acerca de las propiedades de espumado de
sistemas acuosos mixtos WPC/A-C en relacidbn a las caracteristicas reologicas

superficiales de las peliculas adsorbidas sobre la interfase aire-agua.

3.1. Formacion y estabilidad de las espumas

Para comprobar la hipétesis que la funcionalidad del WPC podria mejorarse mediante
su interaccion molecular con A-C, se parti6 de una muestra comercial de WPC (Arla
Food, Portefia, Argentina) que, originalmente a concentracion de 1 % p/p
(concentracion en el seno de solucion que permitié la saturaciéon de la interfase aire-
agua), no produjo una espuma verdadera durante el ensayo, en un equipo de
espumado por inyeccion de gas.

En las condiciones experimentales empleadas, se observd que la formacion de la
espuma de WPC estuvo acompafiada por una rapida desestabilizacion, lo que impidio
la determinacion de los parametros especificos de espumado. Sin embargo, en
estudios previos, se encontré que el WPC fue capaz de adsorberse sobre la interfase
aire-agua formando una pelicula adsorbida con buenas propiedades mecanicas
superficiales (Perez y col., 2008).

Por otro lado, en contraste con el WPC, la capacidad espumante de una solucién
acuosa de un WPI comercial (Davisco Ingredients) al 1 % p/p corroboré las excelentes
propiedades de espumado de la P-lactoglobulina, principal componente del WPI
(Alvarez y Rodriguez Patino, 2006; Rodriguez Patino y col., 2008). Asi, el deterioro de
la capacidad espumante de la muestra comercial de WPC podria ser relacionado

directamente con su composicién y/o con la agregaciéon de la proteina debido a la

106



Capitulo 5

desnaturalizacion térmica durante su produccién industrial (Perez y col., 2008). Sin
embargo, como industrialmente ambas preparaciones comerciales de proteina estan
sujetas practicamente al mismo tratamiento térmico, la principal diferencia en la
funcionalidad podria deberse a la presencia del alto contenido de grasa en el WPC
(Perez y col.,, 2008). En general, todos los tipos de lipidos, excepto los
monoacilglicéridos, inciden negativamente en las caracteristicas espumantes del WPC
(Vaghela y Kilara, 1996). También se conoce que la eliminacion de grasa (Vaghela y
Kilara, 1996; Huffman y Harper, 1999) o la transformacion de la grasa hidrofébica
original (triglicéridos) en mono y diacilglicéridos (entre otros componentes) por
tratamiento enzimatico (Blecker y col., 1997) mejora significativamente la capacidad
espumante del WPC original. Por otro lado, la eliminacién de las membranas de los
glébulos grasos de la leche como los componentes del complejo proteosapeptona

mejora las propiedades espumantes del WPC (Zhu y Damodaran, 1994).
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Figura 4: Efecto de la concentracion de A—C sobre la formacioén de espumas (determinada por
la capacidad espumante global, OFC) de WPC y WPI (a), y sobre la estabilidad de espumas
(determinada por el tiempo de vida media, ti» (<), y por los tiempos de relajacion, ty (A) y t4c
(O), correspondientes a las cinéticas de drenaje/regeneracibn marginal vy
desproporcién/colapso, respectivamente) de WPC. Se incluye como una referencia el t;, para
una espuma de WPI (#)(b). Concentracién de proteina en la subfase acuosa: 1,0 % p/p, pH 7, |
0,05 M, temperatura 20 °C.

Otra estrategia para mejorar las propiedades de espumado del WPC, es la adicién de

pequefias cantidades de A-C. Existen trabajos previos que han confirmado que la
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adicion de polisacaridos a disoluciones acuosas de proteinas puede tener un efecto
positivo sobre las propiedades espumantes (Makri y Doxastakis, 2007; Rodriguez
Patino y col., 2008). Sin embargo, son muy pocos los estudios que relacionan el efecto
sinérgico de las interacciones proteina-polisacarido sobre la formacion y estabilidad de
espumas con las caracteristicas dinamicas superficiales de las peliculas adsorbidas.

El efecto de la concentracion de A—C (dentro del rango de 0-1 % p/p) sobre la
capacidad espumante del WPC se muestra en la Figura 4a. Puede observarse que la
adicion de A—C produjo un aumento significativo de la capacidad espumante global del
WPC (OFC). Sin embargo, la adicién de A-C no produjo ningin cambio en la
capacidad espumante del WPI. Como la concentracion de WPI en la subfase acuosa
(1,0 % p/p) fue suficiente para saturar la interfase aire-agua, y debido a sus excelentes
propiedades espumantes, la adicion de un polisacarido superficialmente no activo
como la A-C practicamente, no provocé ningun cambio en la formacién de las
espumas. Estos resultados muestran que seria necesaria la adicion de pequefias
cantidades de A-C ( 0,1 % p/p) al WPC para producir el mismo valor de OFC que el
WPI. Las propiedades dinamicas superficiales de las peliculas adsorbidas,
fundamentalmente a cortos tiempos de adsorcién podrian explicar, en parte, el efecto
sinérgico observado sobre la capacidad espumante del WPC en presencia de A-C
(Perez y col., 2008).

Por otro lado, la estabilidad estatica de las espumas de WPC/A—-C, determinada por el
tiempo de vida media, ti, y la cinética de los procesos de desestabilizacion
individuales correspondientes al drenaje gravitacional y regeneracién marginal, tq, y
desproporcion/colapso de espumas, t4, en funcioén de la concentracion de A—C en el
seno de solucién se muestran en la Figura 4b. En esta figura también se incluye la
evolucién del tiempo de vida media con la concentracion de polisacarido para los

sistemas WPI/A-C.
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Interesantemente, todos estos parametros (ti, ty y tsc) aumentaron con la
concentracion de A-C, indicando la existencia de un importante efecto sinérgico sobre
la estabilidad de las espumas de WPC, fundamentalmente a la mayor concentracion
de A-C evaluada (1 % p/p). También cabe destacar que, aunque la adicion de A-C no
tuvo efecto sobre la capacidad espumante del WPI, la estabilidad de sus espumas
mejoré tras de la adicién del polisacéarido. El efecto estabilizante de los polisacaridos
contra el drenaje gravitacional en espumas ha sido reportado con anterioridad en la
bibliografia (Makri y Doxastaki, 2007).

El primer paso de inestabilidad seria debido al rapido drenaje del liquido incorporado a
la espuma y/o al flujo de liquido desde la lamella hacia los bordes de plateau
(regeneracion marginal). Tras de este paso (o simultineamente) tendria lugar el
adelgazamiento de la pelicula interfacial, promoviendo la difusiéon de gas a través de la
lamella (desproporcion). Finalmente la espuma colapsa como resultado de la ruptura
de la lamella y de la coalescencia de las burbujas de gas.

En particular para los sistemas WPC/A-C, la velocidad de drenaje fue mucho mas
rapida que la velocidad de desproporcion/colapso (Figura 4b). La velocidad de drenaje
seria dependiente de la viscosidad de la fase acuosa continua, mientras que la
velocidad de desproporcion/colapso seria mas dependiente de las caracteristicas
interfaciales de las peliculas adsorbidas.

El efecto de la adicion de A—C sobre las propiedades de espumado del WPC podria
ser relacionado con las caracteristicas dinamicas superficiales de las peliculas

adsorbidas de los sistemas acuosos mixtos WPC/A-C.

3.2. Caracteristicas dinamicas superficiales de las peliculas adsorbidas

La adsorciéon de una proteina sobre la interfase aire-agua puede determinarse

mediante la medicion de los cambios en la presién superficial con el tiempo.
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Normalmente, el aumento de la presién superficial de la pelicula adsorbida con el
tiempo se relaciona con la adsorcion de la proteina sobre la interfase aire-agua. Este
fendmeno incluye: (i) la difusiéon de la proteina desde el seno de la soluciéon acuosa
hacia la interfase (el paso mas importante para la formacion de una espuma), (ii) la
adsorcion (penetracion) y desplegamiento interfacial, (iii) agregacion (reordenamiento)
dentro de la pelicula interfacial, formacién de multicapas adsorbidas e incluso
gelificacion interfacial.

Por otro lado, la viscoelasticidad dilatacional superficial constituye un factor muy
importante en lo que respecta a la estabilidad de espumas durante su etapa de
produccién. La reologia superficial de las proteinas a nivel de la interfase aire-agua es
de enorme interés no solamente debido a su importancia en relacion a la estabilidad
de la dispersion (Rodriguez Patino y col., 2008), si no también debido a su extrema
sensibilidad a la naturaleza de las interacciones intermoleculares a nivel de las
interfases (Rodriguez Patino y Rodriguez Nifio, 1999).

El angulo de fase (¢) entre el esfuerzo y la deformacién dilatacional superficial puede
considerarse como una medida de la viscoelasticidad relativa de una pelicula de
proteina adsorbida sobre la interfase aire-agua. Normalmente, durante la adsorcioén de
una proteina, ¢ disminuye con el incremento del tiempo de adsorcion, revelando la
contribucion de los mecanismos de adsorcion (difusion, penetracion y reordenamiento
configuracional) a la viscoelasticidad relativa de una pelicula interfacial (Mifiones
Conde y Rodriguez Patino, 2005). La relacion entre ¢ y la presion superficial de las
peliculas adsorbidas, =, para el WPC puro y para los sistemas WPC/A-C en funcién de
la concentracién de A-C se muestra en la Figura 5a. En general, se observé un
incremento en la elasticidad relativa de las peliculas adsorbidas a mayores valores de
n. De las graficas ¢—n podrian establecerse dos zonas de diferente elasticidad (Perez y

col., 2008): (i) una zona de baja elasticidad (por arriba de la grafica ¢—= del WPC puro)

110



Capitulo 5

y (ii) otra zona de alta elasticidad (por debajo de la grafica ¢—n del WPC puro). Asi, los
sistemas WPC/A-C serian clasificados considerando la concentracion de A-C en el
seno de la solucion acuosa. El incremento gradual en la concentracion de A-C produjo
el desplazamiento de las curvas hacia regiones de alta elasticidad sugiriendo un mejor
control de las propiedades viscoelasticas de las peliculas adsorbidas de WPC. Por otro
lado, a baja concentracién de polisacarido, se obtuvieron peliculas adsorbidas con una
elasticidad similar a la elasticidad de la pelicula de WPC puro. También se observé
que la pelicula adsorbida de WPI fue mas elastica que la de WPC lo que confirmé la
hipotesis acerca de los efectos de la presencia de impurezas en el WPC
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Figura 5: Efecto de la concentracién de A-C sobre la viscoelasticidad de la pelicula adsorbida
de WPC (representada por la grafica ¢—n) sobre la interfase aire-agua. La grafica ¢—= para la
pelicula adsorbida de WPI se incluye como referencia. (%) WPC, (A) WPC:0,12-C, (O)
WPC:0,5,-C, (J) WPC:1,01—C, (*) WPI. Concentracién de proteina en la subfase acuosa: 1,0
% p/p, pH 7, 1 0,05 M. (a). Representacion esquematica del fenbmeno que ocurre durante la
adsorcion del WPC sobre la interfase aire-agua en presencia de A-C en el seno de la solucion
acuosa (b).

En los sistemas mixtos WPC/A-C interacciones atractivas entre el WPC y A—C podrian
inducir la formacion de entidades macromoleculares hidridas en el entorno de la
interfase aire-agua (Figura 5b), generando una elevada estructuracion interfacial y una
mayor elasticidad de la pelicula adsorbida de WPC. Estos resultados confirman que

existe una buena relacidbn entre la estabilidad de espumas y las propiedades

dinamicas superficiales de las peliculas adsorbidas de WPC/A-C.
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Conclusiones

Los resultados de esta contribucion demostraron que es posible potenciar la
funcionalidad de muestras comerciales de WPC a través de las estrategias
tecnolégicas planteadas. La adicion de A—C al WPC tanto en sistemas mezcla como
en sistemas co-secados permitié la mejora de la formacién y estabilidad de sistemas
coloidales dispersos. El efecto sinérgico encontrado se baso6 en la capacidad de este
polisacarido de: (i) aumentar la viscosidad de la fase continua, (ii) producir tiempos de
retardo en el cremado de emulsiones debido a mecanismos de floculacion por
deplecién y (iii) controlar las propiedades reologicas superficiales de peliculas
adsorbidas de WPC mediante interacciones proteina-polisacarido en el entorno de
interfases fluidas. El conocimiento y la manipulacion de los factores que gobiernan las
interacciones entre biopolimeros en un sistema coloidal alimenticio no sélo puede
permitir la optimizacion de materias primas con baja funcionalidad, sino que también
permitiria el desarrollo de nuevas funcionalidades para estos sistemas con diversas

aplicaciones nanobiotecnolégicas.
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1. Introduccién

La elaboraciéon de queso da lugar a la producciéon de un volumen importante de
suero, generandose, en promedio, en una relacion de 9:1 respecto del queso
(Gonzalez-Martinez y col., 2002). Dada su composicion, el suero representa un
sustrato rico para el desarrollo de microorganismos contaminantes. Adicionalmente,
las condiciones de elaboracion del queso, permiten el desarrollo de microorganismos
propios de la leche y de la contaminacion ambiental. Como contrapartida, posee valor
nutritivo que radica fundamentalmente en su composicién, conteniendo mas de la
mitad de los sélidos de la leche utilizada para la elaboracion del queso, incluyendo las
proteinas (20% del total) y la mayor parte de la lactosa, ademas de minerales y
vitaminas hidrosolubles (Atra y col., 2005).
El mercado de suero y productos derivados ha surgido a consecuencia de tres
factores. El desarrollo de tecnologia de separacion por membrana y su integracion a la
industria lactea, ha posibilitado la separacién, recuperacion y concentraciéon de
valiosos ingredientes, como asi también la creacion de nuevos productos (Pouliet,

2008). Paralelamente, la importancia del cuidado del medio ambiente hizo necesario el
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tratamiento del suero previo a su eliminaciéon. El procesamiento del suero como
efluente resulta antieconémico dada la gran inversion necesaria para la instalacion de
una planta de tratamiento, siendo ésta comparable a la inversidbn de una planta
elaboradora de productos derivados (Peters, 2005). Finalmente, la fuerte demanda
mundial de fuentes adicionales de proteinas, sumado al reconocimiento de la calidad
de las proteinas del suero, promovié un cambio de actitud hacia el suero (Johnmson &
Lucey, 2006), considerandolo un producto de gran valor nutritivo y funcional que puede
ser procesado para la obtencién de diferentes productos. Actualmente, en paises con
una industria lactea desarrollada, el suero es procesado obteniendo suero en polvo,
concentrados (WPC) y aislados proteicos (WPI) para su utilizacién en alimentos para
consumo humano y, en menor medida, en alimentaciéon animal (Henning y col., 2006).
La obtencién de los derivados del suero requiere de una planta elaboradora que
incluya un proceso de membrana, una concentracion y un secado posterior, lo que
implica una inversion considerable, siendo sélo aplicable a plantas que procesan mas
de 300.000 l/dia de leche (Simén Leiva, 2003). Por lo tanto, es importante ofrecer
alternativas de tratamientos para pequefias y medianas empresas, desarrollando
métodos simples y econémicos que permitan estabilizar este efluente para que pueda
ser almacenado hasta su utilizacibn o traslado, manteniendo un estandar
microbiologico y nutricional adecuado. Una opcion interesante es utilizar directamente
el liquido concentrado proveniente de la ultrafiltracion, evitando el costo y el dafio que
pueda producir el secado. Para poder implementar esta alternativa es necesario
desarrollar métodos de conservacion de este producto intermedio.

En los ultimos afios, los consumidores han focalizado su interés en alimentos
naturales, similares a los frescos, libres de aditivos quimicos sintéticos, faciles de
consumir, estables y seguros. Esto ha impulsado un continuo desarrollo de nuevas
tecnologias y barreras (“hurdles”) adicionales para satisfacer estas demandas. En este

sentido ha aumentado el interés en las denominadas “tecnologias verdes”, incluyendo
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los desarrollos de alimentos minimamente procesados y los antimicrobianos naturales
como alternativa al uso de los sintéticos (Gould, 1996; Deegan y col., 2006).

Los antimicrobianos producidos naturalmente son abundantes en el ambiente,
encontrandose en animales, plantas y microorganismos; los mismos son generados
como mecanismo de defensa del organismo productor. Estos compuestos han sido
estudiados por su potencial aplicacibn como ingredientes naturales o aditivos
alimentarios.

La nisina es una bacteriocina producida por Lactococcus lactis, y puede permeabilizar
la membrana de los microorganismos ya que se une electrostaticamente a la carga
negativa de los fosfolipidos de la membrana celular bacteriana aumentando su
permeabilidad por formacion de poros, resultando en un flujo de pequefias moléculas
intracelulares (Breukink y col., 1997). Adicionalmente interfiere con la biosintesis de la
pared celular. Este fenomeno esta mediado por la habilidad de la nisina para unirse a
una molécula de anclaje, el lipido Il, un peptidoglicano precursor de la pared celular
(Wiedermann y col., 2001; Bauer & Dicks, 2005). La nisina fue reconocida como
preservante biolégico seguro y legal en 1969 por el Comité Experto de Aditivos de
Alimentos de FAO / WHO. En 1988 fue aprobada como aditivo de alimentos por la
FDA (Food and Drug Administration, U.S.A.), y luego aceptada como un compuesto
GRAS (Thomas y col., 2000). La nisina es efectiva en la inactivacion de un amplio
rango de bacterias gram positivas (Abee y col., 1995; Hill, 1998). Varios autores han
demostrado su actividad en productos lacteos, como quesos untables, ricota, leche y
suero liquido frente a la contaminacion de bacterias gram positivas (Zapico y col.,
1999; Gallo y col., 2007; Sobrino-Lopez & Martin-Belloso, 2008; Arqués y col., 2008) y
esporas resistentes a las altas temperaturas (Delves-Broughton, 1990).

Los productos Microgard™ se obtienen mediante la fermentacién de leche descremada
o dextrosa por parte de Propionbacterium shermanii. Contienen diacetilo, acido

acético, propionico y lactico y componentes inhibitorios de PM de 700 Da (Zuckerman
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& Ben Abraham, 2002a). Son efectivos contra bacterias gram positivas (Lemay y col.,
2002; von Staszewski y Jagus, 2008) y gram negativas como Pseudomonas,
Salmonella y Yersinia y algunos hongos (Al-Zoreky y col., 1991). Los productos
Microgard™ fueron aprobados en los Estados Unidos por la Food and Drug
Administration (FDA) para su uso en queso cottage y se estima que son utilizado en el
30% de los quesos producidos en ese pais (Dave y col., 2003; Sani y col., 2005).

El té es la segunda bebida mas consumida en el mundo, después del agua. Estudios
epidemioldgicos han mostrado que el consumo regular de té verde esta asociado con
beneficios para la salud humana, como por ejemplo la prevencién de varios tipos de
cancer y enfermedades cardiovasculares. Estos efectos protectores son generalmente
atribuidos a los polifenoles presentes en el té, en particular a las catequinas (Scalbert y
col., 2005). Paralelamente, el t¢ ha mostrado resultados alentadores respecto a su
actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli y Salmonella enteriditis entre otros (Hamilton-Miller & Shah, 2000, Kim
y col., 2004). Sin embargo, a pesar de la creciente utilizacion de los extractos de té
verde en alimentos, la mayor parte de los experimentos reportados sobre su
efectividad como antimicrobiano fueron realizados en medios de cultivo. Muy pocos
estudios se han desarrollado directamente con matrices alimentarias, por lo tanto poco
se sabe acerca de sus interacciones con los componentes de la misma.

La aplicacion combinada de diferentes factores de preservacion permite utilizar cada
uno en concentraciones o intensidades menores que las requeridas en tratamientos
individuales. La tecnologia de barrera (hurdle) ilustra el efecto producido por la
combinacién de varios factores de preservacion que hacen posible mejorar la
estabilidad microbiolégica y la calidad sensorial y nutricional, como también aspectos
economicos del alimento al utilizar los recursos en forma mas eficiente (Leistner,

2000).
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Cabe destacar que algunos microorganismos patégenos y contaminantes pueden
volverse mas resistentes o mas virulentos bajo condiciones de estrés. Sin embargo,
les resultara mas dificil sobrellevar el estrés impuesto si reciben simultdaneamente
diferentes factores que produzcan dafios en multiples blancos del microorganismo.
Esta exposicion simultanea de distintos tipos de estrés requerira distintos mecanismos
de resistencia que consumiran la energia celular, llevando al microorganismo a un
agotamiento metabdlico con consecuencias letales (Leistner, 2000).

Durante el procesamiento, preservacion y almacenamiento de alimentos, los
microorganismos son sometidos a varias condiciones de estrés inducidas por frio,
calor, concentracién salina 6 presencia de acidos, entre otros. Debido a esto es
importante estudiar si los tratamientos aplicados en las materias primas afectaran la
respuesta de los microorganismos contaminantes, frente a los estreses asociados al
procesamiento posterior. Estos conocimientos permitiran desarrollar nuevas

combinaciones de tratamientos que permitan controlar el crecimiento bacteriano y

garantizar la seguridad de los alimentos (Faleiro y col., 2003, Lin & Chou, 2004).

2. Estabilizacion del suero liquido con antimicrobianos naturales

2.1. Tratamientos con nisina

Dadas las interacciones que la nisina presenta con distintos componentes de la matriz
alimentaria, es importante investigar la efectividad de la misma en cada alimento en
particular. Con este objetivo von Staszewski y col. (2006) y posteriormente Gallo y col.
(2007) estudiaron la influencia de la concentracion de sélidos y el pH en la respuesta
de L. innocua frente al tratamiento de nisina (preparado a partir de Nisaplin®, Danisco,
Copenahagen, Denmark) en suero liquido (preparado a partir de WPC34, Williner S.A).
Observaron que la efectividad de la nisina disminuye conforme aumenta la

concentracién de sélidos del suero de 8% a 24% (Figura 1).
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Figura 1: Inactivacién de L. innocua por
aplicacion de nisina en suero liquido con
distintas concentraciones de soélidos (pH
5,5). El inéculo inicial fue de 3x10° UFC/m.
Las lineas representan el ajuste no lineal
de los datos experimentales a la ecuacion

de Gompertz.
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Por otro lado, observaron que el tratamiento con 100 y 300Ul/ml de nisina produjo una
reduccion inicial de 5 y 6 ciclos log, respectivamente, independientemente del pH del
medio (rango de pH de 5,5 a 6,5). Resultados similares fueron obtenidos por Harris y
col. (1991), quienes informaron que el agregado de nisina a la leche reduce la
poblacion de Listeria monocytogenes y Listeria innocua. A su vez, Zapico y col. (1999)
observaron que es posible alcanzar una reduccion instantanea de 3,7 — 3,8 ciclos log
de L. innocua en leche entera por la adicion de 100Ul/ml de nisina.

Varios estudios desarrollados en medios sintéticos, mostraron que la rapida reduccion
inicial de L. monocytogenes es seguida de una reanudacién del crecimiento hasta
alcanzar niveles similares a los obtenidos en el medio sin tratamiento (Shillinger y col.,
1998; Shillinger y col., 2001). Por esta razén, Gallo y col. (2007) evaluaron también la
efectividad de la nisina a distintos pH sobre L. innocua en suero liquido durante el
almacenamiento a 20°C. Los resultados fueron modelados utilizando la ecuacion de
Gompertz (Cayre y col., 2003). En todos los casos se observé reanudacion del
crecimiento. La duracion de la fase de latencia (DFL) y la densidad maxima
poblacional (DMP) obtenidas a partir de esta ecuacion, indican que la supervivencia de

L. innocua en suero tratado con nisina depende ampliamente del pH del suero (Tabla

1).
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Tabla 1: Parametros derivados del modelo de Gompertz para el crecimiento de L.innocua a
20°C en CPSL en funcion del pH y la concentracién de nisina (Ul/ml). DFL (duracién de la fase
de latencia, horas); DMP (la densidad maxima de la poblacion, Log (UFC/ml)).

100 Ul/ml Nisina 300 Ul/ml Nisina
pH pH
5,5 6 6,5 5,5 6 6,5
DMP 7,2 9,0 8,7 6,6 6,9 8,6
DFL 28,9 0,0 0,0 38,5 0,0 0,0

Cuando se combiné un tratamiento de 300Ul/ml de nisina y pH 5,5 se obtuvo una fase
de latencia (DFL) de 38 horas y una densidad maxima poblacional (DMP) 3 6rdenes
inferiores a la mostrada por el suero sin tratar. Estos autores estudiaron el origen del
recrecimiento, llegando a la conclusion que las células de L. innocua tratadas con
nisina en suero de queso desarrollaron resistencia a la bacteriocina. Estos resultados
estdn en concordancia con el comportamiento de L. monocytogenes en caldo de
cultivo observado por Chi-Zhang y col. (2004). El desarrollo de resistencia de L.
innocua frente a la nisina ha sido atribuido a cambios en la membrana citoplasmatica y
pared celular del microorganismo (Crandall & Montville, 1998; Verehul y col., 1997).
Colectivamente, estos resultados indican que es posible obtener una reduccién
importante de L. innocua en suero de queso por una combinacién de nisina y pH
reducido, almacenada a 20°C por 38 horas. Sin embargo, dado el recrecimiento
producido, debido a células resistentes a la nisina, es necesario aplicar barreras
adicionales. Por ejemplo, la reduccién de temperatura a 7°C (100Ul/ml de nisina y
pH=5,5) produjo un cambio importante en la respuesta de L. innocua, llegando a
valores no detectables en 48 horas, incrementando la posibilidad de almacenamiento
del suero hasta 10 dias sin que se observe recrecimiento (datos no mostrados). En
concordancia con estos resultados, Robinson y col. (1998) observaron un pronunciado
aumento en la fase de latencia de L. monocytogenes al bajar la temperatura de

tratamiento de 15°C a 5°C.
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Figura 2: Efectividad de (a) Microgard™ 300 sobre Staphylococcus aureus y (b) Microgard™
100 sobre Salmonella typhimurium en suero liquido almacenado a 20°C. Las barras de error
indican la desviacion estandar.

2.2 Tratamientos con Microgard™

Varios investigadores estudiaron la efectividad antimicrobiana de los productos

Microgard™

(Danisco, Copenahagen, Denmark) sobre  microorganismos
contaminantes del suero de queso. Mugliaroli y col. (2007) investigaron la efectividad
de Microgard™300 frente a Staphylococcus aureus y Microgard™100 frente a
Salmonella typhimurium. En ningun caso observaron reduccion instantanea con las
concentraciones de antimicrobiano evaluadas (0,5%; 1%; 3% y 5%), informando que
concentraciones de 3% y 5% de Microgard ™300 produjeron un efecto bacteriostatico
sobre S. aureus durante el almacenamiento a 20°C. Los tratamientos con
concentraciones menores mostraron un leve crecimiento, mostrando en el caso de 1%
una DMP 3 6rdenes inferiores al control (Figura 2).

Otros autores obtuvieron resultados similares en la reduccion de S. aureus presente
en salmén fresco y pollo (Zuckerman & Ben Abraham, 2002a; Zuckerman & Ben
Abraham, 2002b). Los resultados obtenidos para S. typhimurium fueron similares a las
observados por Al-Zoreky y col. (1991) quienes evaluaron la efectividad de

Microgard™100 frente a bacterias gram(-) en medio de cultivo, obteniendo inhibicién

de S. typhimurium en concentraciones superiores al 1%.

124



Capitulo 6

von Staszewski & Jagus (2008) también estudiaron la efectividad de Microgard ™300
(5%) sobre Listeria innocua en suero liquido durante su almacenamiento a distintas
temperaturas. El tratamiento no produjo una reduccién instantanea significativa y
mantuvo un comportamiento similar al suero sin tratar en todas las temperaturas

evaluadas. La Figura 3 muestra el caso particular a 20°C.

12.54

Figura 3: Efectividad de
Microgard™ 300 (5%) sobre
Listeria innocua en suero

1001 liquido almacenado a 20°C.
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Como conclusién se obtiene que los productos Microgard™

son adecuados para su
aplicacion en la conservacion de suero de queso frente a ciertos microorganismos
como S. aureus y S. typhimurium. Sin embargo, 5% de Microgard™300 no es
suficiente para retardar o inhibir el crecimiento de L. innocua.

2.3, Tratamientos con extractos de té verde

von Staszewski & Jagus (2007a) estudiaron el efecto antimicrobiano de distintas
variedades de té verde argentino (CH112, CH410 y CH318) y té verde chino comercial
frente a Listeria innocua, Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus en suero
liqguido durante el almacenamiento a 20°C. Estos autores determinaron previamente el
contenido de polifenoles totales de cada una de las variedades estudiadas, aplicando
el método de Folin-Ciocalteau (Slinkard & Singleton, 1977). El té verde comercial

resultd tener menor cantidad de polifenoles que las otras variedades evaluadas (Figura

4). Estos valores se vieron correlacionados con la efectividad antimicrobiana de cada
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variedad. Los diferentes microorganismos mostraron distintas sensibilidades con cada

variedad y concentraciéon durante el almacenamiento a 20°C.
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En el caso de S. typhimurium se observé que los extractos al 1% no produjeron
efectos inhibitorios del crecimiento a lo largo del almacenamiento, mostrando para
todas las variedades un comportamiento similar al control (Figura 5a). Sin embargo,
cuando se utilizaron los extractos al 3% se observaron diferentes comportamientos en
el crecimiento de S. typhimuium frente a cada tratamiento, obteniéndose para las
variedades CH 318 y CH 410 una fase de latencia de 24 horas aproximadamente y
densidades maximas poblacionales de 3 y 4 6rdenes inferiores al control (Figura 5b).
La variedad CH112 y el té verde comercial mostraron un efecto inhibitorio leve, con
una tasa de crecimiento inferior al control pero llegando a niveles similares a éste al
finalizar el almacenamiento. Si y col. (2006) obtuvieron una inhibicion para S.
typhimurium del 58% utilizando un extracto comercial de té verde chino en una
concentracion de 500mg/l. A través de estudios con microscopia electrénica de barrido
observaron que en presencia de té, las células aparecian formando cadenas o
agregados, indicando que el tratamiento afecta la divisién celular. Dado que ninguno
de los microorganismos evaluados pudo completar su divisidn celular, estos autores

sugieren que éste es el punto de ataque de los polifenoles del té.
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Figura 5: Efectividad de las distintas variedades de té verde sobre Salmonella typhimurium en

suero de queso liquido. (a) Extractos al 1% y (b) extractos al 3%. Las barras de error indican la
desviacion estandar.

En el caso de L. innocua, von Staszewski & Jagus (2007a) también observaron que
cuando el té se utilizd6 con una concentracién de 1%, la actividad antimicrobiana
correlaciond con el contenido de polifenoles (Figura 6a). Sin embargo, sélo las
variedades con mayor contenido de polifenoles presentaron diferencias significativas
con el control al finalizar el almacenamiento. Cuando el porcentaje del extracto se
increment6 al 3%, la inhibicion fue completa para todas las variedades evaluadas,

mostrando L. innocua un comportamiento bacteriostatico (Figura 6b).
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Figura 6: Efectividad de las distintas variedades de té verde sobre Listeria innocua en suero de

queso liquido. (a) Extractos al 1% y (b) extractos al 3%. Las barras de error indican la
desviacion estandar.

S. aureus mostro ser el mas sensible de los microorganismos evaluados. Los extractos

al 1% inhibieron completamente su desarrollo, mientras que los extractos al 3%
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mostraron ademas una disminucién en el numero inicial de microorganismos luego de

2 dias de almacenamiento (Figura 7a 'y 7b).

3
4
5

HH

Log UFC/ml
N W A OO N ©
f
Log UFC/ml
N WA OO N O ©

o
N
w 4
IS
o

o] 1 2 3 4

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

-- - -- Control —o—CH 112 —a—CH 318 ---&--- Control —o—CH 112 —a—CH 318

——o—CH 410 —x— Comercial —o—CH 410 —x— Comercial

Figura 7: Efectividad de las distintas variedades de té verde sobre Staphylococcus aureus en
suero de queso liquido. (a) Extractos al 1% y (b) extractos al 3%. Las barras de error indican la
desviacion estandar.

Las respuestas obtenidas para los distintos microorganismos son similares a las
mostradas por otros autores (Si y col., 2006, Kim y col., 2004), quienes observaron
que S. aureus es el mas sensible al tratamiento con té verde, seguido por L.
monocytogenes, siendo los mas resistentes los gram(-) como S. typhimurium 'y E. coli
0157:H7.

Si bien los extractos de té verde fueron incorporados en muchos alimentos, no esta lo
suficientemente claro cual es la interaccion que éstos tienen con otros componentes
del sistema. Por esta razén von Staszewski & Jagus (2007b) estudiaron la influencia
del contenido de solidos, contenido de proteinas y pH del suero en la efectividad del té
verde como antimicrobiano sobre Listeria innocua. Este estudio se realizé con extracto
de té verde al 3% y las muestras fueron almacenadas a 20°C. Los resultados
obtenidos indicaron que el aumento de sélidos (de 8% a 16%) disminuyé la efectividad
del té&, obteniéndose una DMP de 2 érdenes menor para el caso de 8% de sélidos
(Figura 8a). Cuando se evalu6é el aumento de contenido de proteinas (de 2,7% a

6,4%), se observo un patrdon similar, obteniéndose una diferencia de 3,7 ciclos log al
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finalizar el almacenamiento (Figura 8b). Esto es coincidente con varios trabajos donde
se muestra que existe una fuerte interaccion de los compuestos fendlicos,
responsables de la actividad antimicrobiana, con sistemas de proteinas y polisacaridos
como leche y productos lacteos (Siebert y col. 1996; Ferruzzi & Green, 2006; He y col.,
2006). Finalmente, contrariamente a lo observado con otros antimicrobianos naturales,
el té verde presenté la misma efectividad en todo el rango de pH evaluado (pH 4 a 8),
permitiendo su aplicaciéon para un amplio grupo de alimentos (resultados no

mostrados).

Figura 8: Efectividad del té verde (3%) sobre Listeria innocua en suero de queso liquido en
funcion del contenido de soélidos (a) y en funcion del contenido de proteinas (b). Las barras de
error indican la desviacion estandar.
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La aplicacion de té verde como antimicrobiano es prometedora para la elaboracién de
alimentos saludables y seguros. Su utilizacion es adecuada para inhibir el crecimiento
de microorganismos contaminantes en suero de queso. Sin embargo el potencial uso
de polifenoles en alimentos lacteos en general y en suero de queso en particular, debe
respaldarse con estudios sensoriales y organolépticos debido a que altas
concentraciones de polifenoles pueden producir astringencia en el alimento (O"Connell

& Fox, 2001).
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2.4. Conservacion de suero de queso por aplicacion de tratamientos combinados
Algunos antimicrobianos poseen una baja efectividad en determinados alimentos
debido a interacciones con los componentes del mismo. Por lo tanto resulta importante
evaluar si es posible mejorar su respuesta en combinacion con otros antimicrobianos u
otros factores de stress.

von Staszewski & Jagus (2008) estudiaron la efectividad de la aplicacién combinada
de nisina (50, 100 y 200Ul/ml) y Microgard™ 300 (5%), en concentrado proteico de
suero liquido (8% de sdlidos, pH=5,5), sobre Listeria innocua. A su vez evaluaron la
respuesta de los tratamientos combinados durante el almacenamiento del suero a 7°C,
12°C, 20°C y 25°C. Observaron que la combinacién de Microgard™ 300 y nisina es
menos efectiva en la inactivacion instantanea de L. innocua que el tratamiento
individual de nisina. Mostraron que esta respuesta antagoénica es independiente del
sistema en el cual se aplica. La respuesta presentd una estrecha relacién con la
concentracién de Microgard™ (Tabla 2). La efectividad del tratamiento disminuy6 con
el aumento de la concentracién de Microgard™, indicando que la interaccién de los
antimicrobianos puede ser la razon principal del antagonismo en la reduccion inicial.
Tabla 2: Influencia de las concentraciones de Microgard™ y nisina en la respuesta antagonica.

Los datos estan expresados como reduccion (-Log N/No) de Listeria innocua (promedio + DS)

en suero de queso liquido.

Nisina (IU mL™)

MG 300 (%) 50 200
0 4.2+05 6.8 +0.2
1 14104 43+0.2
5 0.5+0.2 22+03
10 0.0+0.2 1.5+04

Dado que el Microgard™ contiene acidos organicos en su formulacion se pueden
comparar estos resultados con los obtenidos por Samelis y col. (2005), quienes

encontraron un efecto antagénico en la reduccion inicial de L. monocytogenes en
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fiambre de cerdo cuando se utiliza nisina con acido lactico o acético, componente
presentes en los productos Microgard™. Sin embargo, al finalizar el almacenamiento a
20°C (Figura 9), el recuento bacteriano obtenido con el tratamiento combinado fue 3
ciclos logaritmicos menor que aquel obtenido con el tratamiento individual.
Comportamientos similares fueron obtenidos a las otras temperaturas evaluadas. La
excepcion fue el almacenamiento a 7°C, donde, en el periodo evaluado, se observo
mayor eficiencia en el tratamiento individual de 100Ul/ml de nisina respecto a los
tratamientos combinados. Resultados similares fueron mostrados por Zuckerman &
Ben Abraham (2002b) para L. monocytogenes y aerobios totales en salmoén fresco

refrigerado frente a un tratamiento de nisina y Microgard™.

Figura 9: Efectividad de
MicrogardTM y nisina sobre
Listeria innocua en suero
de queso liquido. Las
barras de error indican la
desviacioén estandar.

Log CFU mL""

0 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
Tiempo (horas)

---¢--- control —a—Nis 100 —o— Nis 200
—a—MG —e— 100/MG —o— 200/MG

Estos resultados mostraron la conveniencia de utilizar el tratamiento combinado de
nisina y Microgard™300 para la inactivacién de Listeria innocua en suero liquido. von
Staszewski & Jagus (2008) sugieren que la inhibicion a largo plazo puede ser atribuida
fundamentalmente a la accion del Microgard™ 300. A su vez, nisina contribuyé a la
reduccion del numero inicial de células y presumiblemente produjo dafios celulares
favoreciendo la prolongacion de la fase de latencia.

Mugliaroli y col. (2007) estudiaron la combinacién de nisina y Microgard™ sobre el

desarrollo de S. typhimurium y S. aureus en suero liquido. Observaron que el
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tratamiento combinado de los dos antimicrobianos mejoré la efectividad sobre S.
aureus durante el almacenamiento a 20°C. Sin embargo, en el caso de S.

typhimurium el agregado de nisina no mejoro la respuesta.

3. Efectividad de tratamientos de conservacion en presencia de suero
estabilizado.

Considerando que el suero estabilizado sera utilizado como ingrediente en la
formulacion de alimentos, es importante conocer como afectara su incorporacion en
relacion a la efectividad de los tratamientos que posteriormente seran utilizados en la
elaboracion y preservacion de los mismos. La incorporacion de antimicrobianos puede
aumentar o disminuir la habilidad de los microorganismos presentes en tolerar estos
tratamientos. Hernaez y col. (2007) estudiaron la respuesta de Listeria innocua frente a
distintas condiciones de estrés como alta acidez, alta concentracién salina, alta
temperatura y presencia de H,O, y etanol, después de la aplicacién de antimicrobianos
naturales en suero de queso liquido. Con este objetivo aplicaron los antimicrobianos
durante 24 horas y luego expusieron sueros tratados y sin tratar frente a las distintas
condiciones de estrés.

Estos autores observaron que cuando Listeria innocua se encontraba en suero tratado
con nisina, mostraba mayor susceptibilidad a los tratamientos posteriores que cuando
se exponia en un suero sin tratar (Tabla 3). El estrés de calor 6 shock térmico (52°C,
60 minutos) produjo una reduccion de 3 érdenes mayor con respecto al mismo estrés
en las muestras control (suero sin nisina), resultando en un efecto sinérgico. Los
tratamientos con NaCl (25%) y HCI (pH=3,8) también mostraron efectos sinérgicos con
nisina, con reducciones de 4,0 y 4,2 ciclos log mayores que las muestras sin
antimicrobiano. Los tratamientos mas efectivos resultaron ser el etanol (18%) y el H,O,
(0,1%), con los cuales se obtuvieron recuentos menores a 50 UFC/mI. Se sabe que la

nisina actia formando poros por desestabilizacion de la membrana, produciendo flujo
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de iones y solutos citoplasmaticos e inhibiendo procesos biosintéticos (Deegan y col.,
2006). Este proceso sensibilizaria a la célula a cambios externos de osmolaridad y pH.
Esta incapacidad de osmorregulacion llevaria en estos casos a una mayor muerte

celular.

Tabla 3: Respuesta de Listeria innocua frente a distintos estreses luego de la aplicacién de
nisina (300Ul/ml), Microgard (5%) y té verde (3%). Los datos estan expresados como reduccion
(-Log N/No).

Control calor NaCl Etanol H,0, HCI
Sin antimicrob 0,0 £0.2 0,6 +0.4 0,3 0.1 0,3+0.4 4,1+0.2 0,1 0.1
Nisina 0,5+0.1 3,7+0.3 4,3+0.1 7,5 +0.1 7,5 0.1 4,3+0.1
Microgard 0,2 +0.2 3,9 0.2 0,2 +0.3 0,8 +0.2 4,5+0.4 0,2+0.3
Té verde 0,8 £+0.3 1,0 £0.5 0,8 +0.2 0,9+0.2 1,140.2 0,9+0.5

El tratamiento con Microgard™

ejercié un efecto sinérgico junto con la aplicacion de
calor, observandose una reduccion de 2,3 ciclos log mayor con respecto al mismo
estrés sin el agregado de Microgard™ (Tabla 3). Las condiciones de estrés inducidas
con etanol, NaCl, H,O, y HCI no mostraron diferencias significativas con respecto a
las muestras sin antimicrobiano. Phan-Thanh y col. (2000) informaron que la
adaptacion de Listeria monocytogenes a un ambiente acido producido con acidos
lipofilicos débiles (acético, butirico y propionico), produce un aumento de resistencia al
tratamiento posterior con calor (52°C), shock osmético (25% NaCl) y estrés alcohdlico
(15%). Si bien Microgard™ tiene en su composicién diacetilo, acido acético, propionico
y lactico, la compleja matriz que posee el suero puede estar ejerciendo efectos
protectores produciendo como consecuencia un comportamiento distinto.

Finalmente, el suero tratado con té mostré respuestas diferentes a las obtenidas con
los otros antimicrobianos. Esto pudo deberse a que los polifenoles del té verde
interactuan con la matriz alimentaria, principalmente con las proteinas, obteniéndose
un sistema basicamente distinto, donde la respuesta bacteriana a los estreses

posteriores se ve modificada. Adicionalmente, debido a la capacidad antioxidante del
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té verde, el tratamiento con H,O,, el cual es altamente oxidante, resulta inefectivo,
ejerciendo en este caso el té un efecto protector (Tabla 3).

Por lo tanto, Hernaez y col. (2007) concluyen que es posible obtener respuestas
sinérgicas mediante la aplicacion de antimicrobianos naturales en combinacion con
otros factores de estrés asociados al procesamiento y almacenamiento de alimentos.
Sin embargo, resulta importante evaluar cada sistema alimenticio con el fin de
optimizar las concentraciones a utilizar y estudiar posibles efectos protectores. La

utilizacion de los antimicrobianos naturales nisina, MicrogardTM

y té verde permitirian
conservar el suero de queso para que pueda ser utilizado como ingrediente y en
algunos casos aumentar la sensibilidad de Listeria innocua frente a tratamientos

posteriores aplicados durante la elaboracion y conservacion de alimentos.

4. Perspectivas futuras

El suero de queso liquido estabilizado puede representar una alternativa
econdmica a los concentrados y aislados proteicos del suero para su utilizacién en la
elaboracion de alimentos existentes o en nuevas formulaciones.
Los antimicrobianos naturales, solos o en combinacion con otros factores de estrés,
son promisorios para la conservacion del suero liquido. Sin embargo, es necesario
continuar con investigaciones que intensifiquen los estudios de los mecanismos de
accion de los antimicrobianos frente a microorganismos contaminantes y patdgenos
como asi también los mecanismos de las interacciones con otros antimicrobianos y la

matriz alimentaria.
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Enriquecimiento de productos lacteos con fibra: influencia sobre la

microbiota iniciadora.

E. Sendra, E. Sayas-Barber3, J. Fernandez-Lépez, C. Navarro y J.A. Pérez-Alvarez
Grupo de Investigacion IPOA (REVIV-Generalitat Valenciana y UMH-1). Departamento de Tecnologia
Agroalimentaria, Escuela Politécnica Superior de Orihuela, Universidad Miguel Herndndez, Ctra. Beniel
km 3.2, 03312 Orihuela, Alicante, Esparia.
Tel.: 966749735 Fax: 966749677

E-mail: esther.sendra@umh.es

Resumen. El mercado de los productos lacteos funcionales ha experimentado un
rapido crecimiento en los ultimos afios. Los productos lacteos enriquecidos con fibra,
de frutas o de cereales, se encuentran entre los alimentos funcionales con mayor
aceptacion por parte de los consumidores. En este capitulo se presenta una revision
de los estudios publicados sobre el enriquecimiento con fibra de productos lacteos
fermentados. Parte de los estudios se centran en establecer la dosis 6ptima de fibras
que no perjudique a las caracteristicas sensoriales, y otros en valorar el efecto de las
fibras en la microbiota iniciadora. En general, la presencia de fibras no afecta al
proceso de fermentacion, pero si mejora la supervivencia de las bacterias probioticas.
La inulina, rafinosa, y fructoligosacaridos son beneficiosos para la viabilidad de
bifidobacterias y lactobacilos; mientras que la lactulosa es solo beneficiosa para las

bifidobacterias.
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1. Introduccion

Las evidencias cientificas sobre la relacion entre la dieta y la incidencia de
determinada enfermedades, principalmente la obesidad, los problemas
cardiovasculares y el cancer, han dado lugar a la apariciéon del mercado de los
alimentos funcionales (Pérez-Alvarez y col., 2003). La industria lactea ha sido pionera,
en incorporar determinados nutrientes y/o compuestos bioactivos, que ofrecen efectos
saludables y reducen el riesgo de padecer determinadas enfermedades (Recio y
Lépez-Fandifio, 2005).
Existe una amplia gama de ingredientes funcionales pero entre ellos destaca, desde
un punto de vista cuantitativo, la fibra dietética y algunos polisacaridos que
representan el 50% de los ingredientes funcionales que se comercializan actualmente
(Saura—Calixto y Gonfi, 2005). Las fibras poseen propiedades nutricionales,
tecnolégicas y fisiolégicas muy diferentes, segin su estructura, composicion y
solubilidad, aspectos que determinan costes de produccion, propiedades tecnoldgicas
y caracteristicas sensoriales del producto enriquecido (Saura-Calixto y Goni, 2005).
Las leches fermentadas con bacterias probiéticas (LFP) suponen el 43.7% de los
ingresos del mercado de yogures en Espafa, y suponen el 31.2% del volumen de
ventas. El mercado de LFP estda dominado por los yogures con bifidobacterias seguido
por los que contienen Lactobacillus casei, y con menor incidencia Lactobacillus
acidophilus (Duran, 2006a). Los yogures simbi6ticos son una nueva generacion de
productos lacteos en donde se combinan bacterias probidticas y uno o mas
oligosacaridos o fibras. La industria lactea, en particular los productores de yogures,
estan interesados en innovar y diversificar la variedad de productos funcionales
(Duran, 2006b),
En la Unién Europea las nuevas regulaciones para el etiquetado de alimentos
funcionales y etiquetado nutricional (1924/2006) exigen garantizar la veracidad de la

informacién indicada en la etiqueta. Los efectos de las bacterias probidticas en el
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tracto intestinal, dependen de su viabilidad y actividad metabolica, fomentados por la
fermentacion de los carbohidratos complejos y otros factores prebioticos (Silla Santos,
2003). No hay un acuerdo general en la concentracidon de microorganismos necesaria
para ejercer efectos probiodticos; generalmente se recomiendan recuentos entre 10° a
108 UFC/g (Lourens-Hatting y Viljeon, 2001). En Japén la Asociacién de Leches

Fermentadas y Bebidas Acidolacticas ha establecido un estandar que requiere

7
recuentos superiores a 10 UFC/mL para publicitar que el producto contiene bacterias

probiéticas, en cambio la Agencia Suiza de Regulacion Alimentaria y la Federacion

6
Internacional de Lecheria requieren recuentos superiores a 10 UFC/mL.

2. La fibra como ingrediente funcional en productos lacteos

Actualmente, la fibra alimentaria o fibra dietética se define como el conjunto de
polisacéaridos y lignina que son resistentes a la hidrélisis de los enzimas digestivos del
hombre. Esta definiciébn engloba a las paredes celular de los vegetales (celulosa,
hemicelulosa, y lignina) y otros polisacaridos como las pectinas, las gomas y los
mucilagos (Saura Calixto y Larrauri, 1996; Pedraza y Gofii, 1998).
No existe un método universal de estandarizacion para la determinacion de fibra en los
alimentos. Por su solubilidad en agua a 100°C y pH= 6-7, la fibra se divide en dos
fracciones: fibra soluble y fibra insoluble, siendo cada una de ellas responsable de
diferentes efectos fisiologicos. Esta divisibn no es totalmente estricta, ya que la
solubilidad de los distintos componentes puede variar en funcion de las propiedades
fisico-quimicas del medio, y por tanto, del método de determinacién utilizado
(Hernandez y col., 1995).
Las fibras solubles tienen influencia en los eventos del tubo digestivo, y se relacionan
con su capacidad para retener el agua, formando soluciones viscosas de gran

volumen cuando se encuentran en medio acuoso, que pueden provocar sefales de
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saciedad en el estbmago, pudiéndose utilizar como coadyuvante en regimenes de
adelgazamiento. Ademas, forman geles viscosos que pueden retener las moléculas de
glucosa originadas en la digestién de los carbohidratos, controlando en cierta medida
los niveles de glucemia, y siendo de utilidad para individuos diabéticos no insulino-
dependientes. También tienen la funcibn de actuar como substrato para la
fermentacién por las bacterias del colon, produciendo acidos de cadena corta como
acido acético, propiénico y butirico, que se absorben influyendo en el metabolismo del
colesterol (Nayak y col., 2000).

Sin embargo, las fibras insolubles apenas son fermentadas por la microbiota intestinal,
comportandose fundamentalmente como formadoras de volumen, incrementando el
peso de las heces y disminuyendo el tiempo de transito intestinal, siendo indicada en
el tratamiento del estrefiimiento y problemas asociados al transito intestinal (Pedraza y
Gonii, 1998).

La ingesta de fibra deberia ser de 30-40 g por dia o de 10-14 g por 1.000 Kcal, de los
cuales el 70% deberia corresponderse con fibra soluble, y el resto con fibra insoluble
(Pedraza y Gofii, 1998; Grigelmo y Martin, 1999). Actualmente esta reconocido que un
consumo de fibra mayor de 25 g dia reduce un 36% el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, y si se alcanza un consumo de 29 g de fibra/dia este
riesgo desciende un 41% (Wardlaw, 1999).

Actualmente, la dieta media espafiola es deficiente en fibra, ya que el consumo diario
es de aproximadamente 22 g de fibra total, de los cuales el 40% corresponde a fibra
soluble y el resto a fibra insoluble. Para enriquecer alimentos se utilizan tanto fibras de
cereales como de frutas, estas ultimas prometen ventajas con respecto a la de
cereales que se resumen en la Tabla 1.

Ademas, la fibra de frutas se incluye dentro del grupo de la llamada fibra antioxidante,
por la presencia en la misma de compuestos antioxidantes (acido ascorbico y

polifenoles, fundamentalmente). La adicion de fibra a los productos lacteos conjuga
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dos condiciones: (i) actuar sobre las funciones gastrointestinales, regulando los
procesos de absorcion, transito, actividad y calidad de la microbiota colénica, asi como
la formacién y eliminacion de heces, (ii) actuar sobre los sistemas redox y
antioxidantes, contribuyendo al mantenimiento, integridad y funcionalidad de las
membranas celulares y evitando la peroxidacion de las lipoproteinas de membrana y
de las proteinas funcionales y estructurales.

Tabla 1. Ventajas de las fibras de frutas respecto a la fibra de cereales

e Mayores contenidos de fibra total y fibra soluble
e Composicion mas equilibrada

e Menor contenido calérico

e Menor contenido en acido fitico

e Mayor capacidad de retencion de agua y aceite
e Mayor fermentabilidad

e Mayor versatilidad para un amplio rango de aplicaciones

Fuente: Saura Calixto y Larrauri, 1996.

Compuestos bioactivos en las fibras de frutas

La fibra de frutas, y como ejemplo la fibra de citricos, se acompafa de diversos
compuestos bioactivos (acido ascorbico, fenoles, carotenoides, etc.) (Fernandez-
Lopez y col., 2009). El acido ascorbico (vitamina C) y los flavonoides pueden inhibir
ciertas enfermedades debido a su potencial antioxidante (Hertog y col., 1993; Salah y
col.,, 1995; Fernandez-Ginés, 2003). Se ha demostrado la influencia del acido
ascorbico en procesos tales como la absorcion de hierro, el metabolismo de
aminoacidos y los procesos de oxidoreduccion de hormonas y células (Buettner,
1993). Esto ha llevado a pensar que la vitamina C, como un antioxidante natural,
puede inhibir el desarrollo de las principales condiciones clinicas para el desarrollo del
cancer (Diplock, 1991). Los flavonoides también estan atrayendo cada vez mas la

atencion debido a sus propiedades como antioxidantes, agentes anticancerigenos,
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antiinflamatorios y por sus efectos de antiperoxidacion de los lipidos (Elangovan y col.,
1994; Rice-Evans y col., 1997). Ademas, Frazier (1980) describié que los flavonoides
de los citricos tenian también propiedades antimicrobianas. Estos compuestos se han
mostrado efectivos en un amplio rango no solo de patébgenos humanos, sino también
frente a hongos y microorganismos implicados en la alteracion de alimentos (Harich,

1997).

Efectos saludables atribuidos a los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos contribuyen a las propiedades sensoriales de los alimentos,
particularmente al color y a la astringencia. La importancia de sus efectos saludables
esta incrementando el interés entre la comunidad cientifica, productores de alimentos
y consumidores, debido al descubrimiento y propagacion de sus propiedades
funcionales (antioxidantes y antimicrobianas) y a sus actividades farmacolégicas y
bioquimicas (anticarcinogénicas, antiinflamatorias y antiaterogénicas) (Naczk y
Shahidi, 2004). Concretamente la hesperidina se usa en productos farmacéuticos
disefiados para reducir la permeabilidad y fragilidad de la membrana de las células
sanguineas. La microbiota del colon transforma los flavonoides en compuestos
fenolicos de bajo peso molecular, los cuales pueden tener actividades biologicas
protectoras en el colon. El acido caféico y el acido ferulico son agentes protectores
contra el ion nitrito, previniendo la formacién de nitrosaminas y nitrosamidas tanto en
alimento, como en in vivo, pudiendo inhibir o bloquear la formacién de carcinomas

(Krishnaswamy, 2001; Garrote y col., 2004).

3. Leches fermentadas enriquecidas con fibra

Los productos lacteos fermentados, estan reconocidos como alimentos

beneficiosos para la salud, por la presencia y accion de las bacterias fermentadoras
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(Tamime y Deeth, 1980; Fernandez-Garcia y McGregor, 1997; Sillas-Santos, 2003), y
esta imagen saludable ha favorecido un importante incremento en su consumo. Los
productos lacteos fermentados contienen niveles de acidos organicos y otros
compuestos, que ayudan a mejorar los sintomas de determinadas enfermedades
como la diarrea y la hipercolesterolemia (Rubin y Coll, 1982). Los productos lacteos no
contribuyen al aporte total de fibra de la dieta, ya que no son buena fuente de fibra
(Cueva y Aryana, 2008), por tanto la combinacién de yogurt y fibra constituye un
alimentos funcional con grandes efectos beneficiosos (Sanz y col., 2008).

La incorporacion de fibra en los productos lacteos puede conllevar cambios en la
interaccion entre los compuestos quimicos de la fibra y del alimento durante su
elaboracion, modificando la biodisponibilidad de los nutrientes y provocando cambios
en la textura y flavor del producto final (Birch y Parker, 1983). La propia fibra puede
contener compuestos estimulantes o inhibidores de Ila microbiota iniciadora
(Fernandez-Garcia y McGregor, 1997). Por este motivo, resulta interesante evaluar el
efecto particular de cada fibra frente a productos y microorganismos concretos.

La mayoria de estudios sobre incorporacién de fibra a leches fermentadas se centra
en su efecto en las caracteristicas sensoriales. Se han realizado estudios con fibra
dietética insoluble, de distintos origenes, fibra de soja, fibra de arroz, fibra de
remolacha, fibra de avena, fibra de maiz, para la elaboracion de leches fermentadas
enriquecidas con fibra, en una proporcion de 1.3%, que representa aproximadamente
el 10% de las recomendaciones diarias de fibra, si se consume diariamente un 200 mL
de yogurt (Fernandez-Garcia y McGregor, 1998). En ellos, la fibra, incorporada antes
de pasterizar la leche, aceleraba el proceso de acidificacion. Las fibras de arroz y maiz
incrementaron la viscosidad aparente de los yogures, mientras que la de soja y
remolacha no. De todas las fibras ensayadas la fibra de avena fue la que obtuvo
yogures con mejor valoracion sensorial y mejores caracteristicas de textura

(Fernandez-Garcia y McGregor, 1998).

147



Capitulo7

En otros estudios se ensayaron fibras de inulina, bambu, manzana y trigo (Dello
Staffolo y col., 2004); los resultados mostraron que el tipo de fibra fue un factor
significativo, aunque el analisis sensorial no mostr6 diferencias respecto al control,
pero los yogures enriquecidos obtuvieron mejor valoracion tanto para el color, flavor y
textura. La adicion de fibra de manzana provocé las mayores diferencias respecto al
control y se establecidé que la adicion de 1.3% de fibra dietética en yogures resultaba
en productos de una buena aplicacion comercial.

Aportela-Palacios y col., (2005) enriquecieron yogures con salvado de trigo tostado y
natural a tres niveles 1.5, 3.0 y 4.5%, ademas de suplementarlo con citrato de calcio.
La presencia de fibra y calcio provocd un aumento del pH a concentraciones de 3 y
4.5%. Este aumento no se pudo relacionar con la proporcién de acido lactico
producido por la actividad metabdlica de los cultivos lacticos.

Garcia-Pérez y col. (2006) incorporaron fibra de naranja a yogures; la adicién de fibra
de naranja provoco un ligero descenso del pH de la leche debido a la liberacién de
compuestos acidos procedente de la fibra, que favoreceria el descenso del pH, sin
afectar el proceso de fermentacion del yogurt. El estudio encontr6 que la acidez
titulable fue superior en los yogures con fibra y que las propiedades reoldgicas se
vieron modificas por la adicién del fibra.

Cueva y Aryana (2008) elaboraron un yogurt con vitamina B1, vitamina B3, acido
félico, manganesio y magnesio a 0%, 30%, 60% y 90% de las dosis diarias
recomendadas, ademas de una cantidad constante de fibra. La incorporacién de estos
nutrientes no afectd a las caracteristicas sensoriales, ni a los recuentos microbianos.
Sanz y col (2008) obtuvieron fibra de la parte no comestible de los esparragos,
mediante distintos métodos de extraccién y secado, y la incorporaron a yogures. La
incorporacion de esta fibra incremento la consistencia de los yogures, especialmente
la extraida con etanol y liofilizada. En cuanto a la aceptacion del producto, los yogures

con fibra extraida con agua y secada al horno obtuvieron mejor puntuacion para el
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aroma, textura, olor y aceptacion global. Por el contrario la mejor valoracién de color
fue para los yogures con fibra obtenida con etanol y liofilizada. La incorporacién de
fibra provocé un ligero descenso del pH, seguramente debido al caracter 4cido de la
fibra al igual que se ha observado en otros estudios (Fernandez-Garcia y McGregor,

1997; Lario y col., 2004; Garcia-Pérez y col., 2006).

4. Efectos de las fibras en la microbiota lactica

Existen pocos estudios a este respecto, asi Lario y col. (2004) estudiaron la
evolucion de la microbiota en yogures enriquecidos con fibra de naranja, incorporada
antes o después de la pasterizacion de la leche. Estos autores observaron una
aceleracion de la fermentacion en los yogures enriquecidos con fibra de naranja
incorporada antes de la pasteurizacion, atribuyendo este hecho a que la fibra al sufrir
el tratamiento térmico junto a la leche liberaria compuestos acidos. Respecto a los
recuentos microbianos, la adicion de fibra, antes o después de la fermentacién, no
afect6 a los recuento de viables ni a los estreptococos durante el tiempo de
almacenamiento (28 dias), aunque otros autores si observaron efecto inhibidor de los
aceites esenciales de los citricos en los recuentos (Karagul-Yiceer y col., 2001). Lario
y col. (2004) en este estudio observaron que la fibra de naranja inducia una ligera
inhibicion de lactobacilos, pero no afectaba al crecimiento de mohos y levaduras.
La mayoria de estudios sobre el efecto de la fibra en la microbiota de leches
fermentadas se centran en su efecto sobre las cepas bacterianas probiodticas. Lin y col.
(2006) observaron que la viabilidad de las bacterias probibticas era superior en medios
liquidos que en productos solidos, de modo que las leches probi6ticas comerciales
suelen presentarse en forma liquida. Por otro lado, los probiéticos generalmente se
cultivan individualmente, Shah (2000) recomend6é una fermentacion en dos etapas con
la finalidad de obtener recuentos elevados y evitar el efecto inhibitorio del peroxido de

hidrégeno y los acidos en las bacterias probitticas. Si las bacterias probiéticas se
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utilizan solas para obtener leches fermentadas la acidificacion es lenta (alrededor de
38 h) tal y como observaron Saxelin y col. (1999). Guzler-Akin and Akin (2007)
recomendaron la adicion de cisteina y la incubacion por debajo de 43°C para la
elaboracion de yogures probioticos. Dave and Shah (1998) observaron que la adicion
de cisteina afectd negativamente a la viabilidad de S. thermophilus pero Sendra y col.
(2008) no observaron el mismo efecto. Donkor y col. (2006) revisaron los factores que
afectan a la supervivencia de Lactobacillus y Bifidobacterium spp. en yogur, Yy
resultaron ser: cepa de bacteria probiotica, dosis inoculada, temperatura de
incubacion, promotores del crecimiento, presencia de peroxido de hidrégeno y
oxigeno, concentracion de metabolitos e inhibidores, acido lactico y acético, capacidad
tamponante, temperatura de almacenamiento y disponibilidad de nutrientes. De entre
ellos, los principales factores son pH final y acumulaciéon de acidos organicos (Dave y
Shah, 1997; Shah, 2000). Ravula y Shah (1998) observaron que cuando las bacterias
probidticas crecen juntas con los cultivos del yogur la actividad metabdlica de
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus durante el
almacenamiento (liberacién de acidos organicos y aminoacidos) pueden afectar la
viabilidad de los probitticos. Dave y Shah (1997) evidenciaron que S. thermophilus
presentd un efecto antagonistico del crecimiento de bifidobacterias. Shankar and
Davies (1976) observaron que B. bifidum crece mejor en presencia de L. bulgaricus
debido a su relacion simbidtica. Los aminoacidos libres resultantes de la accion
proteolitica de L. bulgaricus promoveria el crecimiento de bifidobacterias (Singh y col.,
1980). Cuando los probioéticos se mezclan con los cultivos del yogur, se da un mayor
contenido en factores de crecimiento como péptidos y aminoacidos en las leches
fermentadas que potenciarian en crecimiento de L. acidophilus y mantendrian el
crecimiento de B. lactis y Lactobacillus paracasei (Donkor y col., 2006).

Algunos autores han estudiado las interacciones entre diferentes fibras y bacterias

probidticas, en la Tabla 2 se presenta un resumen de estos trabajos. Se han estudiado
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fibras de diversos origenes con éxito en el aumento de la viabilidad y supervivencia de
cepas probioticas como son: preparados comerciales (Raftiloses P95,
fructoligosacaridos de cadena corta, inulina, oligofructosa, galactosil-lactosa, lactulosa,
raftilosa); frutas (manzana y peras) para vehicular L. casei; rafinosa y oligosacarios de
altramuces; y fibra de naranja y limon.

El mayor incremento de bifidobacterias se observa con la incorporacion de inulina, xilo-
oligo sacaridos y lactulosa, y para lactobacilos con la adicién de fructooligosacaridos
(Rastall y Maitin, 2002), inulina y raftilosa (Desai y col. 2004). Se ha observado que la
lactulosa no es efectiva para mantener la viabilidad de Lactobacillus spp. (Ozer y col.,
2005). La combinacion de bacterias probiéticas y cultivos iniciadores del yogur
favorece el crecimiento y supervivencia de las bacterias probidticas en leche
fermentada (Sendra y col, 2008).

En estudios sobre leches fermentadas probioticas con y sin fibra (inulinas y fibra de
naranja) comercializadas en Espafia la presencia de fibra no pareci6 influir a las
poblaciones de microbiota lactica probidtica (Fayos, 2005). Hay todavia un gran
numero de fibras que habitualmente se afladen a yogures y leches fermentadas cuyas
interacciones con la microbiota estdn sin estudiar. Para utilizar la denominacion
‘probiotico’ debe estar probado en estudios clinicos que la/s cepas microbianas
utilizadas efectivamente tienen efectos beneficiosos para la salud.

A la vista de esta premisa y dado que la presencia de determinadas fibras o
hidrolizados puede potenciar el crecimiento de determinados probiéticos o contribuir a
mantener su viabilidad, es previsible que se intensifiquen los estudios sobre las
interacciones fibras-bacterias probidticas para optimizar el efecto probiédtico de los

alimentos disefiados.
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Tabla 2.- Cuadro resumen de los estudios mas recientes realizados sobre el efecto de
la fibra de distintos origenes sobre la microbiota en productos lacteos.

Producto lacteo

Tipo de fibra

Efectos sobre la microbiota

Autores

Yogurt

Fibra de naranja

Fibra de naranja

Fibra comercial

Acelerd la acidificacion durante la

fermentacion. No afectdé al crecimiento de
mohos y levaduras, ni a los recuento de
viables y Streptococcus. Ligera inhibicién del

crecimiento de los Lactobacillus.

Mayor acidez titulable y mayor produccién de

acido lactico.

Ninguna de las fibras afecté a las bacterias

acido lacticas

Lario y col. 2004

Garcia-Pérez 'y col.
2006

Cueva y col. 2008

Yogurt probiético

Inulina, lactulosa

Inulina, Hi maiz,

fructo-oligosacarido

Estimulacién de crecimiento del L. acidophilus
y B. bifidum

la viabilidad de

Lactobacillus

Aumenté las bacterias

probidticas acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus 'y

Bifidobacterium spp.

Ozer y col. 2005

Capela y col. 2006

Leche fermentada
probidtica

Oligosacaridos de la

semilla de altramuz

Inulina

Oligosacaridos de la

semilla de altramuz

Fibra de naranja y

limén

Incrementd los poblaciones de B. lactis y L.
acidophilus al final de la fermentacion

Efecto beneficioso sobre la viabilidad de las

bifidobacterias durante el almacenamiento.

Efecto beneficioso en la supervivencia de B.

lactis y L. acidophilus, y descenso de los

recuentos de  probidticos durante el
almacenamiento.
Favoreci6 el crecimiento y wuna mayor

supervivencia de bacterias probiéticas

Martinez-Villaluengo y
col. 2005

Varga y col 2006

Martinez-Villaluengo y
col. 2006

Sendra y col. 2008

Leche desnatada

probiotica

Hi-maiz, lacturosa,

raftilosa e inulina

Mejoré el ratio de crecimiento y redujo el

tiempo de fermentacion en Lactobacillus

Desai y col. 2004

Bebida simbiética a

base de avena

Fibra dietética

Mayor supervivencia de L. plantarumy L. casei

que L. acidophilus

Gokavi y col. 2005

Formulas infantiles  Oligosacaridos no El nimero de bacterias se mantuvo sobre el Pérez-Conesa y col.
en polvo digeribles nivel recomendado 2005

probioticas

Queso feta Piezas de frutas Reactivacion del L. casei Kourkoutas y col.
probiotico (manzana y pera) 2006
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Conclusiones

La mayoria de estudios sobre la adicion de fibras a productos lacteos
fermentados se centra en su efecto en las caracteristicas sensoriales, y son escasos
los trabajos que estudian el efecto de la fibra en la microbiota. La adicion de fibras y
derivados (especialmente oligosacaridos) no interfiere en el proceso de fermentacion
de los productos lacteos y ejerce un efecto beneficioso en el crecimiento y
supervivencia de cepas de bacterias probitticas. Este efecto es especie especifico,
pues no todas las fibras u oligosacaridos son igualmente efectivos frente a las
bacterias probidticas de uso comin en leches fermentadas. En general, inulina,
rafinosa, fructoligosacaridos son beneficiosas para bifidobacterias y lactobacilos, y la
lactulosa es solo beneficiosa para las bifidobacterias. Es necesario probar el efecto
simbidtico de las fibras con las bacterias probioticas que se pretenden utilizar, para
garantizar que se mantiene los recuentos adecuados, a lo largo de toda la vida

comercial de la leche fermentada.
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1. Introduccion

El término prebiotico, definido como ingrediente alimentario no digerible que
afecta beneficiosamente al huésped mediante la estimulacién del crecimiento y/o la
actividad de un nimero limitado de bacterias en el colén, fue introducido por Gibson y
Roberfroid en 1995, sin embargo, hace mas de cincuenta afios que es conocido el
efecto beneficioso de algunos carbohidratos sobre la flora intestinal. Los prebidticos se
caracterizan por no ser digeridos por los jugos digestivos y llegar intactos al colon
donde son fermentados selectivamente por la microflora colénica considerada
beneficiosa (bifidobacterias y lactobacilos) en detrimento de las no deseables
(bacteroides, clostridia, E coli) (Roberfroid, 2003; Garcia Peris y Velasco Gimeno,
2007).
Entre las multiples enzimas de origen bacteriano presentes en el intestino se incluyen
las B-glucuronidasas capaces de liberar sustancias carcinbgenas a partir de
conjugados del acido glucurénico. Las azo y nitrorreductasas reducen sustratos
nitrogenados a aminas, que son generalmente mas tdxicas que los productos de
origen y la nitrato reductasa que genera el anién nitrito. La produccién de metabolitos
en heces tales como el amoniaco, originado a partir de proteinas y de la urea se
relaciona con la formacion de tumores. Otros metabolitos tales como fenoles y
cresoles son también potenciales promotores de enfermedades del colon. Las
bifidobacterias y los lactobacilos no producen cantidades significativas de dichas
enzimas por lo que estan consideradas como microorganismos beneficiosos (Méndez

y Olano, 1979). Por tanto, el mantenimiento de tasas elevadas de microorganismos
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probiéticos en la flora microbiana intestinal es fundamental para preservar la salud del
individuo. Este hecho, ha llevado a la busqueda de carbohidratos que, utilizados como
ingredientes en alimentos, sean capaces de favorecer la presencia de bifidobacterias y
lactobacilos en el intestino grueso.

Existe un amplio nimero de carbohidratos no digeribles, sin embargo no todos tienen
actividad prebibdtica, de hecho parece que las bacterias metabolizan mas facilmente los
carbohidratos de tamafio pequefio (oligosacaridos) que los de mayor tamafo
(polisacaridos). Entre los mas utilizados en la industria alimentaria destacan los
fructanos tipo inulina (inulina y oligofructosa) (FOS), galactooligosacaridos (GOS) y

lactulosa (Roberfroid, 2003; Goulas y col., 2007).

1.1. Galactooligosacaridos (GOS) derivados de la lactosa. Oligosacaridos de la leche
Es sabido que en la leche, ademas de lactosa, hay un numero variable de
oligosacaridos cuya composicion y contenido depende de la especie animal de que se
trate y del estado de lactacion. La mayor parte estan constituidos por una molécula de
lactosa en su extremo reductor a la que mediante la acciébn de diferentes
glicosiltransferasas, se le unen residuos de galactosa, N-acetil-glucosamina, fucosa o
acido N-acetil-neuraminico en distintas proporciones. Los enlaces glicosidicos de las
moléculas son resistentes a las enzimas digestivas y por tanto los oligosacaridos
llegan intactos al colon donde son metabolizados por la flora intestinal. En la leche
humana, el contenido en oligosacaridos es aproximadamente de 5-10 g/L y se han
identificado mas de 130 compuestos (Bode, 2006).

Aunque los beneficios que aporta el consumo de dichos oligosacaridos son
considerados unicos, su utilizacién en la elaboracién de alimentos a gran escala es
practicamente imposible dado su escaso contenido en las leches habitualmente

empleadas en la industria (vaca, oveja, cabra, bufala). Por ello existe un gran interés
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en el desarrollo de procedimientos de sintesis de oligosacaridos derivados de lactosa

que presenten propiedades prebidticas.

2. Galactooligosacaridos (GOS) derivados de la lactosa. Transglicosilacion

Los GOS son oligosacaridos no digeribles que contienen de 2-20 moléculas de
galactosa y una de glucosa (Miller y Whistler, 2000), y se diferencian entre si en la

longitud de cadena y tipo de enlaces.

Estos azucares, ademas de su reconocido caracter prebiético, ya que estimulan el
crecimiento de bacterias acido lacticas y bifidobacterias en el intestino humano (Sako y
col., 1999), también presentan otra serie de propiedades beneficiosas para la salud
tales como reducir el nivel de colesterol en suero, prevenir el cancer de colon y
favorecer la absorcion del calcio (Tuohy y col., 2005).

Ademas, los GOS tienen otras propiedades tales como ser estables en condiciones
acidas y durante el procesado de alimentos, hecho que les hace potencialmente
aplicables a un amplio numero de alimentos; presentar bajo valor cal6rico, ya que
pasan el intestino delgado sin ser digeridos; no estar implicados en la formacién de
caries, ya que no son metabolizadas por los microorganismos de la cavidad bucal.
(Splechtna y col., 2006).

Debido a todas las alegaciones de salud de los GOS, la demanda de alimentos
conteniendo estos carbohidratos se ha incrementado enormemente, particularmente
en Japon y Europa (Gaur y col., 2006). Por ello, se han realizado numerosos estudios
encaminados a optimizar la produccion de GOS, especialmente mediante
transgalactosilacion por via enzimatica ya que la sintesis quimica es muy tediosa
(Sears y Wong, 2001).

Los GOS son compuestos obtenidos industrialmente a partir de lactosa mediante

transglicosilacion catalizada por B-galactosidasas, enzimas que en determinadas
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condiciones son capaces de catalizar tanto la hidrélisis de la lactosa como la formacion
de un enlace glicosidico entre la galactosa liberada en la hidrdlisis y la lactosa u otros
carbohidratos presentes en el medio de reaccion. La composicion de la mezcla de
GOS resultante dependera de la fuente de la enzima empleada, concentracién y
naturaleza del sustrato y de las condiciones de reaccion (pH, temperatura y tiempo)

(Prenosil y col., 1987; Boon y col., 2000; Splechtna y col., 2006).

2.1. Enzimas utilizadas para la obtencion de GOS

El origen de las [(-galactosidasas puede ser muy variado utilizdndose
microorganismos, plantas y animales, presentando diferentes propiedades. La
utilizacion de microorganismos presenta ventajas en cuanto a manipulacion, bajo
costo, altos rendimientos en la sintesis, etc. La B-galactosidasa mas estudiada ha sido
la de Escherichia coli; sin embargo, considerando que las aplicaciones van destinadas
a alimentos, es logico utilizar enzimas GRAS (generally recognized as safe) tales
como las que proceden de Aspergillus niger, A. oryzae, Kluyveromyces lactis y K.
fragilis (Roy y Gupta, 2003); existiendo diferentes preparados de B-galactosidasas

comerciales (Panesar y col., 2006).

2.2. Naturaleza de los GOS formados

La formacion de GOS durante la hidrélisis enzimatica de la lactosa es bien conocida
habiéndose estudiado extensamente la influencia, sobre la actividad enzimatica y la
cantidad y naturaleza de los oligosacaridos formados, de factores tales como:
temperatura y pH (Mahoney, 1998; Jurado y col., 2004); utilizacion de disolventes
organicos (Finch y Yoon, 1997; Yoon y Mckenzie, 2005), inmovilizacion sobre
diferentes matrices (Gaur y col., 2006), etc.

Ademas, en los estudios realizados hasta el momento se ha observado la gran

influencia que, sobre las propiedades prebibticas, tienen la estructura quimica, es
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decir, numero de mondmeros que contiene, naturaleza de los mismos y tipo de
enlaces presentes en la molécula (Palframan y col., 2003; Delzene, 2003; Tzortis y
col., 2005).

Mahoney (1998) realiz6 una interesante revision sobre la formacién de GOS durante la
hidrélisis de la lactosa con diferentes tipos de p-galactosidasas, indicando las
estructuras de los oligosacaridos formados asi como las cinéticas de reaccion. La
accion de las p-galactosidasas sobre lactosa, dependiendo del origen, da lugar a
disacaridos : p-D-Gal(1—6)-D-Glc (alolactosa) y p-D-Gal(1—6)-D-Gal (6 galactobiosa)
ademas de ofros disacaridos con enlaces (1—2) y (1—3) en menor cantidad;
trisacaridos: B-D-Gal(1—6)-lactosa (6’ galactosil lactosa); p-D-Gal(1—4)-lactosa (4’
galactosil lactosa); B-D-Gal(1—3)-lactosa (3’ galactosil lactosa) y en menor proporcion
tetra- y pentasacaridos. En cuanto al tipo de enlace en los GOS formados predomina
el p(1—6) seguido del p(1—3) y del p(1—2).

Recientemente (Cardelle-Cobas y col., 2008a) se ha estudiado la formacién de GOS
utilizando la actividad B-galactosidasa que presenta el preparado comercial Pectinex
Ultra SP-L producido por A. aculeatus. Ademas del trisacarido, 6’ galactosil lactosa, se
detect6 la formacion de disacaridos como la alolactosa y la 6 galactobiosa, pudiendo
comprobar la gran influencia del pH en la formacién de oligosacaridos; asi la formacion
de los trisacaridos esta favorecida a pH 6,5 mientras que la de los disacaridos esta
favorecida a pH 4,5 (Figura 1). Los resultados obtenidos indican que este tipo de
preparado enzimatico puede utilizarse para obtener mezclas de GOS de diferente
composicion dependiendo de las condiciones de reaccién, por lo tanto podria usarse
para una formacion selectiva de disacaridos. Sanz y col., (2005) demostraron la
influencia de la estructura del disacarido en el caracter prebio6tico, poniendo de
manifiesto el fuerte caracter prebidtico de la 6 galactobiosa. El preparado comercial

Lactozym 3000 L HP G, procedente de la levadura K. /actis, es uno de los preparados
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Figura 1. Efecto del pH en la hidrolisis de la lactosa y produccion de GOS en las mezclas de reaccion de lactosa (285 mg/mL) y

el preparado comercial Pectinex Ultra SP-L (16 U/mL) a 60°C. HRTGOS: galactooligosacaridos no identificados. Los resultados

son la media de dos experimentos independientes + desviacion estandard.

enzimaticos mas utilizados en la industria lactea para obtener productos libres de
lactosa, debido a su gran actividad hidrolitica. En determinadas condiciones, este
preparado enzimatico es capaz de catalizar reacciones de transglicosilacion dando
lugar a la formacién de trisacaridos y pequefias cantidades de oligosacaridos de alto
peso molecular (Boon y col., 2000; Hung y Lee, 2002; Chockchaisawasdee y col.,
2005; Bridiau y col., 2006) asi como de disacaridos (Maugard y col., 2003; Cheng y
col., 2006). Recientemente, Martinez-Villaluenga y col., (2008a) en un estudio de
optimizacion de las condiciones de formacion de GOS durante la hidrélisis de la
lactosa utilizando este preparado, obtuvieron los mejores rendimientos de 6’ galactosil
lactosa a 40°C y pH 7,5, mientras que las condiciones 6ptimas para obtener alolactosa

y galactobiosa fueron a 50°C y pH 6,5.
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3. Oligosacaridos derivados de la lactulosa

La lactulosa es un disacarido constituido por una molécula de galactosa y otra
de fructosa (B-D-Gal(1—4)-D-Fru) que se origina durante los tratamientos térmicos de
la leche y se obtiene de modo industrial a partir de la lactosa mediante isomerizacién
en medio basico (Montgomery y Hudson, 1930; Kozempel y col., 1995). Sus efectos
beneficiosos sobre el crecimiento de las bifidobacterias presentes en el intestino
humano son conocidos desde hace mas de cincuenta afios. En 1957, Petuely propuso
la elaboracion de un producto para la alimentacion infantil basado en el tratamiento
térmico de la lactosa que favorecia el crecimiento de las bifidobacterias presentes en
la flora intestinal. En los afios siguientes, diversos autores desarrollaron nuevos
productos basandose en el mismo principio y en 1961 Adachi y Patton recapitularon en
un extenso trabajo los conocimientos adquiridos sobre la lactulosa, poniendo de
manifiesto sus propiedades singulares como factor de crecimiento de lactobacilos y
bifidobacterias intestinales.
Se sabia que las heces de los bebés alimentados con leche materna contenian mayor
numero de bifidobacterias que las de los bebés alimentados con biberdn y se observé
que en las heces aumentaba el contenido en bifidobacterias cuando a la leche del
biberén se le anadia un 1% de lactulosa, lo que indujo a pensar que podria actuar
como factor bifidogénico. Diez afios mas tarde, después de numerosos estudios sobre
los efectos de la lactulosa en el organismo se pudo concluir que la lactasa humana,
presente en el intestino delgado, posee una actividad muy especifica de modo que es
capaz de hidrolizar la lactosa pero es inactiva frente a la lactulosa (Ruttloff y col.,
1967), llegando intacta al colon, donde puede ser metabolizada por las bacterias que
constituyen la flora intestinal, del mismo modo que los oligosacaridos presentes en la
leche humana estimulan el crecimiento de bifidobacterias en bebés alimentados con

leche materna. Desde los afos 50, este carbohidrato se utiliza en farmacia como
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laxante y también se ha usado como un ingrediente prebiético (Méndez y Olano, 1979;

Schuman, 2002).

3.1. Obtencion de oligosacaridos a partir de la hidrélisis y transglicosilacion de la
lactulosa

Actualmente existe un gran interés en la obtencion de nuevos carbohidratos con
propiedades prebiéticas mejoradas. Como se ha comentado anteriormente, la
lactulosa es resistente a la accidon de las enzimas digestivas y presenta unas
reconocidas propiedades prebibticas, sin embargo, es sustrato de la microflora en los
primeros tramos del colon (Bown y col., 1974) y no alcanza las zonas mas distales
donde es mayor la incidencia de determinadas patologias. Por tanto, es de interés
disponer de oligosacaridos derivados de la lactulosa capaces de llegar intactos a
dichas zonas. En nuestro grupo de investigacion se plante6 la posibilidad de obtener
oligosacaridos derivados de la lactulosa mediante transglicosilacion con -
galactosidasas, abriendo, por lo tanto, nuevas perspectivas para la elaboracién de
nuevos carbohidratos prebibticos. Se llevdé a cabo un estudio sobre la sintesis e
identificacion de los principales oligosacaridos formados durante la hidrélisis
enzimatica de la lactulosa con el preparado comercial Lactozym 3000 L HP G
(Martinez-Villaluenga y col., 2008b). El analisis por cromatografia de intercambio
anionico y detecciéon amperométrica de pulsos (HPAEC-PAD) mostro la formacion de
dos compuestos mayoritarios y en las mismas proporciones, el analisis por
espectrometria de masas (EM) y resonancia magnética nuclear (RMN) permitid
determinar la estructura quimica de estos dos nuevos oligosacaridos derivados de la
lactulosa, siendo uno de ellos la 6’ galactosil lactulosa (B-D-Gal (1—6)-B-D-Gal (1—4)-
B-D-Fru) y el otro la 1 galactosil lactulosa (B-D-Gal(1—4)-3-D-Fru (1—1)-3-D-Gal), en

las figuras 2 y 3 se muestran las estructuras correspondientes. Ha sido la primera vez

166



Capitulo 8

que se describe en la bibliografia un galactooligosacarido con el enlace glicosidico

(1-1).

Figura 2.- Estructuras de los isomeros de la 6’ galactosil lactulosa:
(A): p—D-galactopiranosil-(1—6)—p—-D-galactopiranosil-(1—4)B—-D-fructopiranosa;
(B): p—D-galactopiranosil-(1—6)—p—D-galactopiranosil-(1—4)—-p—D-fructofuranosa;

(C):p-D-galactopiranosil-(1—6)—p—D-galactopiranosil-(1—4)—a—D- fructofuranosa.
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Figura 3. Estructuras de los isobmeros del 1 galactosil lactulosa:

(A): B—D-galactopiranosil-(1—4)-B-D-fructopiranosil-(1—1)—B—D-galactopiranosa;
(B): p—-D-galactopiranosil-(1—4)—B—D-fructofuranosil-(1—1)—-p—-D-galactopiranosa;
(C): B—D-galactopiranosil-(1—4)—o—D-fructofuranosil-(1—1)-p-D-galactopiranosa.

Varios trabajos han demostrado que la propiedad de los prebiéticos de estimular
selectivamente el crecimiento de determinados microorganismos probi6ticos depende
fundamentalmente de los enlaces glicosidicos presentes en sus estructuras y de los

pesos moleculares. Los GOS que presentan enlaces B (1—6) son selectivos para
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bifidobacterias (Rowland y Tanaka, 1993), sin embargo no se tiene informacién de los
oligosacaridos derivados de la lactulosa con enlaces B (1—1). Ademas, en general, los
carbohidratos con un grado de polimerizacién de 3, muestran una mayor selectividad
hacia bifidobacterias (Kaneko y col., 1994; Kaplan y Hutkins, 2000). En base a lo
mencionado anteriormente, la 6’ galactosil lactulosa y la 1 galactosil lactulosa podrian
ser considerados como potenciales prebioticos ya que al tener mayor peso molecular
que la lactulosa pueden ser fermentados mas lentamente y alcanzar regiones mas
distales del colon. Cardelle-Cobas y col., (2008b) realizaron un estudio exhaustivo de
la influencia de diferentes parametros, tiempo, temperatura, concentracion de enzima y
de sustrato en la formacion de oligosacaridos, durante la hidrolisis de la lactulosa,
mediante la actividad p-galactosidasa del preparado comercial Pectinex Ultra SP-L. El
oligosacarido mayoritario formado resulté ser la 6’ galactosil lactulosa ademas de
formarse una serie de disacaridos (6 galactobiosa) y otros oligosacaridos no
identificados con un grado de polimerizacion > 3. La velocidad de hidrélisis de la
lactulosa aumenté con la temperatura (en el intervalo de 40-60 °C) asi como la
formacion de productos de transglicosilacion. Por otra parte, se observo la influencia
del pH (figura 4) en la composicion de los oligosacaridos; asi a pH 4,5-5,5 se favorece
la formacion de disacaridos, mientras que a mayor pH (6,5) se favorece la sintesis de
6’ galactosil lactulosa.

3.2. Obtencién de oligosacaridos mediante isomerizacion de GOS.

Debido a que los carbohidratos en forma de aldosa pueden ser isomerizados en
condiciones basicas a sus correspondientes cetosas, es posible modificar las
caracteristicas de fermentaciéon de los oligosacaridos prebidticos mediante el

desarrollo de procesos de conversion, econémicamente factibles.
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Figura 4.- Efecto del pH en la produccion de oligosacaridos durante la hidrélisis enzimatica
de lactulosa (650 g/L) con Pectinex Ultra SP-L (16 U/mL) a 60°C. () pH 4.5 (A) pH 5.5
(®) pH 6.5. HRTOS: galactooligosacaridos no identificados. OS: oligosacaridos.

La lactosa en medio basico se convierte en lactulosa, por isomerizaciéon de la glucosa
a fructosa con unos rendimientos muy altos (70-80%), usando catalizadores tales
como hidroxido de aluminio (Aider y de Halleux, 2007). Los GOS son carbohidratos
reductores susceptibles de ser isomerizados igualmente por su glucosa terminal dando
lugar a un nuevo tipo de carbohidrato prebiético que presente diferentes
caracteristicas de fermentacion.

Nuestro grupo de investigacion (Cardelle-Cobas y col., 2008c) ha optimizado las
condiciones de isomerizacién de los GOS obtenidos mediante tratamiento enzimatico
de la lactosa con el preparado comercial Lactozym 3000 L HP G. La isomerizacion se
realizd utilizando distintas cantidades de aluminato sédico como catalizador, en
diferentes condiciones de temperatura y tiempo de reaccion eligiendo aquellas en las
que se obtiene un mayor rendimiento de GOS isomerizados.

En la figura 5 quedan reflejados los cromatogramas obtenidos del analisis por HPAEC-

PAD de los productos resultantes de la hidrélisis y transglicosilacion de la lactosa (A) y

170




Capitulo 8

del posterior tratamiento con aluminato sdédico (B). Como consecuencia de la
hidrélisis/transglicosilacion pueden observarse los picos correspondientes a la
galactosa (n° 1), glucosa (n° 2), y lactosa (n° 5). Asimismo, pueden observarse otros
picos que corresponden a los GOS formados mediante la transglicosilacibn como son
la 6 galactobiosa (n° 3); alolactosa (n°4); 4 galactobiosa (B—D-Gal-(1—4)-D-Gal) (n° 6)

y 6’ galactosil-lactosa (n° 7).

100—

Figura 5.- Perfiles obtenidos del analisis por HPAEC-PAD de una mezcla de carbohidratos resultante de la
hidrélisis de la lactosa con B-galactosidasa (Lactozym 3000 L HP G) antes (A) y después de nueve horas de
isomerizacion a 40°C con una relacion molar aluminato sédico/ lactosa 3:1 (B). 1: Galactosa, 2: Glucosa, 3:
6 Galactobiosa (B-D-Gal-(1—6)-D-Gal), 4: Alolactosa (3-D-Gal-(1—6)-D-GIc), 5: Lactosa, 6: 4 Galactobiosa
(B-D-Gal-(1—4)-D-Gal), 7: 6’-galactosil lactosa (B-D-Gal-(1—6)-Lac), 1: Tagatosa, 2: Fructosa, 5"
Lactulosa y 7’: 6’-galactosil lactulosa (B-D-Gal-(1—6)-D-Gal-(1—4)-Fru).

En el punto 6ptimo de la reaccion enzimatica el producto resultante estaba constituido
por monosacaridos (35%), alolactosa (11%), 6 galactobiosa (5%), lactosa (31%) y €’

galactosil lactosa (16%).
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El tratamiento de esta mezcla de GOS con aluminato soédico dio lugar a la
isomerizacion de todos los carbohidratos presentes en la mezcla, asi lactosa, glucosa
y galactosa se isomerizaron a lactulosa, fructosa y tagatosa, respectivamente,
apareciendo un nuevo carbohidrato en la region de los trisacaridos, el cual fue aislado
y caracterizado por RMN y EM, correspondiendo al trisacarido 6’ galactosil lactulosa.
Se optimizaron las condiciones de isomerizacién de los GOS realizando la reaccion a
diferentes temperaturas y con distintas concentraciones de aluminato soédico; en la
figura 6 quedan reflejados los porcentajes para cada una de las cetosas formadas
cuando la reaccion se lleva a cabo a 40°C durante 24 horas. En las condiciones
optimas de reaccion, 40°C durante 9h y una relacion molar de aluminato
sodico/lactosa 3/1, el rendimiento de la reaccion de isomerizacion fue del 60% vy la
cantidad de carbohidratos finales cercana al 90% del producto inicial. Como ha podido
demostrarse durante la isomerizacién de los GOS, ademas de los nuevos GOS
formados, también se redujo considerablemente el contenido en lactosa, glucosa y
galactosa, azucares no recomendados para la poblacién con problemas de diabetes o

intolerancia a la lactosa.
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Figura 6.- Efecto del contenido en aluminato sédico en la isomerizacion de hidrolizados

enzimaticos de lactosa a 40° C durante 24 h de reaccién.
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Conclusiones

Los oligosacaridos derivados de la lactosa pueden ser considerados como
ingredientes que presentan un amplio rango de beneficios nutricionales
particularmente centrados en promover la salud intestinal. Existe un amplio nimero de
trabajos que avalan este hecho, sin embargo se debe profundizar en la busqueda de
un punto : nuevos oligosacaridos con propiedades prebiéticas complementarias

Una de las vias podria ser la utilizacion de B-galactosidasas de diferentes origenes
para producir oligosacaridos derivados de la lactulosa asi como la isomerizacion de

carbohidratos prebidticos reductores.
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1. Introduccion

Las proteinas del suero lacteo o seroproteinas son ampliamente utilizadas en el
sector agroalimentario, ocupando un lugar preponderante en una frontera emergente,
donde confluyen la nutricibn y la salud. Considerado en el pasado como un
subproducto de escasa importancia, el lactosuero es, en la actualidad, uno de los
ingredientes mas valorados tanto por el valor nutricional de sus componentes como
por la funcionalidad de los mismos, hecho al que han contribuido de forma notable los
avances sobre las técnicas de filtracion por membranas para el fraccionamiento y
purificacion de sus constituyentes y, en particular, de las proteinas (Onwulata, 2008).

Las seroproteinas (a-lactoalbumina (a-La), B-lactoglobulina  (B-Lg),
seroalbumina bovina (BSA), lactoferrina, lactoperoxidasa, inmunoglobulinas y otras
proteinas minoritarias) representan aproximadamente el 20% de las proteinas de la
leche de vaca y se definen como aquéllas que se mantienen en disolucion tras la
precipitacion acida (Walstra y Genes, 1984) o enzimatica (Barth y Behnke, 1997) de
las caseinas durante la elaboracion del queso. Estas proteinas, con alto contenido en
amino acidos esenciales, son responsables de la funcionalidad tanto biolégica como
tecnolégica del lactosuero y se emplean como ingredientes en productos lacteos,
carnicos, derivados de cereales, bebidas derivadas de frutas, salsas, sopas, pasta,

suplementos dietéticos y bebidas para deportistas (Foegeding y col., 2002), por las
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propiedades fisico-quimicas que poseen, tales como solubilidad, viscosidad,
capacidad de retencion de agua, y por sus propiedades tecnoldégicas como agentes
gelificantes, emulsionantes y espumantes (Christiansen y col., 2004; Neirynck y col.,
2004; Firebaugh y Daubert, 2005; Herceg y col., 2007). Ademas, merece ser
destacada la funcionalidad bioldgica tanto de ciertas proteinas del suero como de sus
péptidos derivados, ya que pueden llegar a tener actividad como antioxidantes,
antihipertensivos, antitumorales, hipolipidémicos, antivirales, bactericidas y agentes
quelantes (Marshall, 2004).

A pesar de las propiedades beneficiosas de las seroproteinas, uno de los
objetivos de la industria del sector lacteo es la mejora de las mismas para incrementar
su rango de aplicacion y, asi, acercarse a las necesidades requeridas por el
consumidor actual. Como es sabido, tanto las propiedades nutricionales como la
funcionalidad de las seroproteinas se encuentran directamente relacionadas con su
composicion aminoacidica y con sus ordenadas estructuras secundaria y terciaria
(Fox, 2003). De este modo, modificaciones en parametros moleculares importantes
tales como la carga, la masa, la hidrofobicidad y la conformacién pueden provocar
cambios notables en la funcionalidad de dichas proteinas. Existe una gran diversidad
de tratamientos encaminados a la modificacién de dichas caracteristicas moleculares,
como por ejemplo, los métodos fisicos, enzimaticos y/o quimicos (acetilacion,
desaminacion, succinilacion, alquilacion reductora, etc.). Entre los ultimos, se ha
prestado especial atencion al efecto que ejercen los azucares reductores sobre la
funcionalidad y estructura de las proteinas, existiendo evidencias importantes de que
la interaccion covalente entre los grupos amino de las proteinas con el carbonilo de los
azucares reductores via reaccion de Maillard (RM), es uno de los métodos mas
efectivos para obtener nuevas proteinas modificadas con gran interés tecnolégico

(Oliver y col., 2006). Ademas, a diferencia de otros métodos quimicos utilizados para
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el mismo fin, la glicosilacién via RM o glicosilacién no enzimatica, no implica la
utilizacion de reactivos toxicos para el consumo humano.

La RM es una de las reacciones mas complejas e importantes que ocurren
durante el procesado y conservacion de los alimentos y, junto con la caramelizacion,
es la responsable del pardeamiento no enzimatico (Villamiel y col., 2006). Desde que
fuera descubierta por Maillard en 1912, ha sido ampliamente estudiada por la gran
cantidad y complejidad de los productos formados durante sus etapas iniciales,
intermedias y finales (Martins y col., 2001). Durante el avance de esta reaccion se
originan compuestos de muy diferente naturaleza que pueden llegar incluso a
interaccionar con los reactantes iniciales, ademas de producirse alteraciones
importantes en la estructura y, consecuentemente, en la funcionalidad de las
proteinas. En este sentido, a diferencia de las etapas iniciales de la reaccion, las
etapas intermedias y finales son las que contribuyen a un mayor entrecruzamiento en
las proteinas y una mayor formacion de compuestos coloreados y fluorescentes,
incluso con potencialidad mutagénica (Oliver y col., 2006). Por todo ello, en funcién del
fin que se persiga, es preciso controlar el avance de la RM seleccionando las
condiciones mas adecuadas tales como la actividad de agua, la temperatura, el
tiempo, el pH, la proporcion entre los grupos amino y carbonilo y las propiedades

intrinsecas de los reactivos (van Boekel, 2001).

2. Efecto de la glicosilacion via reaccion de Maillard sobre la funcionalidad de las
seroproteinas
2.1. Efecto sobre las propiedades tecnologicas

Hasta el momento se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la
obtencion deliberada de glicoconjugados via RM con proteinas de diferente origen y
carbohidratos de distinta naturaleza y peso molecular. Esta interaccién covalente

provoca modificaciones en la carga, la solvataciéon y/o conformacién de las proteinas,
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pudiendo modificar su funcionalidad tecnolégica y biolégica. Muchos de estos estudios
se han realizado en las seroproteinas y, sobre todo, en la B-Lg, ya que la funcionalidad
del suero lacteo viene determinada principalmente por la de esta proteina mayoritaria,
siendo la a-La la siguiente en abundancia (50 y 25% de su fraccién proteica,
respectivamente) (Kontopidis y col., 2004; Considine y col., 2007).

Varios autores han estudiado la interaccion de la 3-Lg via RM, bajo condiciones
controladas, con distintos mono-, di- y oligosacaridos. La union covalente de
carbohidratos a la proteina provoca una pérdida en la carga positiva, resultando en un
cambio en el perfil de solubilidad de la proteina en funcién del pH y del tratamiento
térmico (Haertlé y Chobert, 1999). Se han obtenido glicoconjugados de la B-Lg con
glucosa, glucosa-6-fosfato, galactosa, manosa, ribosa, arabinosa, gliceraldehido,
lactosa y oligofructosa con una mejor solubilidad, capacidad emulgente y espumante y
estabilidad térmica, respecto a la proteina original (Nacka y col., 1998; Bouhallab y
col., 1999; Groubet y col., 1999; Morgan y col., 1999a, 1999b; Chevalier y col., 2001a;
Fenaille y col.,, 2003; Trofinova y Jongh, 2004). La gelificacion es otra de las
propiedades funcionales de las seroproteinas que puede verse mejorada tras su
glicosilacion no enzimatica con monosacéaridos. En este caso interesa que la RM
progrese hacia estados mas avanzados para favorecer un mayor entrecruzamiento y
agregacion de las proteinas (Rich y Foegeding, 2000).

Las modificaciones en la capacidad emulgente han sido profusamente
estudiadas en glicoconjugados cuando se emplean polisacaridos de alto peso
molecular. En general, la unién covalente de polisacaridos a las proteinas mejora la
funcionalidad proteica ya que combina las propiedades emulsionantes de las proteinas
con el papel estabilizador de los polisacaridos (Dickinson y Galazka, 1991). A pesar de
que esta unidn se encuentra mas limitada que la de los oligosacaridos debido al

impedimento estérico que ejercen las cadenas de carbohidratos, la conjugaciéon de
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proteinas con polisacaridos puede afectar en mayor medida a la funcionalidad, debido
especialmente a su elevada hidrofilia. Ademas, se exponen zonas hidrofébicas
superficiales de las proteinas mejorando a la vez la adsorcién en las interfases y
aumentando la flexibilidad de las moléculas de proteina. Esto favorece su interaccion
con la fase oleosa cuando se forma una emulsidbn, mientras que la cadena
polisacaridica queda expuesta hacia la fase acuosa, impidiendo la coalescencia de las
gotas de aceite (Figura 1) (Nagasawa y col., 1996). Ademas, la menor reactividad de
los polisacaridos impide un mayor avance de la RM lo que se traduce en menor
desarrollo de color y menor incidencia de reacciones secundarias (Kato, 2002).

Varias son las investigaciones que han abordado la formacion de
glicoconjugados entre seroproteinas y dextrano via RM. El interés de la utilizacion de
este polisacarido reside en su estructura, ya que se trata de una cadena glucosidica
lineal mayoritariamente con uniones o(1—6) y con algunas ramificaciones a(1-—-2),
o(1—>3) y a(1—4). El alto porcentaje de uniones o(1—6) que posee el dextrano le
confiere una alta flexibilidad, solubilidad y baja viscosidad en disolucion.

Dunlap y Cé6té (2005) examinaron el efecto del tamafio del polisacarido en la

Zona hidrofébica de la
proteina

Carbohidratos

Homogeneizar

Proteina parcialmente ] Gota de
desnaturalizada

Proteina
aceite

Formacién de la
emulsién

Figura 1. Esquema de la formacion de una emulsiéon empleando proteinas glicosiladas con
polisacaridos.
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estabilidad de la emulsién cuando se conjugaba la B-Lg con dextranos de 19.6-2000
kDa y encontraron que, en general, al aumentar el peso molecular del dextrano se
incrementaba también la estabilidad de la emulsién en las condiciones ensayadas,
hasta pesos moleculares de 150 kDa. Wooster y Augustin (2006) también estudiaron
la influencia del peso molecular del polisacarido (18.5-440 kDa) en la estabilidad de la
emulsién cuando se empleaban como agentes emulgentes los conjugados B-Lg-
dextrano obtenidos via RM. La unién del dextrano, independientemente de su peso
molecular, incremento la estabilidad de la emulsién frente a la floculacion inducida por
calcio. La capacidad emulgente también se vio mejorada en glicoconjugados aislados
de proteina de suero (WPI) con dextrano de 35 y 70 kDa por los mismos autores
(Wooster y Augustin, 2007), quienes atribuyeron el efecto positivo en esta propiedad al
desdoblamiento de la proteina y, consecuentemente, a la pérdida de rigidez de la
misma durante el avance de la reaccién en los casos de moderados niveles de
conjugacion proteina-carbohidrato.

Asimismo, se han hallado resultados importantes en conjugados obtenidos via
RM empleando galactomanano, que es otro de los polisacaridos a considerar, no sélo
por su relativamente alta solubilidad en agua sino también por su disponibilidad y bajo
coste, lo que hace que sea un estabilizante ampliamente utilizado como ingrediente
alimentario. En este sentido, Kim y col. (2003) encontraron mejores indices de
actividad emulgente y mejor estabilidad de la emulsibn en conjugados BSA-
galactomanano en comparacion con la proteina sin glicosilar.

Otros estudios llevados a cabo empleando dextrano (10-43 kDa) han
demostrado que las condiciones Optimas para interaccionar via RM con la pB-Lg, la a-
La y la BSA son 60°C y 0.44 a,, originandose glicoconjugados con mejor solubilidad
que la proteina inicial. Las mejoras mas notables en esta propiedad se alcanzaron a

bajos valores de pH, probablemente debido a que la unién covalente del polisacarido
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produce una disminucion en el punto isoeléctrico de la proteina. La estabilidad térmica
tanto de la B-Lg como de la BSA, que son las seroproteinas mas termolabiles, también
se mejor6 por la unién con el dextrano. Estos autores indicaron que el efecto positivo
de la union del polisacarido a las proteinas en las propiedades estudiadas no estaba
ligado al peso molecular del carbohidrato (Jiménez-Castafio y col., 2005a, b; Jiménez-
Castafio y col., 2007). La figura 2, muestra, a modo de ejemplo, los resultados
correspondientes a la B-Lg con dextrano de 10 y 20 KDa.

Recientemente, Zhu y col. (2008) han estudiado la formacién via RM de
conjugados WPI-dextrano de 11 kDa en disoluciones acuosas a diferente temperatura
y concentracion, tanto de proteina como de carbohidrato. Estos autores observaron
que los conjugados originados eran estables en las condiciones ensayadas, pero no
llevaron a cabo ningun estudio sobre la influencia en la funcionalidad. Ademas, como
es sabido, las condiciones 6ptimas para llevar a cabo la formacién de estos productos
de interaccion implican bajos valores de a,, ya que la RM se encuentra favorecida a la

vez que las alteraciones importantes en la estructura proteica se ven minimizadas.

2.2. Efecto sobre las propiedades bioldgicas

La glicosilaciéon de proteinas mediante RM no sélo puede mejorar determinadas
caracteristicas tecnoldgicas y sensoriales de los alimentos, sino que, ademas, podria
proporcionar a las proteinas modificadas un valor biolégico afiadido, diversificando su
funcionalidad y, por tanto, dotandolas de un mayor interés, como se muestra a
continuacion.

La modificacién de las proteinas con azucares fosforilados puede dar lugar a
una serie de fosfopéptidos con capacidad de solubilizar el fosfato calcico, evitando su

precipitacion y aumentando su absorcion en el intestino (Sato y col., 1986). Debido a
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Figura 2. Solubilidad (a) y estabilidad térmica a pH 7 (b) y 5 (c) de la B-lactoglobulina
nativa, calentada y glicosilada con dextrano (60°C y 0.44 a, durante tiempos
correspondientes a los maximos de glicosilacion). (-x-) nativa; (A) calentada 36 h; (A)

calentada 60 h; (O) glicosilada con dextrano 10 kDa, 36 h; (®) glicosilada con dextrano
20 kDa, 60 h.
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este hecho, se han atribuido a los fosfopéptidos una serie de aplicaciones potenciales,
tales como la prevenciéon de la osteoporosis, recalcificacion de huesos después de
posibles fracturas, prevencion de la hipertension y de la aparicion de caries dental, etc.
(FitzGerald, 1998). Aoki y col. (1997) demostraron que la glicosilacién via RM de la B-
Lg con glucosa-6-fosfato producia un aumento en la solubilizacion del fosfato célcico.
Méas recientemente, se han publicado una serie de trabajos que muestran un aumento
en la solubilizacién del fosfato calcico de un concentrado de proteinas de suero (Li y
col., 2005), de la B-Lg (Enomoto y col., 2007) y de la BSA (Enomoto y col., 2008) tras
su glicosilacion no-enzimatica con maltopentaosa y/o fosforilacién con pirofosfato.

Otra propiedad beneficiosa que puede ser fomentada por la glicosilacion de
proteinas via RM es la actividad antioxidante. Asi, Browdy y Harris (1997)
comprobaron que productos avanzados de la RM, derivados del calentamiento de
sueros en polvo, retardaban la oxidacion de los lipidos. Por otro lado, Alaiz y col.
(1997) indicaron que la glicosilacion no-enzimética de la BSA bovina con glucosa,
fructosa y, especialmente, con ribosa dio lugar a compuestos pardos con actividad
antioxidante. Chevalier y col. (2001b) también observaron que la B-Lg modificada con
ribosa, arabinosa y, en menor medida, con ramnosa, galactosa, glucosa y lactosa
poseia actividad captadora de radicales libres. Esta capacidad antioxidante es,
generalmente, atribuida a la formacién de pirroles, melanoidinas y heterociclos que
tiene lugar durante las etapas avanzadas y finales de la RM (Lee y Shibamoto, 2002).

Como consecuencia de los efectos de la glicosilacién en la conformacion, la
solubilidad y las propiedades interfaciales de las proteinas, es de esperar que su
susceptibilidad a la proteolisis se vea alterada. Los cambios, tanto in vitro como in vivo,
en la digestibiidad de las proteinas glicosiladas pueden tener importantes
consecuencias en sus propiedades nutritivas y bioldgicas, al condicionar la produccién

de péptidos bioactivos y su absorcion intestinal. Asi, la BSA bovina glucosilada
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no-enzimaticamente en condiciones pseudo-fisiolégicas fue mas resistente a la
digestion con ftripsina que la proteina nativa (Lapolla y col.,, 2001), debido
probablemente a una menor reactividad de esta enzima frente a los residuos de Lys y
Arg modificados (Henle y Klostermeyer, 1993; Morgan y col., 1997). Recientemente,
Sanz y col. (2007) y Moreno y col. (2008) encontraron resultados similares con la p-Lg
bovina glicosilada via RM con galactooligosacaridos. Por el contrario, Bouhallab y col.
(1999), en un estudio con la B-Lg lactosilada, observaron la formacion de un estado
dimérico estable, intermedio en el proceso de desnaturalizacion térmica, con una
conformacién, menos compacta y mas expandida, muy susceptible a las enzimas
proteoliticas.

Por otro lado, se ha descrito que la lactosa unida a la B-Lg a través de la RM es
resistente a la accion de la B-galactosidasa, debido, principalmente, a la estructura
compacta y globular que presentan los conjugados B-Lg-lactosa. Sin embargo, es
posible lograr una mejor accesibilidad de la lactosa conjugada, mediante proteolisis o
desnaturalizacion por calor de los conjugados antes de la adicion de la B-galactosidasa
(Morgan y col., 1999c).

También debe resaltarse que las proteinas glicosiladas via RM pueden
presentar propiedades inmunoquimicas alteradas que modifiquen su alergenicidad
(Matsuda y col., 1985). La glicosilacion no-enzimatica de las proteinas podria influir en
su alergenicidad por dos vias: i) a nivel de su absorcion gastrointestinal, ya que se
piensa que uno de los requisitos que debe cumplir una proteina alimentaria para ser
alergénica es que su estructura tridimensional sea al menos parcialmente estable al
entorno adverso del tracto gastrointestinal (acciéon hidrolitica de las proteasas
digestivas, pH acido, accién de surfactantes como sales biliares), conservando su
actividad inmunologica una vez absorbidos a nivel de la mucosa intestinal (Metcalfe y

col., 1996); ii) a nivel estructural, como consecuencia de que la interaccién con
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azucares pueda enmascarar los epitopos de los alérgenos y, por tanto, reducir su
alergenicidad (Kato, 2002). Los alérgenos mas importantes del lactosuero son la p-Lg
y la a-La (Wal, 2001). En una serie de trabajos, Hattori y col. realizaron
inmunoensayos con B-Lg modificada con dextrano carboximetilado (1994), quitosano
(2000) y oligosacaridos derivados del acido alginico (2004) indicando que estos
conjugados presentaban una menor antigenicidad e inmunogenicidad que la B-Lg
nativa. Enomoto y col. (2007; 2008) también lograron reducir parcialmente la
inmunogenicidad de la B-Lg y BSA tras su conjugacién con maltopentaosa.

Finalmente, también se ha estudiado el posible efecto antimicrobiano de los
productos derivados de la RM de la B-Lg con diversos carbohidratos y quitosanos con
resultados dispares. Mientras que Chevalier y col. (2001b) no encontraron ningun
efecto inhibidor de la B-Lg glicosilada con pentosas (ribosa, arabinosa), hexosas
(ramnosa, galactosa, glucosa) o disacaridos (lactosa) sobre el crecimiento de
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Listeria innocua y Streptococcus mutans, Miralles y
col. (2007) indicaron que la B-Lg conjugada via RM con quitosanos durante 2 dias a
40°C con una a, de 0.79 present6 una actividad antimicrobiana frente a Escherichia
coli dos veces superior a la actividad presentada por el quitosano sin conjugar. Aunque
el mecanismo por el cual la glicosilacion no-enzimatica podria provocar un aumento de
la actividad bactericida no esta aun elucidado, se ha postulado que el desarrollo de la
RM podria contribuir a un aumento de la carga neta positiva de los quitosanos. En este
sentido, Babiker (2002) indicd que este aumento potencia la actividad antimicrobiana

del quitosano frente a bacterias gram-negativas.
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3. Conclusiones y tendencias futuras

La obtencién de proteinas glicosiladas via RM es un meétodo eficaz para
mejorar o incluso generar nuevas propiedades funcionales y biolégicas, produciendo
glicoconjugados de gran interés tecnolégico. Asimismo, constituye una alternativa muy
atractiva a la modificacion de proteinas mediante la utilizacién de agentes quimicos.
Sin embargo, dada la complejidad de la RM, es necesario profundizar en el estudio de
parametros que permitan un control ain mas exhaustivo de dicha reaccion. En este
sentido, el empleo de inhibidores de grado alimentario de las etapas mas avanzadas
de la RM, que pueden conducir a la formacién de compuestos con cierta actividad
mutagénica o citotdxica, combinado con la optimizacion de condiciones de
calentamiento podria garantizar la inocuidad de los glicoconjugados obtenidos.

Por otra parte, no es menos importante el desarrollo de métodos
industrialmente rentables que permitan la produccion de glicoconjugados con una
optima funcionalidad y su inclusiébn como nuevos ingredientes en alimentos. Este
punto es critico si se desea transferir al mercado el potencial que presenta este tipo de
glicoproteinas como nuevos ingredientes funcionales. Finalmente, un mayor
conocimiento y control de los efectos del proceso de glicosilacidon no-enzimatica sobre
las propiedades estructurales de las seroproteinas permitiria tanto una produccion mas
segura como el disefio de ingredientes con una funcionalidad mas especifica y, por

tanto, mas dirigida a satisfacer las demandas concretas del consumidor.
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1 Resumen

La alergia alimentaria es una reacciéon inmunoldgica mediada por IgE, que se
origina en ciertos individuos como respuesta a la ingesta de un determinado alimento
que, en el resto de la poblacion, es perfectamente saludable. Constituye un serio
problema de salud publica, de gran importancia por el aumento de la prevalencia en
los ultimos afios, con sintomas que afectan seriamente a la calidad de vida de los
individuos alérgicos, y que pueden ser leves o graves (incluso mortales).

Aproximadamente, la mitad de los casos de alergias alimentarias durante la
infancia se asocian a alérgenos de origen animal, siendo la leche de vaca el segundo
alérgeno mas frecuente, probablemente porque es el primer antigeno alimentario con
el que el ser humano entra en contacto en cantidades importantes. La alergia a leche
de vaca tiene gran repercusion por la importancia de este alimento en los primeros
afios de vida de los nifios. Los principales alérgenos de la leche son las proteinas
séricas (particularmente, pB-lactoglobulina, o-lactoalbumina y, en menor grado,
seroalbumina bovina) y las caseinas. Mediante provocacion con proteinas purificadas
de leche de vaca, se ha observado que la B-lactoglobulina es la proteina que induce
con mayor frecuencia respuestas clinicas.

Hasta el momento la evitacion del alimento es el tratamiento preventivo mas
recomendado, aunque presenta dificultades, limitaciones y riesgos. Sin embargo, se
esta avanzando en otros campos como en la producciéon de alimentos hipoalergénicos

o en el desarrollo de nuevas formas de inmunoterapia. Estas terapias son
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particularmente exitosas si comienza desde una edad temprana o poco después de

que la alergia se desarrolle por primera vez.

2. Alergias alimentarias

La alergia se ha descrito como la epidemia del siglo XXI, ya que afecta al 40%
de la poblacién de los paises desarrollados (Hoffmann-Sommergruber and the SAFE
consortium, 2005). Su prevalencia se ha duplicado en los ultimos 20 afios, debido a
factores genéticos, ambientales y nutricionales. La introduccién en la dieta de nuevos
productos y cada vez, a mas temprana edad, influye de forma notable en ello. La
supresion temprana de la lactancia materna para pasar al biberén y la ingesta de
cereales, alimentos de gran capacidad alergénica, es otro factor que explica el
incremento de las alergias. El mayor nivel de higiene en las poblaciones de los paises
industrializados puede jugar un papel crucial en el reciente aumento experimentado.
Lo que es claro es que en la actualidad, constituyen un problema importante de salud
publica y, en general, el conocimiento existente sobre esta enfermedad es limitado
debido a la complejidad del proceso, en el que interactian gran variedad de 6rganos
fisiolégicos, tipos de células y sefiales.

Las alergias alimentarias son reacciones anormales, exageradas, del sistema
inmune a ciertos componentes de los alimentos, normalmente proteinas. Otros
polimeros, como los polisacaridos, también pueden provocar reacciones aunque por lo
general, mucho mas leves y con menor frecuencia. Son alergias frecuentes y se
estima que afectan al 3-4% de la poblacion adulta y hasta un 6-8% de la poblacion
infantil menor de 3 afios (Sicherer y Sampson, 2006). La incidencia de las alergias
alimentarias, como ocurre con otros tipos de trastornos alérgicos, estd en aumento,
aunque los datos recogidos en el pasado no son suficientes para poder establecer

comparaciones (Kagan, 2003). Desde ambitos tan distintos como la industria
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alimentaria, la biotecnologia, la medicina o los propios consumidores y pacientes se
aborda esta problematica y se plantean iniciativas para avanzar en el conocimiento de
las alergias alimentarias con el fin de disponer de tratamientos y medidas preventivas
eficaces (Asero y col, 2007). Es importante diferenciar reacciones adversas
provocadas por los alimentos, que pueden tener origen toxicologico (contaminacion
microbiana), fisiolégico (dispepsia), etc., de las que dependen de una susceptibilidad
individual. Estas ultimas se denominan alergias, si la hipersensibilidad esta mediada
por un mecanismo inmunoldgico, reconociendo como extrafios a determinados
componentes presentes en distintos alimentos que se denominan alérgenos, inocuos
para la mayoria de las personas, e intolerancias, si el mecanismo responsable no es
inmunoldgico (Lopez-Fandifio, 2006) (Figura 1).

REACCIONES ADVERSAS A ALIMENTOS

J €

Dependen susceptibilidad individual Dependen de las
caracteristicas del alimento

D € 0

Respuesta no Respuesta REACCION TOXICA
Inmunoldgica inmunoldgica
INTOLERANCIA ALERGIA

Figura 1. Clasificacion de las reacciones adversas a los alimentos

La etiologia de las alergias mediadas por inmunoglobulina E (IgE) conlleva una
primera fase de sensibilizacion, que se produce en la primera ingestion del alimento

que contiene el alérgeno, durante la cual se estimula el sistema inmune y la
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produccién de anticuerpos especificos (IgE, anticuerpos para neutralizar el alérgeno),
y una segunda fase de reaccion cruzada, donde se produce la interaccion antigeno-
anticuerpo que induce la activacion de los mastocitos y la liberacion del contenido de
sus granulos (desgranulacion), incluyendo histamina y otras sustancias quimicas en
cantidades masivas para proteger al cuerpo y que inducen las respuestas clinicas
especificas (sintomas alérgicos) y que ocurre en un contacto subsiguiente con el
alérgeno. Estas respuestas se caracterizan por una variedad de sintomas, que
pueden ser leves (como enrojecimiento, picores, etc.), 0 mas severos (como diarreas,
vémitos, etc.), pudiendo incluso producir la muerte (shock anafilactico).

Las reacciones de hipersensibilidad, pueden dividirse en dos categorias:
inmediatas y retardadas. En las primeras, los sintomas pueden aparecer a los pocos
minutos (hasta una hora) de consumir el alimento y pueden ser bastante severos. En
las reacciones de hipersensibilidad retardada, los sintomas no aparecen hasta
después de 24 horas o mas tras la ingestion del alimento. Estas reacciones, con
excepcion de la enfermedad celiaca, que implica una respuesta inmune anormal al
trigo y otros cereales relacionados, son poco conocidas. Estan implicadas respuestas
anormales del sistema inmune celular, con la formacion de células T sensibilizadas.

Las intolerancias alimentarias son reacciones anormales a los alimentos que no
implican al sistema inmune. Un claro ejemplo es el de la intolerancia a la lactosa, que
se produce como consecuencia de un desorden metabdlico (Lopez-Fandifio, 2006).

Cualquier alimento puede ser susceptible de producir una alergia alimentaria
(Hefle y col., 1996), pero hay algunos alimentos que son mas comunmente alergénicos
que otros, y son los llamados grandes 8 alérgenos (causantes de mas del 90% de las
alergias alimentarias documentadas mundialmente). Estos son: leche, huevos,
pescado, crustaceos, cacahuetes, habas de soja, otros frutos secos (almendras,
avellanas, anacardos, pistachos, nueces, pifiones, etc.) y cereales que contienen

gluten. La dosis umbral de los alimentos alergénicos puede ser extremadamente baja
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(del orden de las partes por millén) y varia de unos individuos a otros. En algunos
casos, como en algunos individuos alérgicos a los cacahuetes, la exposicion a
cantidades infimas, como las que se transmiten con un beso, puede producir un shock
anafilactico mortal’.

El desarrollo de las alergias alimentarias depende de los habitos alimenticios
de los sujetos que las padecen, de forma que en Japon tiene gran incidencia el arroz,
la harina y el tomate en ltalia, el pescado en Escandinavia y el cacahuete en Estados
Unidos (Kanny, 2007). También depende de la edad, por ejemplo, afecta a un 4-8% de
la poblacién durante la infancia y juventud y a un 1-2% de la poblacién adulta
(Jedrychowski y col., 2008). La alergia alimentaria infantil es, en la mayoria de los
casos, el preludio de ulteriores enfermedades alérgicas respiratorias, como rinitis y
asma por sensibilizacion a polenes, acaros, animales u hongos. En el caso de los
nifios, se dan principalmente durante los dos primeros afios de vida. La leche, el huevo
y el pescado son responsables del 90% de los casos en los menores de un afio, y el
huevo se revela como el alimento mas alergénico en nifios de uno a dos afios. Los
nifos que presentan sintomas tempranos de alergia necesitaran mas tiempo para
tolerar ciertos alimentos, pero transcurridos unos afios podran (generalmente) volver a
consumirlos, introduciéndolos de nuevo de manera paulatina y en pequefas
cantidades. La alergia a los alimentos es un trastorno que no conoce limites
temporales ni estacionalidad (pueden darse en primavera, verano, otofio o invierno). El
pronostico de las alergias alimentarias en nifios suele ser benigno. En general, los
nifos alérgicos a la leche o al huevo acaban tolerando estos productos cuando
superan los dos o tres afos de edad. Por otro lado, los adultos son mas alérgicos a los

frutos secos, mariscos, pescados y algunas frutas (Mills y Mackie, 2008).

' Caso ocurrido en 2005 en Québec, Canada, cuando una adolescente murié por haber sido
besada por su novio, que 9 h antes, habia comido una tostada de mantequilla de cacahuete, lo
que provoco un paro respiratorio en la joven y su muerte (Agencia Europa Press).
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Los pacientes alérgicos con frecuencia experimentan reacciones cruzadas
entre alimentos relacionados. Se habla de reacciones cruzadas entre alérgenos
cuando éstos poseen una capacidad similar de unién a anticuerpos especificos,
debido a su estructura molecular (Van Ree, 2004). Por ejemplo, los individuos
sensibles a los crustaceos suelen ser alérgicos a todas las variedades de langosta,
gamba o centollo, aunque puedan consumir moluscos. También pueden existir
reacciones cruzadas entre las leches de vaca y cabra o entre los huevos de distintas
especies, pero no hay patrones definitivos de reactividad. También se dan reacciones
cruzadas entre alérgenos ambientales y alimentos, como polen con frutas y hortalizas
(sindrome de alergia oral) y entre alergias al latex (muy comunes entre el personal
sanitario) y los platanos, kiwis, aguacates, etc.

De modo general, se asume que la alergenicidad de un alimento resulta de la
integracion de varios factores, tales como: propiedades alergénicas intrinsecas,
cantidad ingerida, estabilidad en el medio gastrointestinal y estabilidad al procesado.
Debido a la importancia de las reacciones alérgicas, existe un gran interés en definir
las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas alergénicas y explorar modos de
disminuir los riesgos que ocasionan (Taylor y Lehrer, 1996).

La investigacion de proteinas presentes de forma natural en animales o
plantas, responsables de generar la mayor parte de las alergias alimentarias, centran

la atencion de investigadores, empresas alimentarias y administraciones publicas.

3. Alergia a la leche y productos lacteos

La leche de vaca es uno de los alimentos mas comunes que causan alergia en
los nifios, y es la principal causa de reacciones alérgicas en los nifios muy pequefios.
Los bebés que son amamantados tienen menos riesgo de desarrollar una alergia a la

leche que los que son alimentados con férmulas infantiles. Gran parte de las alergias a
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la leche mediadas por IgE aparecen en los nifios en sus primeros 6 meses de vida, lo
que supone un grave problema por la relevancia de este alimento en la dieta infantil.
En algunos casos sus signos y sintomas pueden ser poco especificos y es dificil de
diagnosticar, pero también pueden ser lo suficientemente graves como para causar la
angustia no sélo para el nifio alérgico, sino también para toda su familia (suelen incluir
sibilancias, vomitos, urticaria y problemas digestivos y en sb6lo en muy pocas
ocasiones causa reacciones anafilacticas que constituyan una grave amenaza para la
vida) (Tabla 1). Estos sintomas varian de persona a persona y se producen en pocos
minutos a unas pocas horas después de la ingestion de leche. En algunos casos, las
reacciones se pueden desarrollar después de la exposicion a la leche durante un
periodo prolongado de tiempo. Ademas, la alergia a la leche de vaca puede ser el
inicio de una vida con diferentes enfermedades atopicas para el individuo que la sufre.
El desarrollo de la sensibilidad y la alergia a leche de vaca es un desorden complejo,
aun no del todo entendido, aunque se cree que depende de la interaccion entre la
predisposicion genética y factores de exposicion a la leche de vaca (dosis, naturaleza
del antigeno, dieta de la madre durante el embarazo, frecuencia de la administacion,

etc.) (Crittenden y Bennett, 2005).

Tabla 1. Sintomas clinicos de alergia a proteinas de leche de vaca.

SINTOMAS SINTOMAS SINTOMAS SINTOMAS
CUTANEOS DIGESTIVOS RESPIRATORIOS GENERALIZADOS
Angioedema Rechazo Rinitis Edema de glotis
Eritema Vomitos Conjuntivitis Shock anafilactico
Urticaria Diarrea Tos
Broncoespasmo

La prevalencia de la alergia a leche de vaca en nifios se situa entre el 2-3 %
(Hest, 2002). En cuanto a la poblacion adulta, dicha prevalencia se sitia sobre el 1%

(Kanny y col., 2001). No obstante, las alergias infantiles a leche tienden a evolucionar
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hacia la tolerancia, aunque no siempre sucede asi. Se ha estimado mediante pruebas
de provocacion controlada® que, a partir de los 4 afios, solo el 10-15 % de los nifios
diagnosticados de alergia a leche siguen padeciéndola (Alonso y col., 2001). Los
mecanismos sobre los que se establece la tolerancia son desconocidos, pero, a partir
de las edades citadas, so6lo en casos contados se producira una evolucion favorable vy,
ademas, la sintomatologia provocada por la ingestion de pequefias cantidades del
alimento suele ser grave, incluso con afectacion vital (anafilaxia) (Alvarado y col.,
2000). Ademas, la asociacién de la alergia a proteinas de leche de vaca con otras
alergias alimentarias es alta. Cabe destacar la asociacién con alergia a proteinas de
huevo, que ocurre hasta en un 50 % de los casos (Alonso y col., 2001) o a proteinas
de carne de vacuno, en 13 a 20% de los casos (Brill, 2008) y que puede llegar hasta el
92.9 % en algunos estudios (Martelli y col., 2002). La frecuencia de la sensibilizacién a
otros alimentos como pescado, soja o frutos secos varia segun los habitos alimenticios
de la poblacion.

Un ejemplo muy comun de reacciones cruzadas es el de las proteinas de leche
de distintos mamiferos. Las personas alérgicas a leche de vaca, a menudo se
sensibilizan contra leche de cabra y oveja por la alta similitud en la secuencia de las
principales proteinas de las tres especies. Por ello, en la mayoria de los casos de
alergia a proteina de leche de vaca, los anticuerpos IgE especificos también
reaccionan frente a las proteinas de leche de cabra y oveja (Restani y col., 1999). Sin
embargo, se han descrito ciertos casos de pacientes alérgicos a leche de cabra y
oveja y que no lo son a leche de vaca Estos casos afectan a nifios mayores y se

requiere una eliminacion muy estricta de la leche de oveja y cabra y productos

% Las pruebas de provocacion controlada consisten en la administracion controlada y gradual de
la sustancia sospechosa a través de diferentes vias: oral, conjuntival, nasal, bronquial, etc.,
para comprobar su tolerancia. Segun el sistema de cegado empleado, puede llevarse a cabo
de 3 formas: abierta, simple ciego y doble ciego.
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derivados pues las reacciones suelen ser mas severas que las que produce la leche
de vaca (Ah-Leung, y col., 2006).

La alergia a leche de vaca en adultos es rara, pero severa. Las dosis de
alérgeno que sensibilizan a este grupo son muy bajas y tanto las caseinas como las

proteinas de suero estan implicadas en el desarrollo de la alergia (Lam y col., 2008).

4. Caracteristicas de las proteinas alergénicas.

De los millones de proteinas distintas que constituyen los alimentos, sélo
algunas estan clasificadas como alérgenos. Se asume que tienden a ser proteinas
mayoritarias en el alimento, resistentes a la digestion y estables al procesado, sobre
todo al tratamiento térmico. Algunos alimentos, como la leche, huevos y cacahuetes
contienen varias proteinas alergénicas, mientras que otros (nuez de brasil, gambas...)
poseen un soélo alérgeno mayoritario. Debe destacarse que alimentos muy ricos en
proteinas, como la ternera, pollo, cerdo, etc., raramente dan lugar a reacciones
alérgicas, a pesar de contener una proteina muy similar a la que es el principal
alérgeno de las gambas (con la que comparte un 60% de homologia en cuanto a
secuencia de aminoacidos).

La secuencia de aminoacidos y las principales caracteristicas estructurales de
los alérgenos alimentarios mas comunes se conocen (Mills y Breiteneder, 2005). La
mayoria son glicoproteinas solubles con tamafios moleculares entre 10 (tamafo
minimo necesario para inducir una respuesta inmunitaria) y 70 kDa (tamafio maximo
que es absorbido por el sistema digestivo) y puntos isoeléctricos acidos (Sicherer y
Sampson, 2006), aunque no parece haber ningun patrén bioquimico caracteristico de
los alérgenos en general. S6lo algunas regiones de las proteinas son reconocidas por
el sistema inmunitario, bien por las células B, que son las productoras de IgE, bien por
las células T, también implicadas en el proceso. Tales regiones se denominan

epitopos y pueden ser lineales, es decir secuencias ininterrumpidas de aminoacidos, o
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conformacionales (reconocidos debido a la estructura tridimensional) (Figura 2). Dado
que todos los alérgenos deben ser capaces de hacer de puente entre moléculas de
IgE para causar desgranulaciéon, han de contener al menos dos epitopos reactivos

hacia dichos anticuerpos.

a) b)

Pl o b
W' W %

Figura 2. Epitopos lineales (a) y conformacionales (b).

El analisis in silico de los alérgenos (para relacionar secuencia, estructura y
propiedades alergénicas de las proteinas) pone de manifiesto que la mayoria de los
alérgenos alimentarios de origen animal, tienen homologos en el proteoma humano, lo
que puede condicionar la forma en que son reconocidos por el sistema inmunitario.
Jenkins y col.. (2007) han clasificado la mayoria de los alérgenos alimentarios de
origen animal en tres familias: tropomiosinas, proteinas con estructura EF y caseinas.
Las tropomiosinas de los mamiferos son idénticas a sus homélogas humanas en al
menos un 90%, mientras que las presentes en invertebrados so6lo se parecen en un
55%, y asi todas las alergias causadas por este tipo de proteinas proceden de
insectos. Por su parte, las proteinas con estructura EF tan sélo causan alergia cuando
proceden de ranas y peces, que son las que menos porcentaje de identidad presentan
con las humanas. Finalmente, las caseinas, se encuentran solamente en la leche de
los mamiferos y presentan un 53% de identidad en las secuencias de la mayoria de
ellos en comparaciéon con las humanas. Una vez clasificados los alérgenos de origen
animal, estos autores han intentado identificar posibles relaciones de la secuencia de

la proteina animal (estructura y propiedades alérgenas) con sus equivalentes
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humanos. Los resultados sugieren que un 54% de proximidad entre unas y otras es el
porcentaje que marca la barrera de sufrir o no alergia. En general, los autores apuntan
que aunque tedricamente, todas las proteinas animales son susceptibles de llegar a
ser alergénicas, en realidad, la probabilidad de que esta susceptibilidad desencadene
una alergia depende de la distancia evolutiva de las proteinas animales con las
humanas. Ademas, es una relacion directamente proporcional: a mas distancia
evolutiva, mayor riesgo.

De esta forma se explica por qué las personas con alergia a la leche de vaca
pueden tolerar, a menudo, la leche de yegua pero no la de cabra. Las proteinas de la
leche de yegua tienen un 66% de homologia con las proteinas de la leche humana,
mientras que los alérgenos conocidos de vacas y cabras no llegan al 54%. La leche de
yegua presenta menor distancia evolutiva con las proteinas humanas, lo que implica
menor probabilidad de alergia. Cuando la distancia es mayor, el organismo, al estar en
contacto con proteinas mas 'desconocidas’, podria reducir la capacidad del sistema
inmunoldgico, por lo que generaria alergia con mayor facilidad (Jenkins y col., 2007).

La mayor parte de los alérgenos resisten la proteolisis, la digestion y otras
formas de hidrolisis. La ruptura enzimatica o acida de las cadenas polipeptidicas
puede destruir tanto los epitopos conformacionales como los lineales. En términos
generales, se admite que el alérgeno debe mantener un determinado grado de
estructura a través del tracto gastrointestinal, resistiendo a la degradaciéon mediada por
enzimas proteoliticas, pH bajo y surfactantes, tales como fosfolipidos y sales biliares,
de modo que se produzcan fragmentos que contengan multiples epitopos, capaces de
producir una respuesta inmune. Por ello, la estabilidad a la digestion es considerada
como una de las propiedades comunes a los alérgenos alimentarios, e incluso, dado
que no hay métodos validados actualmente para predecir la alergenicidad, se usa
como criterio para evaluar el potencial alergénico de los alimentos que contienen

proteinas transgénicas. Sin embargo, la informacién disponible sobre las bases
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estructurales de la estabilidad y resistencia de los alérgenos a la digestion es muy
limitada, asi como sobre las caracteristicas de los fragmentos resultantes de la
digestion que determinan su unién a IgE.

Muchas proteinas alergénicas son resistentes al calor. Este, promueve la
desnaturalizacion y la pérdida de los epitopos conformacionales de unién a IgE. Por
ejemplo, en el caso de las seroproteinas lacteas, el tratamiento térmico reduce su
antigenicidad, pero retienen alguna, incluso cuando se someten a un tratamiento
térmico intenso. Ademas, la respuesta de diferentes pacientes alérgicos a la leche de
vaca frente a proteinas calentadas varia, lo que ilustra la dificultad de usar el
tratamiento térmico como un proceso hipoalergénico. Otros alérgenos alimentarios son
sensibles a la desnaturalizacion por el calor (por ejemplo, los presentes en frutas
frescas y vegetales), y otros alimentos, como los cacahuetes, contienen alérgenos
termoestables y termolabiles. Debe destacarse que, en muchas ocasiones, se ha
ignorado la influencia del procesado aunque varios estudios subrayan que puede
inducir cambios estructurales que modulan la alergenicidad de las proteinas
(Bredehorst y David, 2001). La base molecular de estos cambios radica en la
inactivacion o destruccion de las estructuras de los epitopos, pero también puede
favorecerse el acceso a epitopos encriptados por desdoblamiento de la proteina, o la
formacion de epitopos nuevos a consecuencia de nuevos plegamientos tras la
desnaturalizacion del alérgeno (Besler, 2001). A la hora de evaluar el efecto del
procesado es muy importante tener en cuenta la presencia en el alimento,
conjuntamente con las proteinas, de azucares, lipidos, agentes oxidantes e incluso
otras proteinas, cuyas interacciones durante el tratamiento o conservacion posterior
pueden tener incidencia en su alergenicidad (Moreno, 2007). La glicosilacion mediante
reaccion de Maillard es, probablemente, la modificacién covalente mas importante que
sufren las proteinas durante el calentamiento y/o almacenamiento de los alimentos.

Como consecuencia de los efectos de la glicosilacion en las propiedades de las
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proteinas, es de esperar que su digestibilidad se vea alterada, con importantes
consecuencias en sus propiedades nutritivas y bioldgicas, al condicionar la produccion
de distintos productos de degradacién y su absorcion intestinal (Maleki, 2004), aunque

son necesarios estudios que comprueben su alergenicidad.

5. Las proteinas lacteas como alérgenos

La alergia a la proteina de leche de vaca es una patologia claramente asociada
a la lactancia artificial, ya que sélo un 0.5% de los nifios amamantados la sufre, y esto
probablemente sea debido a la presencia de antigenos bovinos en la leche materna,
como consecuencia de la dieta de la madre. La leche de vaca contiene mas de 20
proteinas, todas ellas potencialmente alergénicas, si bien las descritas como mas
alergénicas son B-lactoglobulina (sin homologa en la leche humana) y a-lactoalbdmina
de las proteinas de suero y las caseinas (El-Agamy, 2007). La leche de vaca
constituye generalmente el primer alérgeno que entra en contacto con el sistema
inmune de los nifos. Al comparar la leche de vaca y humana se deducen importantes
diferencias cuantitativas y cualitativas. Por un lado, el contenido proteico en la leche de
vaca es tres veces mayor que en la de mujer, y por otro lado, mientras que en la leche
de vaca, el balance seroproteinas:caseinas es del 20:80, en la leche de mujer dicha
proporcion es del 60:40 (aunque puede diferir de unas madres a otras). Ademas, la p-
lactoglobulina, proteina mayoritaria de las proteinas de suero bovino, no tiene
homoéloga en la leche humana.

La B-lactoglobulina se incluye dentro de la familia de las lipocalinas por su
estructura de barril-B y su capacidad para unir ligandos (Kontopidis y col., 2004). A
esta familia de proteinas se le atribuye un gran potencial alergénico. La B-Lg es muy
estable y compacta a pH acido, ademas ofrece una importante resistencia a las

proteasas; de esta manera, tras la digestidbn gastrointestinal, parte de la molécula
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puede permanecer intacta, aumentando asi la probabilidad de absorcién intestinal,
tanto de los péptidos formados como de la proteina sin hidrolizar. En general, puede
afirmarse que la B-Lg posee numerosos epitopos distribuidos a lo largo de toda la
molécula. Estas regiones pueden estar localizadas en zonas hidrofobas de la proteina,
inaccesibles para los anticuerpos IgE en la conformacion nativa de la proteina, pero
biodisponibles después de la digestibn. La estructura tridimensional es una
caracteristica importante de la B-Lg pero, aparte de los epitopos conformacionales,
diversos estudios han hecho posible establecer un mapa de la B-Lg con los epitopos
lineales. Los epitopos de la B-Lg reconocidos por mas del 90% de los individuos
empleados en este estudio, correspondieron a los fragmentos (41-60), (102-124) y
(149-162), en un segundo grupo se puden incluir los fragmentos (1-8), (25-40) y (92-
100) de inmunorreactividad intermedia, reconocidos por el 58-72% de los sueros. Por
ultimo las secuencias (9-14), (78-83), (84-91) y (125-135) fueron menos reactivas,
reconocidas por el 40% de los sueros (Sélo y col.,, 1999). Jarvinen y col., (2001)
emplearon decapéptidos sintéticos con los que se cubrio la secuencia completa de la
B-Lg. En sus ensayos, con sueros de pacientes alérgicos, identificaron 7 regiones
reconocidas por IgE. Ademas, en este trabajo se proponen varios epitopos como
marcadores en el pronostico de alergia persistente a leche de vaca, aunque son
resultados que precisan confirmacion.

La secuencia de la a-lactoalbumina (a-La) bovina presenta gran similitud con la
a-La humana. Las secuencias reconocidas por IgE se sitian en zonas de la molécula
muy hidrofébicas en las que la prediccion de la antigenicidad es complicada y/o en
secuencias de la molécula que guardan una gran homologia con la a-La humana y es
dificil su reconocimiento. Sharma y col., (2001) han descrito en la a-La un fragmento
altamente inmunorreactivo (42-49), que constituye un bucle de union entre dos

cadenas antiparalelas, conformacion que también se ha encontrado en la B-Lg y en la
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lactoferrina, por lo que estos autores sugieren que ésta ultima también es una proteina
alergénica. Otra proteina que se encuentra en bajas cantidades en el suero, como la
seroalbumina bovina, también puede producir reacciones alérgicas (Wal, 2001).

En cuanto a las caseinas, considerando su estructura tan poco compacta, y
dado que son rapida y exhaustivamente degradadas por proteasas, a menudo se ha
considerado que el poder inmunogénico de las caseinas era pobre, sin embargo, se
encuentran entre las proteinas mas alergénicas de la leche. La mayoria de los
pacientes alérgicos a la fraccion de caseinas presenta sensibilizaciéon a cada una de
las 4 caseinas (Wal, 2004). Probablemente se produce una cosensibilizaciéon a las
diferentes caseinas tras la disrupcién de las micelas de caseinas durante el proceso
digestivo. Por otro lado, también se atribuye a posibles mecanismos de reaccion
cruzada en los que estarian implicadas las regiones conservadas. En este sentido, se
ha observado que la B-caseina bovina induce una elevada respuesta de IgE a pesar
de ser una proteina abundante en la leche humana y de que las secuencias de p—
caseina bovina y humana presenten una elevada homologia (58%). En concreto,
varias de las regiones mas conservadas en la proteina bovina y en la humana
contienen zonas con residuos de serina fosforilados responsables de reactividad
cruzada (Bernard y col., 2000). En cuanto a las as-caseinas, cabe resaltar que algunos
de los principales epitopos son continuos y se localizan en regiones hidrofébicas de la
molécula, sélo accesibles, cuando ésta ha sido desnaturalizada o degradada
(Spuergin y col., 1996). También se ha observado que los epitopos reconocidos por
IgE especificos frente a ags-caseina son distintos segun se trate de pacientes con

alergias a la leche de vaca persistente o transitoria (Chatchatee y col., 2001).
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6. Diagnéstico

Alrededor de un 1-4% de los adultos europeos y entre un 6-8% de los nifios
menores de 3 afios han sido diagnosticados con algun tipo de alergia alimentaria,
aunque la percepcion de los consumidores es que tales enfermedades son mucho
mas comunes Yy, segun un reciente estudio de la Comisién Europea, alrededor de un
30% de la poblaciébn cree sufrir algin tipo de alergia alimentaria. Tales
autodiagnosticos son normalmente erroneos y tienden a implicar al alimento
equivocado o a demasiados alimentos que, de este modo, son excluidos
innecesariamente de la dieta. Si se han incrementado los casos severos que cursan
con asma vy, de hecho, las alergias alimentarias se han convertido en la causa mas
comun de reacciones anafilacticas graves en paises industrializados. Lo que es
indudable es que la preocupacién por este tema si ha aumentado y cada vez mas
personas acuden a la consulta de los médicos especialistas en estos temas. Ademas
de producir problemas respiratorios cronicos, la alergia interfiere con el crecimiento y
desarrollo normal, puede causar discapacidad fisica y supone importantes cargas
sociales y economicas, la ultima de las cuales se ha estimado en los EE.UU. que
exceden los 4.5 millones de euros al afio, s6lo para la rinitis.

Debido a la variedad de sintomas implicados, la diagnosis de las alergias
mediadas por IgE es a menudo dificil (Bischoff y Crowe, 2005). Primero debe existir
una asociacion entre el consumo de uno o mas alimentos y el desencadenamiento de
una reaccion adversa, para lo que debe recurrirse a un alergblogo, que tras una
exhaustiva historia clinica, se valdra de dietas de eliminacion y pruebas concretas de
ingestion del alimento sospechoso, y no confiar en el autodiagnostico. A continuacién,
debe probarse la existencia de un mecanismo mediado por IgE, para lo cual se recurre
a pruebas cutaneas con extractos del alimento sospechoso, que se efectuan aplicando
extractos diluidos del alimento en cuestion, o del alérgeno puro o semipuro, mediante

una pequefia puncion o arafiazo. Tras 10-30 minutos se compara el halo (3 mm o
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mas) con el producido por un control negativo que contiene sélo el diluyente. Un
resultado negativo excluye con fiabilidad la implicacion de IgE, pero los resultados
positivos tienen menos valor predictivo.

Para el diagnostico de alergia a leche de vaca, una primera aproximacion,
ademas de anamnesis completa, son las pruebas cutaneas (habitualmente prick test)
o la determinacién de IgE especifica sérica, siendo la técnica mas comun el test
radioalergosorbente (RAST), imprescindible en pacientes con dermatitis atépica en los
que no es posible efectuar pruebas cutaneas. En la rutina clinica, se emplea el sistema
ImmunoCAP que usa extractos de alérgenos naturales o alérgenos recombinantes en
un soporte solido. Valores superiores a 2.5 kUI/L (kilo unidades internacionales de IgE
especifica por litro, klU/L: 1lU= 2.4 ng de IgE, Standard WHO 75/502) de IgE
especifica tienen un valor predictivo positivo de un 90%. Debe destacarse que han
sido importantisimos los progresos realizados durante los ultimos afios en cuanto a la
secuenciacion, clonacion, y expresion de los alérgenos mas comunes. Ademas, se
estan realizando muchos esfuerzos encaminados al desarrollo de métodos de
screening econdmicos y rapidos que permitan la deteccion de IgE en sueros,
empleando la minima cantidad de suero y analizando simultaneamente cientos de
alérgenos (microarrays de alérgenos).

En el caso de necesitar confirmacion de la existencia de alergia a proteinas de
leche de vaca, por ejemplo en pacientes que no manifiestan reacciones muy severas
frente a ésta, se puede usar como prueba definitiva el test de provocaciéon a doble-
ciego (es ciego para el paciente y para el médico) controlada con placebo. Consiste en
la administracion controlada del alimento totalmente disfrazado (por ejemplo secado y
encapsulado, o formando parte de otro alimento) a diferentes dosis, asi como una
variedad de placebos. En el lactante, la provocacion abierta o a ciego simple, puede

ser suficiente si es negativa o cuando ofrece un resultado positivo claro.

213



Capitulo 10

7. Tratamiento

Actualmente no existen tratamientos curativos para las alergias alimentarias,
por ello la prevencion de la aparicion de alergias en el caso de nifios con riesgo ha
acaparado mucho interés. Sin embargo, los estudios clinicos sugieren que el
desarrollo de alergias alimentarias puede retrasarse, pero no evitarse. Contribuyen a
retrasar la aparicion de alergias: la lactancia materna, el evitar alimentos alergénicos
durante los primeros meses o afios de vida y el uso de formulas infantiles
hipoalergénicas.

Una vez tratada la reaccidon que provoca la alergia, la estricta eliminacion del
alérgeno que provoca la reaccion es el tratamiento preventivo mas recomendado. Es
muy importante la identificacion inequivoca de los alérgenos especificos pues la
eliminacion de ciertos alimentos, sin fundamento, de la dieta puede causar problemas
nutricionales y retraso en el crecimiento (Eigenmann y col., 2008). En estos casos, la
calidad de vida de los pacientes y sus familiares es mala, pues es necesario que el
paciente esté entrenado para reconocer los distintos signos que indican su presencia,
asi como los ingredientes que puedan contenerlo, cuando elige alimentos envasados y
que extreme las precauciones cuando consuma alimentos ya preparados porque
tienen que fijarse mucho en lo que comen y esto altera mucho su dia a dia, su ambito
social, etc. (por ejemplo, nifios que no pueden quedarse en los comedores escolares,
salidas fuera de casa...).

Una alternativa a la evitacion del alimento es el consumo de alimentos o
ingredientes proteicos hipoalergénicos. El desarrollo de alimentos hipoalergénicos
tiene como objetivo proporcionar productos tolerables por personas alérgicas. La
modificacion de las proteinas durante el procesado puede considerarse una estrategia
sencilla y eficaz, sin embargo la mayoria de los alérgenos de las proteinas lacteas
resisten el tratamiento térmico y la fermentacién, de modo que no todos los procesos

empleados en la industria alimentaria son adecuados para eliminar la alergenicidad. La
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hidrélisis enzimatica es una estrategia comunmente empleada para reducir la
alergenicidad de la leche de vaca (Hays y Wood, 2005). De hecho, las empresas
lacteas han realizado un gran esfuerzo para producir las férmulas infantiles
hipoalergénicas y que han disefiado a partir de leche o de proteinas de leche mediante
hidrolisis enzimatica. En principio, se asume que la hidrélisis de las proteinas de la
leche reduce considerablemente su alergenicidad, sin embargo, hay estudios en los
que se muestra que anticuerpos IgE especificos de pacientes alérgicos reconocen
productos de digestion enzimatica de proteinas de suero o caseinas, incluso con
férmulas extensamente hidrolizadas (Ragno y col., 1993). Estas reacciones adversas
pueden atribuirse tanto a contaminaciones cruzadas con las proteinas nativas y otros
antigenos en la linea de fabricacion del alimento (Hgst y Halken, 2004), como a la
antigenidad residual que estas formulas puedan retener. Por ello se estan proponiendo
métodos alternativos como el uso de altas presiones hidrostaticas antes y durante la
hidrélisis enzimatica (Bonomi y col., 2003, Chicén y col., 2006). Por ejemplo la
aplicacion de 400 MPa durante la hidrélisis de B-Lg bovina fomenta la rapida
produccién de fragmentos de tamafios intermedios, que mas tarde, son hidrolizados a
fragmentos menores. Ademas la proteina intacta se elimina en pocos minutos con una
considerable reduccién en la antigenicidad del hidrolizado (Chicén y col., 2008). Esto
conduce a la produccion de hidrolizados con baja capacidad de unién a
inmunoglobulina I9G e IgE y con potencial alergénico reducido, en comparacion a los
obtenidos por hidrélisis enzimatica convencional (Pefias y col., 2006).

La desensibilizacién o inducciéon de tolerancia puede ser una alternativa para
aquellos nifios que no han alcanzado la tolerancia espontanea (Zapatero y col., 2008).
En los ultimos afios, la induccién de la tolerancia administrada por via oral o sublingual
ha adquirido cada vez mayor atencién. Varios estudios han demostrado que un
numero considerable de pacientes alérgicos puede tolerar gradualmente crecientes

cantidades de alérgenos conocidos, incluidos la leche, huevo, mani, y avellana
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(Patriarca y col. 1998). Los resultados de estos tratamientos van desde la proteccién
contra la exposicion accidental a la plena tolerancia de grandes porciones de
alérgenos. Sin embargo, la mayoria de estos estudios se han realizado con un numero
limitado de pacientes y pocos protocolos de dosificacién. El principal inconveniente
radica en el hecho de que no se conoce con certeza la duracion del efecto y, por tanto,
hasta qué punto y durante cuanto tiempo los pacientes pueden dejar de tomar el

alimento sin riesgo.

8. Perspectivas futuras

Las nuevas tendencias en el diagnostico de las alergias alimentarias se centran
en dos areas: la determinacion de la correlacion clinica entre las pruebas cutaneas y
los niveles de IgE sérica especifica, y de ambos con la probabilidad de desarrollar
sintomas clinicos tras una exposicion oral, y en la busqueda de marcadores de
tolerancia para predecir el desarrollo de tolerancia oral en nifios. Sin embargo, en una
revision reciente sobre el valor predictivo de los niveles de IgE para el diagnéstico de
la alergia a la leche de vaca, no parece haber acuerdo entre los estudios realizados
hasta el momento (Sopo y col., 2007).

Para el tratamiento, se estan intentando disenar terapias inmunomoduladoras,
que se basan en la hipétesis de que el tipo de respuesta inmune generada por un
alérgeno depende del perfil de citoquinas que liberan las células T. La aplicacion con
éxito de las nuevas terapias inmunomodulatorias esta condicionada a que se
comprueben cuidadosamente sus efectos secundarios, como toxicidad,
sobrestimulacion de respuestas inmunes tipo Th1, autoinmunidad o efectos a largo
plazo de la supresién de anticuerpos IgE circulantes. En cualquier caso, suponen una
esperanza para los pacientes que no disponen de una terapia especifica (Nowak-
Wegrzyn, 2003). También, se estan ensayando inmunoterapias con alérgenos

recombinantes, que es posible que permitan configurar inmunoterapias a la medida de
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las necesidades de cada paciente y otras terapias ensayan con anticuerpos
monoclonales humanizados y adyuvantes bacterianos en combinacion con las
vacunas de proteinas modificadas o péptidos. En este sentido debe sefialarse que los
probiéticos B. lactis Bb12 y Lb. rhamnosus GG ya se han empleado con éxito para
disminuir el eczema atdpico en lactantes (Isolauri y col., 2000).

Hay que resaltar que las alergias alimentarias cada vez preocupan mas tanto a
la industria alimentaria, como a biotecnélogos, médicos, consumidores y pacientes y
es labor de todos proporcionar los medios para solucionarlas. El mejor conocimiento
de los alérgenos alimentarios, y de los mecanismos implicados en las reacciones
alérgicas, estan contribuyendo de forma prometedora a nuevas formas de diagnostico

y terapeutica, con sus implicaciones sobre la prevencion.
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Estructura y funcionalidad del glicomacropéptido bovino
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Tel. 915622900 Fax 915644853

E-mail: j.moreno@ifi.csic.es y rosina@ifi.csic.es

1. Caracteristicas generales del caseinmacropéptido bovino.

El caseinmacropéptido (CMP) es el fragmento C-terminal liberado por la accién
proteolitica de la renina sobre la «-caseina durante las etapas iniciales de la
fabricacién del queso o por la accion de la pepsina durante el proceso de digestion
gastrica. La k-caseina se hidroliza por el enlace Phe'®-Met'®, formandose dos
polipéptidos muy diferentes: la para-k-caseina (que comprende los residuos 1-105),
ligeramente cationica a pH 6.6, hidrofébica y poco soluble y el CMP (residuos 106-
169), fuertemente polar por lo que difunde hacia la fase acuosa, eliminandose durante
el desuerado con el suero de queseria (Delfour y col.,, 1965). EI CMP se halla en
concentraciones relativamente elevadas (1.2-1.5 g/L) en los sueros de queseria, y
supone aproximadamente el 15-20% (p/p) del contenido total de proteinas en el suero
bovino (Marshall, 1991; Saito y col., 1991). EIl CMP es un péptido de caracter acido
debido a que posee un punto isoeléctrico en torno a 4-5, presenta una elevada
solubilidad y termoestabilidad, y puede existir en mdltiples isoformas debido a que
puede poseer un gran numero de modificaciones post-traduccionales (fosforilacion y
glicosilacion), ademas de diferentes variantes genéticas, al igual que ocurre con la
k-caseina. En la tabla 1 se recoge a modo de resumen las variantes genéticas con las
sustituciones de aminoacidos que las caracterizan, asi como los lugares de

glicosilacion y fosforilacion que contribuyen a la heterogeneidad del CMP bovino.

223



vee

(1002) 102 A oqe (9861) "109 A uewaalp
(G661) U097 B BJION (¥661) "10o £ ouesid
(9661) 100 A zoimanjuIly (g661) 1U0DT B B0
(1861) 4810181\ (9661) 100 A zoimanjuly (6661) |02 A Biaquazulg
(¥002) "109 A puejioH (#002) "109 A puejioH (9661) ‘109 A 19GI00D
(£002) '02 A [01onEID (€002) "l02 A [o1ene|D (8861) 100 A sopuexs|y (£261) ‘109 A o018
[EA-BIV-IY L-19S-1y L
-[BA-U|D-[EA-IU L-USY-8]||-N|D-01d-0ld
|._mw|3_mu|®__|_m>|3_muuo._&|._mwun_w<
-N|9-NS7-IY L-B|V-[eA-IY 1-19G-N|D
-[BA-BIY-NID-IY -1y -0id-Iy [ -18S
1S eal end gl gl (H/O -1y -01d-n|9-A|9-18S-|W¥-3||-IyL-USyY
6019 eail enQogl gel (3| -ail-auL-oig-e-nio-1yL-sAT1-dsy-uio
mm—.m mmrn_l ww—.< mm—._ mm_.n_l ANm |Cw<lw>le>l_|O._n_uo._n_lw__lm_(lww_\/_
mwT_. NvT_.:lw mmrm mmF_ wv_\< @mr_ mmT_u ADHO\m
miw nmrw mmr._.\mmr._. mmT_. va_. FNT_. mmvw mmv_ wvrﬁ_ me_. mmT_. An_\< A®®r|©0rvu— ZOnv—
uoloe|110}s0} 9p sasebn uoloe|1so91|b ap saltebn 092139uab owsiowijod (v sjueriea)
o h o b b e " b ellewlld einjonijs3j

"BUIAOQ BUJOSED-3 B| 8P SOPIOBOUIWE 8P BIOUSNDSS B| US Bpesed B)se einjejouswou e "peplauabolaloy
ns us sepeoldwi ssjeuoloonpeli-}sod ssuooelIPOW A SEonRUBl SajuBLIBA ‘OUINOG JIND 8P Bolploeoulwe ugioisodwo) ‘| ejqel

L1 oinjded



Capitulo 11

En cuanto a las estructuras de los CMPs ovino y caprino, se puede encontrar
informacioén especifica en el trabajo de revision realizado por Manso & Lopez-Fandifio
(2004).

Como se observa en la tabla 1, se han descrito hasta 11 variantes genéticas
para la k-caseina, siendo las variantes A y B las mas frecuentes en leche bovina.

136

Estas variantes se diferencian por dos sustituciones aminoacidicas: Thr'*® y Asp'*® en

136 148

la variante A, por lle”™™ y Ala™™® en la variante B. Respecto al grado de fosforilacion, se
han descrito tres lugares posibles de modificacion. La Ser'*® siempre esta fosforilada,
por lo que todas las moléculas de CMP bovino contienen, al menos, un grupo fosfato
(Vreeman y col., 1986; Mollé & Léonil, 1995; Rasmussen y col., 1997). Debido a que
se han identificado formas de CMP bovino difosforilado, aunque en unos niveles
mucho mas bajos que la forma monofosforilada, se ha propuesto un posible segundo
lugar de fosforilacién en la Ser'? que, a diferencia de la Ser'*®, sélo se encuentra
parcialmente fosforilada. Ademas, Mollé & Léonil (1995) identificaron CMP bovino
trifosforilado, aunque no determinaron el tercer lugar de fosforilacion. Las formas
mono-, di- y tri-fosforiladas fueron cuantificadas y supusieron un 78%, 20% y 2%,
respectivamente.

Las formas glicosiladas representan alrededor del 50% del CMP bovino, y son
conocidas bajo el nombre genérico de glicomacropéptido (Vreeman y col., 1986). En la
k-caseina bovina se han caracterizado 5 estructuras glicosidicas de tipo-mucina
formadas por residuos de acido sialico, concretamente N-acetil neuraminico (NeuAc),
galactosa (Gal) y N-acetil galactosamina (GalNAc) (Saito & Itoh, 1992), las cuales son
descritas a continuacion: i) monosacarido GalNAc-O-R, ii) disacarido GalB1-3GalNAc-
O-R, iii) trisacarido NeuAca2-3 GalB1-3GalNAc-O-R, iv) trisacarido Galp1-3(NeuAc a2-

6)GalNAc-O-R, v) tetrasacarido NeuAca2-3GalB31-3(NeuAc a2-6)GalNAc-O-R.
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Estos carbohidratos se unen a la cadena peptidica a través de enlaces O-glicosidicos
entre la GalNAc y los residuos de Ser o Thr. Todos los lugares potenciales de
glicosilacion de la k-caseina se encuentran en la regién perteneciente al CMP. Asi, los
residuos Thr'®', Thr'** Thr'® (variante A), y Thr'*? parecen ser los lugares de

glicosilacion mas importantes, aunque también han sido propuestos como lugares

135 141

potenciales de glicosilacion los residuos Thr'®, Thr'®* y Ser'*' (Kanamori y col., 1980;
Pisano y col., 1994; Takeuchi y col., 1985; Zevaco & Ribadeau-Dumas, 1984). Mas
recientemente, se ha procedido a la identificacion de los lugares de glicosilacion por
técnicas proteébmicas lo que ha permitido revelar que los principales residuos
glicosilados son Thr'®', Thr'*? y Thr'*® (Holland y col., 2004). La microheterogeneidad
del CMP a nivel glicosidico no soélo engloba la diversidad de estructuras de
oligosacaridos, sino también el numero y la localizacion de estas estructuras a lo largo
de la cadena polipeptidica. Asi, Mollé & Léonil (1995), identificaron hasta 14 formas
glicosiladas diferentes de CMP bovino de la variante genética A, ademas de las formas
no glicosiladas.

El CMP es un péptido multifuncional con un gran numero de posibles
aplicaciones biolégicas como han puesto de manifiesto una serie de trabajos de
revision publicados durante la Gltima década (Abd El-Salam y col., 1996; Brody, 2000;
Dziuba & Minkiewicz, 1996; Manso & Lopez-Fandifio, 2004; Thoma-Worringer y col.,
2006). Diversos estudios que han abordado la relacién estructura-actividad del CMP
han determinado la importancia de ciertos aspectos estructurales sobre la funcién
bioloégica ejercida. Particularmente, las bioactividades basadas en las interacciones
con componentes celulares estan estrechamente relacionadas con el contenido y
estructura de los oligosacaridos, mientras que otras actividades que pueden ser

ejercidas por pequefios péptidos contenidos en la cadena aminoacidica dependen

exclusivamente de la estructura primaria. La potencial utilidad del CMP como un
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compuesto bioactivo multifuncional esta avalada por diversos estudios que han
detectado la presencia de los CMPs bovino y humano en concentraciones
fisiolébgicamente activas en el plasma sanguineo de recién nacidos y adultos
(Chabance y col., 1995; Chabance y col., 1998). En este sentido, varios estudios in
vivo han mostrado que el CMP es liberado intacto en el estomago y sélo sufre
hidrélisis parciales tras la accion de las enzimas pancreaticas (Fosset y col., 2002;
Ledoux y col., 1999), aunque el nivel de proteolisis puede variar en funcion del grado
de glicosilaciéon (Boutrou y col., 2008). Ademas, el CMP de origen ovino ha mostrado
tener una vida media en plasma muy larga tanto en humanos como en cobayas (Qian
y col., 1995). Por ultimo, se han encontrado varios fragmentos activos de la k-caseina
en el torrente sanguineo de humanos vy ratas, evidenciando la resistencia y posterior
absorcion de secuencias activas de péptidos, generados tras su digestion in vitro e in
vivo (Chabance y col., 1998; Fosset y col., 2002).

Por otra parte, al CMP también se le han atribuido una serie de propiedades
funcionales de tipo tecnoldgico que contribuyen al interés de su uso como ingrediente
en el disefio de nuevos alimentos con propiedades beneficiosas para la salud. Ademas
de su elevada solubilidad y termoestabilidad, el CMP bovino posee una buena
capacidad emulsionante, con un maximo de actividad observado a pH alcalino y un
minimo en el rango de pH entre 4.5 y 5.5 (Martin-Diana y col., 2005). Sin embargo, la
estabilidad de la emulsion del CMP tratado térmicamente disminuy6 tras 24 horas de
almacenamiento (Chobert y col., 1989; Minkiewicz y col., 1996; Moreno y col., 2002).
Resultados mas recientes han mostrado que el CMP bovino no-glicosilado tiene
mejores propiedades emulsionantes, incluyendo una mayor estabilidad de la emulsién,
que el CMP glicosilado (Kreufs y col., 2009). Estos autores indicaron que las
estructuras glicosidicas favorecen una combinacién de efectos hidrofilicos,

electroestaticos y estéricos impidiendo una adsorcion ordenada de las moléculas del
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CMP glicosilado en la interfase aceite/agua, mientras que el CMP no-glicosilado forma
una red muy estable en la propia interfase. EI CMP modificado covalentemente con
disacaridos o acidos grasos puede presentar una funcionalidad mejorada e, incluso,
aumentar su actividad biolégica (Moreno y col., 2002; Wong y col., 2006). El lector
puede encontrar informacion adicional sobre las propiedades funcionales tecnoldgicas
del CMP y su incorporacion en la matriz del alimento en el articulo publicado por
Thoma&-Worringer y col. (2006).

Se han descrito distintos métodos para la purificacion y aislamiento del CMP,
basados, principalmente, en técnicas cromatograficas o de separacion con
membranas como la ultrafiltracién, siendo esta Ultima la mas empleada por la industria
debido a la mayor facilidad de escalado y bajo coste. La mayoria de los métodos de
ultrafiltracion hacen uso del efecto que tiene el pH sobre el peso molecular del CMP,
que permite modificar su volumen hidrodinamico y separarlo de otras proteinas séricas
(Kawasaki y col., 1993a). Los cambios inducidos por el pH en el peso molecular del
CMP han sido atribuidos a asociaciones del mismo CMP a través de interacciones no-
covalentes que conducen a la formacion de oligébmeros a pH neutro, los cuales se
disocian parcialmente a pH &acido (Kawasaki y col., 1993a; Xu y col., 2000). Sin
embargo, existe cierta controversia sobre este comportamiento como puede deducirse
de otros trabajos publicados (Mikkelsen y col., 2005a; Minkiewicz y col., 1996). Otros
métodos de aislamiento utilizan la alta estabilidad térmica que presenta el CMP en
comparacioén con otras proteinas del suero, las cuales experimentan un proceso de
desnaturalizacion y posterior agregacion a 90°C, facilitando su posterior separacion
por ultrafiltracion (Martin-Diana y col., 2002; Metwally y col., 2001). Una alternativa a la
separacion del CMP de las proteinas del suero es el tratamiento de la caseina micelar
con quimosina para obtener una solucién enriquecida en CMP, como paso previo a la

concentracién por microfiltracién o diafiltracion (Thoméa & Kulozik, 2004).
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Respecto a su produccion recombinante, se ha obtenido CMP humano no-
glicosilado expresado en Escherichia coli con un elevado rendimiento (Liu y col.,
2008). Ademas, se ha obtenido CMP humano glicosilado recombinante empleando
levaduras, aunque el grado de glicosilacion resultante fue sensiblemente inferior al del
CMP bovino original (Kim y col., 2005). También, se ha experimentado con conejos
transgénicos para producir leche con niveles elevados de «-caseina con bajo
contenido en Phe. En este caso, hasta cuatro de los cinco residuos de Phe pudieron
ser mutados en la proteina recombinante, manteniendo su capacidad para formar
micelas y su digestibilidad hacia la quimosina (Baranyi y col., 2007).

Considerando los diferentes procesos disponibles para la produccién del CMP,
y la importancia de su estructura, y en particular la glicosilacion, en sus actividades
biolégicas, es necesario determinar si la metodologia empleada para la obtencién del
CMP influye en su estructura y actividad (Li & Mine, 2004a; Lieske y col., 2004;
Thomé&-Worringer y col., 2006). Finalmente, es necesario indicar que los procesos
tecnologicos, tales como el tratamiento térmico, y el posterior almacenamiento del
CMP podrian afectar a su grado de glicosilacion y/o estabilidad quimica (Lieske y col.,

2004).

2. Bioactividad del caseinmacropéptido glicosilado.

El contenido en acido sialico del CMP es muy determinante en cuanto al tipo de
actividad biolégica que pueda desarrollar. Los acidos sialicos son unos derivados de
los monosacaridos, formados como consecuencia de la condensacion aldélica entre el
acido piravico y una N-acetil hexosamina (Figura 1). Se han encontrado elevadas
cantidades de este carbohidrato formando parte de gangliésidos y glicoproteinas en el
cerebro y en el sistema nervioso central, contribuyendo al correcto funcionamiento de

los receptores de membrana, de las membranas celulares y al desarrollo normal del
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cerebro. De este modo, un experimento in vivo con lechones mostré6 que la
administracion exdgena de acido sialico produjo un aumento en la produccion de
gangliésidos con acido sialico en el cerebro, mejorando la capacidad de aprendizaje.
(Wang y col.,, 2001; Wang y col., 2004). De hecho, este efecto pudo ser también
observado tras la inclusién de CMP en la dieta de los animales como fuente de acido
sialico, y se relacion6 con una mayor concentracion de sialoglicoproteinas presentes
en la corteza cerebral frontal y con unos niveles mayores de RNA mensajero de dos

genes implicados en la capacidad de aprendizaje (Wang y col., 2007).

CH,OH

H—|——OH
H—|——OH
NH 0 COOH

0 ——=0O

OH H

- R = CHj3, N-acetil neuraminico (NeuAc)
- R = CH,0H, N-glicolil neuraminico (NeuGc)

Figura 1. Estructura de los acidos sidlicos presentes en el CMP bovino
(NeuAc), ovino (NeuGc) y caprino (NeuAc + NeuGc).

La k-caseina y el CMP interaccionan con toxinas, virus y bacterias, ejerciendo

una serie de actividades beneficiosas para la salud mediadas fundamentalmente por la
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fraccion glicosidica. Esto es debido a que un gran numero de patégenos y
enterotoxinas pueden adherirse a ciertas células tras ser reconocidos por receptores
compuestos por oligosacaridos (Dziuba & Minkiewicz, 1996). De este modo, la «-
caseina humana inhibié la adhesién de Helicobacter pylori a diferentes secciones de la
mucosa estomacal (Strémquist y col., 1995). Igualmente, el CMP es considerado como
un ingrediente con capacidad para prevenir los des6rdenes gastrointestinales
causados por patogenos tales como el Vibrio cholerae, ya que interacciona con la
toxina del célera, inhibiendo la uniébn de ésta a los gangliésidos. Esta actividad
desaparecié cuando fue eliminado el acido sialico del CMP (Kawasaki y col., 1992; Oh
y col., 2000). La presencia de acidos sialicos sobre la superficie de las células diana es
necesaria para que se produzca la infeccion del virus influenza. Por ello, sustancias
que contengan acidos sialicos pueden proteger a las células de la infeccién. Asi, se ha
comprobado que los CMPs bovinos con acido sialico impiden la hemoaglutinacion del
virus influenza (Kawasaki y col., 1993b). De una forma similar, los residuos de acido
sialico son los responsables de que el CMP interaccione con patégenos tales como la
Salmonella enteriditis y con el enterohemorragico Escherichia coli 0157:H7 (Nakajima
y col., 2005). Sin embargo, la actividad anti-adherente del CMP muestra una fuerte
dependencia con el tipo de cepa del patégeno, lo que indica que los resultados
obtenidos en este tipo de ensayos pueden estar condicionados por multiples factores
entre los que se incluyen el grado de glicosilacion del CMP empleado en los
experimentos, asi como el uso de diferentes metodologias de ensayo y/o lineas
celulares (Briick y col., 2002; Brick y col. ,2003a; Briick y col., 2006a; Rhoades y col.,
2005). Ademas, existe actualmente una falta de conocimiento a nivel molecular de
ciertos receptores celulares de diferentes cepas de bacterias patdgenas y no-
patégenas que puede dificultar la interpretacion de los resultados. Por ultimo, una serie

de estudios in vivo han demostrado que el CMP es capaz de paliar diarreas
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provocadas por Escherichia coli en monos Rhesus, a la vez que facilita un aumento en
la absorcion de zinc (Briick y col., 2003b; Kelleher y col., 2003).

Por otra parte, el CMP glicosilado humano y bovino puede fomentar el
crecimiento de bacterias del género Bifidobacterium, tales como B. breve, B. bifidum, y
B. infantis (Azuma y col., 1984; Idota y col.,, 1994; Metwally y col., 2001). La
administracién de leche con un 2% de CMP produjo un aumento in vitro de B. lactis en
comparaciéon con leches no enriquecidas en CMP (Janer y col., 2004). La capacidad
del CMP de promover una microflora intestinal saludable sefiala su potencial como
ingrediente prebidtico en alimentos funcionales, o como suplemento en férmulas
infantiles para simular los efectos bacteriolégicos beneficiosos de la leche materna;
efectos que pueden ser potenciados dada su capacidad anti-adherente frente a ciertos
patégenos descrita anteriormente (Briick y col., 2002; Briick y col., 2003a; Briick y col.,
2006a). No obstante, cuando el efecto prebiético de féormulas infantiles suplementadas
con CMP fue evaluado en nifios sanos, no se pudo demostrar que el CMP ayudara a
modular la composicion de la flora gastrointestinal para hacerla mas similar a la de los
nifios alimentados con leche materna. Una posible explicacion para estos resultados
dispares obtenidos entre los estudios in vitro e in vivo, es que el efecto prebiodtico
podria ser unicamente observado en aquellos individuos que presentaran poblaciones
inicialmente bajas de microbiota beneficiosa (Brick y col., 2006b). Ademas, un
requisito necesario para que el CMP pueda ejercer efectos deseables sobre la
microflora intestinal, seria que la actividad anti-adherente fuera selectiva para
patégenos y para organismos potencialmente perjudiciales para la flora probiotica
beneficiosa (Rhoades y col., 2005).

La ingesta de CMP como fuente de acido sialico resultd en un incremento del
contenido de este carbohidrato en la saliva de lechones, afectando a su viscosidad y
capacidad de proteccion frente a microorganismos (Wang y col., 2004). Asi, se ha

confirmado que el CMP inhibe la adhesion de bacterias cariogénicas como
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Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans 'y Streptococcus sobrinus a la cavidad
oral (Neesser y col.,, 1988, Neesser y col., 1994; Vacca Smith y col., 2000) y de
modular la composicién de la microbiota de la placa dental (Guggenheim y col., 1999;
Schupbach y col.,, 1996). Estos datos sugieren que el CMP, formando parte de
productos de higiene personal, podria ayudar a prevenir la formacion de la caries
dental al controlar la formacién de acido en la placa dental, reduciendo la disolucién de
hidroxiapatita del esmalte dental y ayudando a su remineralizacion (Aimutis, 2004).

Las glicoformas de CMP que contienen acido sialico podrian también regular la
ingesta de alimentos, asi como ciertas funciones gastrointestinales a través de la
estimulacion de la colecistoquinina (CCK) liberada a partir de los receptores
intestinales en el duodeno de animales y humanos (Beucher y col., 1994; Yvon y col.,
1994). La CCK controla la ingesta de alimentos y su digestion mediante la regulacion
de la liberacién de enzimas del pancreas y ralentizando las contracciones intestinales
(Pedersen y col., 2000). Sin embargo, en contraste con la informacién publicada
acerca de que el CMP puede disminuir el apetito, Ney y col. (2008) indicaron que el
CMP no fue capaz de reducir la cantidad ingerida de alimentos en ratones en proceso
de crecimiento. Asi, diversas ratas Wistar alimentadas con un aislado de proteinas de
suero (WPI) experimentaron una reduccion significativa en su peso al compararse con
ratas alimentadas con caseinas; sin embargo, la inclusién de CMP en la dieta de estos
animales no produjo ningun efecto beneficioso sobre el control del peso en
comparacion con las alimentadas s6lo con WPI, aunque si pudo observarse una
disminucion en la acumulacion de grasa abdominal (Royle y col., 2008). En humanos,
un estudio realizado con adultos en un corto periodo de tiempo indico que la
administracion oral de CMP (dosis comprendidas entre 0.4 y 2.0 gramos) no tuvo
ningun efecto sobre el nivel de ingesta de alimentos o sobre indicadores subjetivos de
saciedad (Gustafson y col., 2001). Por ultimo, tampoco se encontraron efectos

relevantes tras la ingesta diaria de CMP (dosis de 0.8 gramos) sobre la liberacion de
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CCK en 10 hombres y 10 mujeres, aunque se determiné que el CMP podria jugar un
papel importante en la regulacion de la ingesta de energia (Burton-Freeman, 2008). En
otro articulo reciente, la ingesta de WPI enriquecido con CMP (con dosis diarias de 27
gramos de CMP durante 6 meses) no provoco ningun efecto adicional sobre la pérdida
de peso producida por una alimentacién con un alto contenido en proteinas (Keogh &
Clifton, 2008). En estos dos Ultimos estudios, se concluyé que la ausencia de actividad
del CMP sobre el control del peso corporal fue debida a que las dosis suministradas de
CMP fueron sensiblemente inferiores a las empleadas en los estudios con ratas
(Keogh & Clifton, 2008). Por lo tanto, en los casos en que se utilicen preparados
alimenticios con bajo contenido en proteinas, puede ser necesario emplear dosis mas
elevadas de CMP para provocar el nivel de liberacion de CCK y los efectos de
saciedad descritos en los estudios realizados con animales (Burton-Freeman, 2008).
La k-caseina también puede producir efectos inmunosupresores cuya actividad
de inhibicion depende de la fraccion del CMP (Otani y col. 1992; Otani & Monnai 1993;
Otani & Hata 1995). Se ha descrito que el CMP inhibe la concentracion de mitdbgenos
que participan en la induccion de la proliferacion de linfocitos e, incluso, puede
provocar procesos de apoptosis de ciertos linfocitos (Matin & Otani, 2000; Otani y col.,
1995). Los efectos inmunomoduladores del CMP, tales como la inhibicién de
mitdgenos que inducen respuestas de proliferacion (Otani y col., 1995) y el aumento
de la proliferaciéon y actividad fagocitica de macréfagos humanos (Li & Mine, 2004b),
dependen de la cadena polipéptidica y de la presencia de acido sialico. Sin embargo,
en contraposicion a estos resultados, Mikkelsen y col. (2005b) afirmaron que el acido
sidlico es irrelevante para la actividad inmunomoduladora de las cuatro proteinas
lacteas sialiladas: k-caseina, CMP, lactoferrina y el componente 3 de la fracciéon de
proteosa-peptona. Esta discrepancia puede ser atribuida a que estos efectos

dependen de la capacidad de respuesta inmunolégica de las diferentes lineas de
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ratones usadas para los ensayos de proliferacion celular, y del tipo de célula y
mitdégeno empleado para estimular dicha proliferacion (Gauthier y col., 2006; Mikkelsen
y col., 2005b; Otani y col., 2005).

Monnai y col. (1998) mostré que el CMP posee una considerable actividad
supresora frente a la produccién de anticuerpos IgG especificos de la ovoalbumina,
contribuyendo a la regulacion de la respuesta inmune a antigenos en mamiferos recién
nacidos. La inmunizacion o la alimentacién de ratones con k-caseina dio lugar a los
anticuerpos especificos para el CMP 1gG1, 1gG2 y IgM, mientras que el CMP per se
carecioé de inmunogenicidad independientemente de la ruta de exposicion (Mikkelsen y
col., 2006). Si bien estos resultados sugieren que el CMP no causa, probablemente,
ningun tipo de alergia, Pizzano y col. (2005) describié que, al menos el suero de un
paciente que padecia alergia a la leche de vaca, contenia anticuerpos IgE que
reconocieron exclusivamente las glicoformas de la k-caseina bovina.

La «-caseina y el CMP pueden influir en los procesos en cadena de la
respuesta inflamatoria a través de la modulacion de la produccion de citoquinas,
reduciendo la expresion de los receptores de interleuquina, o por inducciéon de los
receptores antagonistas (Monnai & Otani, 1997; Otani & Monnai, 1995; Otani y col.,
1996). Experimentos in vitro han mostrado que la k-caseina inhibi6 todas las
citoquinas proinflamatorias en las células dendriticas murinas estimuladas con
lipopolisacaridos, mientras que el efecto provocado por el CMP y lactoferrina fue
mucho menor, siendo estas actividades independientes del contenido en acido sialico
(Mikkelsen y col., 2005b). De hecho, el CMP exhibi6é una actividad anti-inflamatoria en
ratas con colitis inducida por hapteno y, consecuentemente, el empleo de CMP fue
propuesto en alimentos inmunosupresores, asi como para el tratamiento de

enfermedades inflamatorias del intestino (Daddaoua y col., 2005). Se ha descrito que
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el mecanismo de accién puede implicar la regulacién de la interleuquina 17 (Th17) y

células reguladoras T (Requena y col., 2008).

3. Bioactividad y propiedades nutricionales del CMP no derivadas de su
glicosilacion.

ElI CMP tiene un perfil de aminoacidos bastante especifico al no contener
aminoacidos aromaticos (Phe, Tyr, Trp), ni residuos de Cys, Arg o His, y poseer un
relativamente alto porcentaje de aminoacidos de cadena ramificada (lle y Thr) y bajo
en Met. Estas caracteristicas posibilitan que el CMP pueda ser un ingrediente
adecuado para ser incluido en una amplia variedad de alimentos y bebidas con bajo
contenido en Phe. Por ello, se ha recomendado la ingesta de CMP para individuos que
padezcan fenilcetonuria (PKU), que es un desorden de origen genético provocado por
la deficiencia en la enzima hepatica Fenilalanina Hidroxilasa, que implica una serie de
consecuencias neuropsicologicas. No obstante, debido a que el CMP contiene
cantidades limitadas de aminoacidos indispensables: Arg, His, Leu, Met, Trp and Tyr,
se ha recomendado su inclusién en la dieta de personas con PKU unicamente como
suplemento. Sin embargo, Ney y col. (2008) observaron unos crecimientos similares
en ratones con PKU alimentados con una dieta basada en CMP y aquellos
alimentados con una dieta tipo con un aporte completo de aminoacidos. Ademas, los
ratones alimentados con CMP presentaron concentraciones significativamente mas
bajas de Phe en el plasma y cerebro. Finalmente, y como consecuencia de su alto
contenido en Thr, una ingesta continuada de CMP podria causar hipertreoninemia
(Fanaro & Vigi, 2002; Rigo y col., 2001). Ademas, se ha indicado que la administracion
de férmulas infantiles con un bajo contenido en concentrados de proteinas de suero o
libres de CMP producen niveles de aminoacidos en plasma mas parecidos a los que
presentan nifios alimentados con leche materna; esto es, niveles mas bajos de Thry

mas altos de Trp y Cys (Mallee & Steijns, 2007; Sandstrém y col., 2008).
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Ciertas actividades biolégicas pueden ser producidas tanto por la k-caseina y el
CMP sin glicosilar, como por péptidos de pequefio tamafio que pueden ser liberados
tras determinadas hidrolisis enzimaticas in vitro o in vivo. Asi, varias secuencias con
un numero limitado de aminoacidos generadas por digestion enzimatica poseen
propiedades antimicrobianas frente a diversas bacterias Gram positivas y Gram
negativas (Lopez-Expésito y col., 2006; Malkoski y col., 2001).

La region 106-116 de la k-caseina, que corresponde a la parte N-terminal del
CMP, es analoga al fragmento 400-411 del fibrinbgeno v, lo que indica que el CMP
puede inhibir la unién del fibrinbgeno a sus receptores plaquetarios, impidiendo la
agregacion plaquetaria y la formacién de trombos (Jolles y col., 1978; Jollés y col.,
1986; Rutherfurd & Gill, 2000). Una serie de péptidos derivados de la secuencia 106-
116 de la k-caseina que pueden ser producidos tras hidrélisis con ftripsina han
mostrado su capacidad para inhibir la agregacion plaquetaria in vitro (Léonil & Mollé,
1990; Manso y col.,, 2002; Maubois y col., 1991; Qian y col., 1995). Ademas, la
actividad antitrombética de los CMPs humano, bovino y ovino, asi como los
fragmentos 106-116 y 112-116 de la x-caseina bovina ha sido demostrada con
ensayos in vivo utilizando dosis efectivas mas bajas que las obtenidas con los estudios
in vitro de agregacién plaquetaria. Asi, por ejemplo, dosis de 1 mg kg' de CMP
presentaron actividad antitrombotica en cobayas (Bal dit Sollier y col., 1996).

También se han encontrado péptidos derivados de la hidrélisis con tripsina de
los CMPs bovino, ovino y caprino con actividad inhibitoria in vitro de la enzima
convertidora de Angiotensina | (ACE) (Manso & Lopez-Fandifio, 2003). Ademas, el
CMP y su hidrolizado triptico presentaron una accion in vitro relajante sobre los anillos
aorticos con endotelio intacto, mientras que estudios in vivo revelaron que el CMP y su
correspondiente hidrolizado con tripsina produjeron una disminucién de la presién

sanguinea en ratas espontaneamente hipertensas (Miguel y col., 2007). Teniendo en
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cuenta que su eficacia debe ser previamente demostrada en humanos, el CMP y los
péptidos derivados de su hidrolisis con tripsina podrian ser utilizados en el desarrollo
de alimentos funcionales con capacidad para regular la circulacion sanguinea,

considerando sus efectos potencialmente beneficiosos sobre la salud cardiovascular.

4. Conclusiones

En los ultimos afos, el CMP bovino ha sido objeto de atencién de numerosos
estudios que le han atribuido diversas actividades biologicas en funcion de su
secuencia especifica de aminoacidos y de sus estructuras glicosidicas, siendo el acido
sialico el carbohidrato mas determinante en cuanto a su funcionalidad. Ademas, ha
demostrado poseer una serie de buenas propiedades tecnologicas y nutricionales
dotandole de un valor adicional. Todas estas cualidades asignadas al CMP bovino y a
sus péptidos derivados han contribuido a que sea un ingrediente que ha suscitado un
indudable interés en la industria alimentaria para su formulacion en alimentos
funcionales y/o en alimentos de alto valor afiadido dirigidos a grupos de consumidores

que requieran dietas especiales.
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1. Introduccién

Histéricamente la grasa lactea ha sido uno de los constituyentes mas
importantes de la leche en cuanto a su valor nutricional, a la aptitud tecnologica y
palatabilidad que aporta a los productos lacteos. Sin embargo, como consecuencia de
su contenido en acidos grasos saturados y colesterol, se ha castigado a la grasa
lactea hasta situarla al mismo nivel que otras grasas de origen animal, observandose
afio tras afio una disminucion continuada en la tendencia de consumo de este
producto.
No obstante, con las herramientas de investigacion disponibles, en las dultimas
décadas se ha documentado la presencia en grasa lactea de distintos compuestos
lipidicos que ejercen una importante actividad biologica. Entre los componentes
lipidicos y acidos grasos bioactivos presentes cabe destacar el acido butirico, el acido
linoleico conjugado (CLA), constituyentes de la membrana del globulo de grasa
como esfingolipidos, vitaminas liposolubles, etc. Estos compuestos ofrecen una
potencial aplicacion comercial en el desarrollo de alimentos funcionales, encaminados
a la promocién de la salud humana y/o en la prevencién de enfermedades.
Con vistas a potenciar la actividad y por tanto los beneficios del consumo de estos
componentes, se estan llevando a cabo estudios dirigidos a incrementar su contenido
de forma natural en productos lacteos enriquecidos, o bien su aislamiento para

posterior utilizacibn como ingredientes funcionales. El conocimiento en profundidad de
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los mecanismos que regulan los contenidos de estos componentes con actividad
biolégica y el efecto potencialmente beneficioso de su consumo, es esencial para
incrementar el valor afiadido de estos productos.

Los lipidos en la leche estan presentes en forma de globulos, con un nucleo
hidrofébico, que consiste principalmente en ftriglicéridos, rodeado por una membrana
compuesta mayoritariamente por fosfolipidos y glicoproteinas. La biodisponibilidad de
estos nutrientes se ve favorecida por su elevada digestibilidad. Los lipidos en la leche
son ademas los transportadores de importantes vitaminas liposolubles como la

vitamina A, D, E y K, asi como carotenoides.

2. Composicion en acidos grasos.

Durante décadas, las investigaciones realizadas en grasa lactea tienen relacion
principalmente con su contenido en acidos grasos, por ser estos los componentes mas
abundantes de la fraccion lipidica. No obstante, son también los que presentan una
mayor variabilidad, ya que como es conocido, el perfil de acidos grasos puede sufrir
importantes variaciones como consecuencia de la dieta del ganado.

En cuanto a su composicion, la grasa lactea es muy compleja, con cerca de 400 &cidos
grasos diferentes, de 4 a 26 atomos de carbono, aunque solo un nimero préximo a 30
esta en una proporcién superior al 0,1% y el resto estan presentes en cantidad de trazas.
Los acidos grasos, saturados (AGS) o insaturados (con uno a cuatro dobles enlaces),
son mayoritariamente de numero par de atomos de carbono aunque también se
encuentran AGS con nimero impar, aproximadamente un 2% y una proporcion similar de
AGS de cadena metil-ramificada de numero par e impar de atomos de carbono. La tabla
1 recoge los principales acidos grasos de la leche de vaca. En la leche de las distintas
especies mas difundidas para consumo hay diferencias notables en el contenido de

algunos acidos grasos, que influyen en el gusto de los productos elaborados (tal como el
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queso). En esta linea destaca el contenido en los acidos caprilico y caprico que puede
ser 2-3 veces mayor en las leches de oveja y cabra.
Tabla 1. Valores medios de los contenidos en acidos

grasos mayoritarios de la grasa de leche (% total de
acidos grasos) t

Acido graso Valor medio
Butirico (Cy.0) 3.9
Caproico (Ce) 25
Caprilico (Cgy) 1.5
Caprico (C1o0) 3.2
Decenoico (Cqo:1) 0.2
Laurico (C12;o) 3.6
Tridecanoico (C1a: ) 0.2
Miristico (C14:0) 11.1
iso Pentadecanoico (iC1s.0) 0.4
anteiso Pentadecanoico (aiC1s.) 04
Miristoleico (C1a:1 0.8
Pentadecanoico (C1s:) 1.2
iso Palmitico (iC1:0) 04
Palmitico (C+g) 27.9
iso Heptadecanoico (iC17.) 0.5
anteiso Heptadecanoico (aiC17.) 0.5
Palmitololeico (C1e.1) 1.5
Heptadecanoico (Ci7.) 0.6
Heptadecenoico (17.1) 04
Estearico (C1s.0) 12.2
Oleico* (C13;1) 17.2
trans Octadecenoico (Cig.1) 3.9
Linoleico* (C1s.) 14
Eicosanoico (Cy.0) 0.4
Linolénico* (Cg:3) 1.0
Linoleico conjugado * (C1s.2) 1.1

* Todos los isomeros
1McGibbon y Taylor (2006).

El alto contenido en AGS de la grasa de leche (~65%) (Tabla 1), la ha situado entre las
primeras de la lista a ser sustituida o eliminada de las recomendaciones dietéticas en
las sociedades industrializadas, al relacionar su consumo con el aumento de colesterol
total y otros marcadores plasmaticos de enfermedades cardiovasculares (ej. LDL-
colesterol). No obstante, conviene indicar que solo un tercio de los acidos grasos
presentes en la leche, correspondiente a la concentraciéon de los AGS C12, C14 y C16,

podrian considerarse desfavorables, si se produce un consumo excesivo (Legrand,
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2008). Estudios realizados para determinar el efecto de estos AGS de manera
independiente, frente al que se considera el mejor indicador de enfermedad
cardiovascular (CVD), colesterol total/HDL-colesterol, se ha documentado que el C12
se comporta de manera significativamente positiva, disminuyendo dicho indicador, el
C14 también muestra una tendencia hacia su disminucién y el C16 lo aumenta
(Mensink y col., 2003; Steijns, 2008). Una explicacion a las discrepancias encontradas
entre los diferentes estudios, frente a los marcadores de CVD, es debida al uso de
férmulas que incorporan grasas sintéticas, con acidos grasos esterificados al azar. En
contraste, en la grasa lactea, la distribucion de los acidos grasos en los triglicéridos
(TG) es relativamente constante y caracteristica. La mayoria de los AGS se localizan
en la posicion sn-2 del TG (principalmente el &cido palmitico, C16:0), los acidos grasos
de cadena corta (AGCC) se encuentran mayoritariamente en posicion sn-3, el
estearico y oleico en sn-1 y sn-3 (Jensen, 2002). La accion de las lipasas lingual,
gastrica y pancreatica, estereoespecificas de los enlaces sn-1 y sn-3, contribuye a la
liberacion de AGCC. Estudios realizados con los monoglicéridos derivados sn-2,
indican que se acomplejan con el calcio de la leche, lo que permite que su absorcion
se produzca de una manera mas eficaz (Mensink, 2005). Por otra parte, la exclusiva
presencia en grasa lactea de AGS de cadena corta, butirico (C4), caproico (C6) y de
cadena media, caprilico (C8) y caprico (C10), que constituyen del 8 al 12 % del total,
no tienen efecto sobre los niveles del colesterol en sangre (Parodi, 2004). Ademas, la
presencia de estos AGCC, supone un elevado contenido en TG de cadena corta y
media, lo que favorece su punto de fusion mas bajo. Estas diferentes propiedades
quimicas vy fisicas, frente a otras grasas animales saturadas, afectan de manera
positiva su digestibilidad y favorece su biodisponibilidad. El acido estearico (C18) con
una media del 12%, es considerado neutro desde la perspectiva de la salud humana,
aunque sin duda es tan efectivo para reducir el colesterol plasmatico como el acido

oleico (C18:1), también presente en grasa lactea en concentraciones altas, del 15 al
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23%. Es de interés, asimismo, considerar la importante presencia de los acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) linoleico (C18:2), y a-linolénico (C18:3), con un 1,5% y 1%
respectivamente, de reconocido efecto positivo para la salud cardiovascular. Por
ultimo, sefalar que la grasa lactea es la principal fuente de CLA de nuestra dieta,
considerado como un potente agente anticancerigeno natural (Parodi, 2008).

La grasa de leche tiene ademas acidos metil-ramificados, sobre todo la leche de
cabra, cuya relevancia se debe fundamentalmente a sus propiedades
anticancerigenas descritas en cultivos de células tumorales, su influencia en el punto
de fusion de la grasa lactea y por su utilidad en estudios clinicos como marcadores del
consumo humano de grasa lactea, al no encontrarse en otras grasas animales
(Vlaeminck y col., 2006).

Por todo ello, en los ultimos afios se han realizado investigaciones que han dado lugar
a un numero creciente de publicaciones, encaminadas a reconsiderar la significativa
actividad biologica de los acidos grasos presentes en la leche, en relacion con la salud
humana (Parodi, 2004; IDF, 2005; German y Dillar, 2006; Akaln y col., 2006; IDF,

2007; Steijns, 2008; Lecerf, 2008).

2.1. Acidos grasos de cadena corta y media.

Como se ha indicado anteriormente, de todos los alimentos y matrices lipidicas
alimentarias, la grasa lactea es la Unica que contiene concentraciones substanciales
de acidos grasos de cadena corta y media (C4 a C10). Los TG de estos acidos grasos
de la dieta se hidrolizan en nuestro organismo y se absorben desde el intestino al
sistema circulatorio sin resintesis de TG. Son ademas, empleados como fuente de
energia rapida, por lo que tienen baja tendencia a acumularse en tejido adiposo
(Molkentin, 2000). EIl principal exponente de esta fraccién es el acido butirico (C4:0),
ya que constituye entre un 2-5 % del total de acidos grasos aunque en leche humana

representa un contenido muy inferior, aproximadamente un 0,4%. Este acido se ha
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descrito como un agente antitumoral por inhibir el crecimiento y la diferenciacién de
células tumorales prostaticas (Maier y col., 2000), mamarias (Coradini y col., 1997) y
coldénicas (Wolter y Stein, 2002), asi como por favorecer su apoptosis en animales de
experimentacion. (Hassig y col.,, 1997; German, 1999). El acido butirico parece
ademas actuar de forma sinérgica con otros componentes de la dieta como resveratrol y
retinol entre otros (Wolter y Stein, 2002) o farmacos especificos utilizados para el
tratamiento de la hipercolesterolemia (incluida la aspirina, Menzel y col., 2002), por lo que
no serian necesarias concentraciones plasmaticas muy elevadas para proporcionar un
efecto beneficioso (Parodi, 2004).

En nuestro organismo el acido butirico (junto con acético y propidnico) se obtiene de la
fermentacion de la fibra de la dieta por la microflora del colon. El efecto potencialmente
positivo que frente al cancer de colon tiene el consumo de fibra dietética, parece
relacionarse con la presencia y formacion del acido butirico.

Al igual que el acido butirico, el acido caproico, caprilico y caprico (C6, C8 y C10) se
encuentran casi exclusivamente en la grasa lactea en concentraciones entre 1y 3 %
cada uno, en leche de vaca, aunque en leche humana se encuentran entre 0.1 y 0.3
%. En leches de oveja y cabra los niveles pueden llegar a ser més del doble que en
leche de vaca. Para estos acidos se han descrito actividades antibacterianas y
antiviricas tanto en ensayos in vitro como en animales de experimentacion. Se ha
demostrado en estudios con nifios de 1-2 afios que al ser alimentados con leche
entera, sufrian 5 veces menos trastornos gastrointestinales que los alimentados con
leche de reducido contenido en grasa. De ellos cabe destacar la monocaprina
(monoglicérido del acido céaprico, obtenido de la digestion del TG) por su actividad anti

HIV (Thormar y col., 1994; Hilmarsson y col., 2006).
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2.2. Acido linoleico conjugado (CLA).

El CLA es una mezcla de isbmeros posicionales y geométricos del acido linoleico, que
se encuentran de forma predominante en productos derivados de rumiantes. Se
forman debido a los procesos de biohidrogenacion bacteriana de los AGPI de la dieta
por los microorganismos presentes en el ramen. El contenido de CLA en la leche varia
considerablemente, pero puede constituir alrededor del 0,6% del total de acidos
grasos. El isébmero cis-9, frans-11 C18:2 es el mas abundante y representa
aproximadamente el 75% del total de CLA. Otros isdmeros del CLA, estan presentes
en pequefias cantidades, como el trans-7, cis-9 C18:2 (5-10%) y trans-10, cis-12
C18:2 (0,2%), presentan diferentes efectos bioldgicos. Desde los primeros estudios
que demostraban el efecto anticancerigeno del CLA, por la inhibicion de tumores
epiteliales en animales de experimentacién (Ha y col., 1987), el CLA y en particular el
isbmero mayoritario cis-9, trans-11 C18:2 denominado acido rumeénico (RA), ha
constituido el objetivo de multitud de estudios que determinan sus propiedades
bioquimicas y fisiolégicas (Parodi, 2008). Destacan los resultados de estudios in vitro 'y
en modelos animales que sugieren que el RA es responsable de procesos
antiaterogénicos y anticancerigenos, asi como un gran numero de otros efectos
potencialmente beneficiosos para la salud humana (Ip y col.,, 2003; Parodi, 2004;
Battacharya y col., 2006; Yurawecz y col., 2006). La informacion disponible sobre los
efectos del CLA en el metabolismo de células cancerigenas en cultivo, asi como su
actividad anti-proliferativa y pro-apoptética (Ochoa y col, 2004), hacen del CLA un
potencial agente muy interesante para una posible terapia del cancer. Asi, un reciente
estudio prospectivo sugiere que una ingesta elevada de CLA mediante el consumo de
productos lacteos con alto contenido en grasa, puede reducir el riesgo de cancer colo-
rectal (Larsson y col., 2005).

Son muchos los posibles mecanismos metabdlicos implicados en esta actividad

anticancerigena del CLA. Se ha sugerido que el CLA compite con el acido
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araquidonico (C20:4) en la reaccion de la ciclooxigenasa, lo que reduce la
concentracion de prostaglandinas y tromboxanos de la serie 2 (Akahoshi y col., 2004).
El CLA puede suprimir la expresion de genes de la ciclooxigenasa y reducir la
liberacion de citoquinas pro-inflamatorias tales como TNF-alfa e interleukina en
animales (Akahoshi y col., 2004). EI CLA también parece activar los factores de
transcripcion PPARs, reducir el paso inicial en la activacién del NF-kappa B y por tanto
reducir las citoquinas, moléculas de adhesion, y de otros tipos de moléculas inducidas
por estrés (Cheng y col., 2004).

Como se ha indicado, ademas del isébmero mayoritario RA, otros isobmeros de CLA se
han asociado con diversos procesos metabdlicos relacionados con la salud. Asi el
trans-10, cis-12 C18:2, ha alcanzado una gran relevancia por promover la pérdida de
peso corporal (Belury, 2002; Pariza, 2004), aunque podria ser también el causante de
la disminucion en los niveles de glucosa e incrementos de resistencia a insulina
plasmatica (Riserus 2002; Khanal y Dhiman, 2004). El cis-9 cis-11 C18:2 ha sido
ensayado en cultivos celulares de cancer de mama y parece comportarse como un
agente bloqueador de estrogeno humano, mientras que el frans-9 trans-11 C18:2
parece ejercer un potente efecto inhibidor del crecimiento de células de cancer de
colon.

Aunque los estudios en humanos no son muy abundantes, en los ultimos afios se
estan realizando ensayos clinicos utilizando mezclas de isomeros de CLA. Asi, Tricon
y col. (2004) han demostrado que la incorporacion a la dieta de personas sanas de
una mezcla de isémeros de CLA (cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12) afecta de forma
positiva a la relacion de los lipidos plasmaticos, especialmente el isbmero cis-9, trans-
11, que causa una reduccion significativa en la concentraciéon de colesterol total y de
TG. El papel del isébmero trans-10, cis-12 en los ensayos realizados no parece ser tan
positivo para los indicadores plasmaticos de enfermedades cardiovasculares. Sin

embargo, en este ambito, se necesita investigacion adicional.
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2.3. Acidos Grasos Trans. Acido Vacénico (TVA).

El acido vacénico (trans-11 C18:1) (TVA) es el principal isbmero trans presente en
grasa lactea, alcanzando mas del 60% del total de isbmeros frans. Su concentracion
en la grasa total puede variar entre el 2-5 %, cuando el rumiante consume pastos
frescos o suplementos ricos en AGPI, y en torno al 1-2% en estabulacién con dieta de
pienso. Como se ha demostrado por Kay y col. (2004) aproximadamente el 90% del
isébmero cis-9, trans-11 CLA de la grasa de leche se produce por via enddgena en la
glandula mamaria, con la participacion de la delta-9-desaturasa a partir del TVA, su
precursor fisiologico. Se ha documentado ademas que esa conversidn puede darse
también en células de roedores (Santora y col., 2000), cerdos (Glaser y col., 2002) y
humanas (Turpeinen y col., 2002).

Los acidos grasos trans producidos industrialmente a partir de aceites vegetales y de
pescado parcialmente hidrogenados, han demostrado en conjunto aumentar el riesgo
de enfermedades coronarias, ya que tienen influencia adversa sobre la relacion de
LDL/HDL (Lichtenstein y col., 2003; Mensink & Katan 1990; Ascherio y col., 1999). El
perfil de estos isdmeros de acidos frans tiene una distribucion tipo “gaus” con niveles
altos de los isébmeros trans-9, trans-10 y trans-11, muy diferente del perfil presente en
la grasa de leche. No obstante, algunos trabajos han cuestionado si el TVA tiene esos
mismos efectos adversos. Asi, Meijer y col. (2001) encontr6 que TVA fue mas
perjudicial para el riesgo cardiovascular que el 4cido elaidico (trans-9 C18:1) debido a
que provocaba un mayor aumento de la relacién LDL/HDL. Ademas, Clifton y col.
(2004) demostraron que el TVA actia como marcador independiente del infarto de
miocardio. En contraste con estos resultados, se ha demostrado mas recientemente
que los acidos frans de origen animal no dan lugar a un mayor riesgo de cardiopatia
coronaria (Willett y col., 2006; Willet y Mozzaffarian, 2008) y que ademas el consumo
medio en una dieta europea es bajo, con una contribucion de alrededor del 0.7% del

total energético. En esta misma linea, Tricon y col. (2006), demostraron que un
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aumento de la concentracion de TVA y cis-9, trans-11 CLA en la grasa lactea no se
relaciona con efectos perjudiciales en la mayoria de las enfermedades
cardiovasculares. Por todo ello, sigue siendo necesario la realizacion de mas estudios
para aclarar los efectos que sobre los lipidos sanguineos producen los distintos
isdbmeros trans-C18:1 (IDF, 2005).

La utilizacion de suplementos ricos en AGPI en la dieta del ganado, es una de las
estrategias que ha resultado ser eficaz destinada a elevar el contenido de acidos
grasos insaturados y la concentracion de CLA asi como de su precursor fisioldgico,
TVA, en la grasa de leche, sin modificar el resto de los &cidos frans-monoinsaturados

(Fuente y Juarez 2004; Luna y col., 2005; Jenkins y McGuire 2006).

3. Colesterol lacteo.

La grasa lactea es una de las fuentes de colesterol de la dieta, con un contenido
medio de 260-270 mg/100g de grasa. Tras varias décadas de controversia sobre el
colesterol de los alimentos y su relacién con CVD, actualmente los estudios clinicos
coinciden en sefalar, que la absorcion del colesterol de la dieta (colesterol exdgeno) es
muy ineficiente. Es decir, el consumo de alimentos ricos en colesterol no presenta efectos
significativos sobre la relaciéon de lipoproteinas plasmaticas LDL y HDL, cuyo nivel entre
otros factores, depende principalmente de la composicion en acidos grasos de los lipidos
de la dieta (McNamara, 2000). Conviene resaltar que ademas de la dieta, hay numerosos
factores implicados en la regulacion de los niveles de colesterol en suero sanguineo,
entre los que la tension nerviosa, actividad fisica y el estado emocional, juegan el papel
mas relevante (Cooper y col., 1992).

Sin embargo, algunos nutricionistas y en particular muchos consumidores (influidos por
ciertos tipos de publicidad), demandan productos libres de colesterol, lo que fuerza a los

fabricantes a producir alimentos que contengan tan poco colesterol como sea posible.
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Con este fin, en algunas legislaciones se obliga a que el contenido en colesterol figure en

la informacion nutricional de los alimentos.

4. Fosfolipidos

La membrana del glébulo graso de la leche esta compuesta de los lipidos y
proteinas de las células epiteliales de la glandula mamaria de la que proceden, e
incluyen cantidades significativas de fosfolipidos (PLs) y colesterol. Aunque los PLs
constituyen un porcentaje pequefio de los lipidos totales (0,5-1% en leche de vaca y
0,3% en leche humana) se encuentran altamente implicados en el metabolismo celular
debido a su caracter lipofilico e hidrofilico. Entre los PLs presentes en el glébulo graso,
destacan la fosfatidilcolina (PC) 35%, fosfatidiletanolamina (PE) 30%, esfingomielina
(SM) 25%, fosphatidilinositol (Pl) 5% y fosfatidilserina (PS) 3% (Christie, 1995; Jensen,
2002).
Entre las actividades biologicas descritas para los PLs destacan su caracter
antioxidante (Frede y col., 1990; Saito e Ishihara, 1997), propiedades antimicrobianas
y antivirales (van Hooijdonk y col., 2000), asi como efectos protectores frente a la
Ulcera gastrica (Kivinen y col., 1992). Estudios recientes han demostrado que los PLs
parecen desarrollar importantes funciones como agentes activos frente al cancer de
colon, frente a patdgenos gastrointestinales y frente a enfermedades como Alzheimer,
depresion y estrés (Spitsberg, 2005). Parecen ademas tener un efecto nutricional
positivo en la reduccion del riesgo de CVD (Pfeuffer y Schrezenmeir 2001). Todo ello
ha permitido considerar la membrana del glébulo graso como un potencial
nutracéutico.
El suero de mantequilla, también denominado mazada, es particularmente rico en PLs.
La lipasa pancreatica hidroliza los PLs de la dieta en lisofosfolipidos y acidos grasos.
Algunas de estas lisoformas de PLs se han descrito como altamente bioactivas, ya que

inducen, mediante procesos surfactantes, la lisis de bacterias Gram-positivas. Estos
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efectos liticos han sido comprobados con PC, PE y sus lisoformas tanto en cultivos
celulares como en ratas alimentadas con mazada en polvo (Sprong y col., 1999).
Ademas, se ha ensayado con éxito la inhibicion del crecimiento de L. monocytogenes
en ratas infectadas, mediante la aplicacion de PC.

Entre los PLs, destacan por su importancia los esfingolipidos, que incluyen a
esfingomielinas, cerebrésidos, globdsidos y gangliésidos asi como a sus productos de
digestiéon (ceramidas y esfingosinas). Todos ellos son moléculas de elevada actividad,
con importantes efectos en la regulaciéon celular y en los indicadores plasmaticos ya
que reducen el nivel de LDL y elevan HDL-colesterol en suero (Kobayashi y col.,
1997). Son ademas componentes fundamentales en el mantenimiento de la estructura
de la membrana (generan “microdominios”), que modulan el comportamiento de
algunos receptores, como los del factor de crecimiento, y sirven como centros de union
para algunos microorganismos, toxinas microbianas y virus (Vesper y col., 1999). Hay
evidencia experimental de que el consumo de esfingolipidos inhibe los estados
tempranos de cancer de colon, en ratones (Schmelz y col., 2000). Ademas los
productos de digestion de los esfingolipidos (ceramidas y otras esfingo formas) son
sustancias muy activas que regulan el crecimiento celular su diferenciacion vy
apoptosis, procesos que se pierden en células tumorales (Merrill y col., 2001). Todos
estos resultados avalan a los esfingolipidos como componentes con una elevada
actividad funcional en alimentos.

Las esfingomielinas, que destacan por su localizacion en las membranas de las
células plamaticas y del tejido nervioso, representan un tercio de los PLs de leche
bovina (Pfeuffer y Schrezenmeir, 2001) y un 38% de leche humana (Motouri y col.,
2003). Aunque ya se habia descrito que la esfingomielina de la leche parecia estar
relacionada con la regulacion de la absorcion de colesterol por las membranas de
células intestinales (Chen y col., 1992), mas recientemente se ha comprobado que

cuando la esfingomielina es incluida en la dieta incluso al 0,1 %, reduce

262



Capitulo 12

significativamente la absorcion de colesterol en ratones (Eckhardt y col., 2002). Los
inmediatos precursores de esfingomielinas y glicoesfingolipidos, las ceramidas, se han
propuesto como importantes agentes mediadores de las sefales en cascada en
procesos de apoptosis, proliferacion y respuestas de estrés celular (Hannun y Obeid,
2002; Spiegel y Milstien, 2002).

No obstante, es conveniente indicar que la fraccidon de PLs no esta suficientemente
estudiada y que en la industria alimentaria se utiliza mayoritariamente como

emulsionante, formando complejos con proteinas (McCrae, 1999).

5. Grasa lactea y enfermedades cardiovasculares

En la actualidad, las recomendaciones dietéticas reconocen la contribucion de
la leche y los productos lacteos a una dieta saludable, ya que su consumo implica
elevar los niveles de multiples nutrientes (calcio, potasio, magnesio, zinc, riboflavina,
vitamina A, folato, vitamina D y proteinas de elevada calidad nutricional), no obstante,
se hace hincapié en recomendar el consumo preferente de productos lacteos
desnatados o con reducido contenido en grasa. Por otra parte, las autoridades
sanitarias de los paises industrializados, aseguran que existe una relacion clara entre
el consumo de grasas saturadas y colesterol, con las enfermedades cronicas
coronarias y la obesidad (FAO/WHO, 2003). Estas recomendaciones estan basadas
fundamentalmente en los trabajos realizados hace 50 afios que asumian que una dieta
rica en grasas saturadas y colesterol eran los factores Unicos para aumentar el
colesterol sérico implicado en el desarrollo de aterosclerosis (Keys y col., 1957). La
hipotesis “dieta-corazon”, desarrollada en esos momentos para evitar el avance de las
CVD y que coloquialmente ha llegado hasta nuestros dias como hipétesis lipidica, se
basa en que las plaquetas y las arterias humanas contienen colesterol, por lo que
dietas ricas en colesterol incrementarian el colesterol sérico (CS) desencadenando

enfermedades cardiovasculares. Las grasas animales, entre las que se encuentra la
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grasa lactea, debian ser consideradas factores aterogénicos muy potentes y se
recomendaba evitar en lo posible su consumo. En este contexto, se iniciaron
relevantes estudios encuadrados en la denominada epidemiologia cardiovascular,
representada por el “Estudio Framingham” y el “Estudio de los Siete Paises”, entre
otros (Kannel y col., 1970; Keys y col.,, 1980). Las conclusiones obtenidas de los
resultados de estos estudios junto con los trabajos clinicos y epidemioldgicos
desarrollados durante las dultimas décadas, complementados por los avances
analiticos, han permitido empezar a comprender el metabolismo de los lipidos de la
dieta y su papel en la salud, lo que ha puesto en duda las hipétesis lipidicas
anteriormente citadas. Hoy en dia, es bien conocido que el organismo de un individuo
sano cuenta con mecanismos de regulacion del colesterol sérico muy finos, donde una
ligera senal de aumento detiene su produccion en el higado, por lo que el colesterol
sérico se afecta de forma muy limitada por el nivel de colesterol de la dieta. Por otra
parte, se reconoce la importancia de utilizar las relaciones entre los indicadores de
CVD. La relacién “HDL-colesterol/LDL-colesterol” o bien “HDL-colesterol/colesterol
total” pueden ser utilizadas con éxito como indicadores de riesgo CVD. El consumo de
AGS produce un incremento tanto de LDL- como de HDL-colesterol por lo que la
relacion HDL-colesterol/LDL-colesterol no sufre grandes alteraciones. No obstante, el
consumo de acidos grasos frans presentes en aceites vegetales hidrogenados,
disminuye significativamente la relacién HDL/LDL-colesterol (Maijala, 2000). En lo que
respecta a la grasa lactea, no existe ninguna evidencia cientifica clara en cuanto a la
incidencia negativa del conjunto de los AGS, ni tampoco se ha podido demostrar
fehacientemente una correlacién positiva entre el consumo de leche y productos
lacteos y el incremento de CVD. Sin embargo, el mensaje de consumir productos con
reducido contenido en grasa sigue vigente, con el consiguiente descenso en el
consumo de leche entera en las poblaciones industrializadas y el desarrollo de

productos lacteos donde su grasa ha sido sustituida por aceites vegetales o de
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pescado. No obstante, algunos autores de reconocido prestigio mantienen que una
dieta baja en grasa saturada no es la mejor para evitar CVD (German y Dillard 2004;
Ravnskov, 1999). Estos autores inciden en la importancia metabdlica de incorporar en
la ingesta todos los tipos de AG (AGS, AGMI, AGPI), ya que todos forman parte
esencial de nuestros tejidos, 6rganos y membranas celulares y han sugerido el papel
de los AGS como fuente energética preferente del corazén. Ademas, ha sido
demostrado que en circunstancias de bajo aporte de AGS en la dieta o dietas ricas en
carbohidratos, el organismo sintetiza de novo, a partir de los carbohidratos, los AG que
necesita, siendo el acido palmitico (C16:0) el que se sintetiza en mayor medida. Este
tipo de dietas provocan un aumento muy importante en el indicador de riesgo
cardiovascular colesterol total/HDL-colesterol (Mensink y col., 2003) y un incremento
en el contenido de TG en plasma (Dreon y col., 1999; Krauss y col., 2006), y
disminucién de concentraciones de HDL, con resultado final de resistencia a la insulina
(Howard y col., 1998) y alteracion del metabolismo de lipoproteinas (Berneis y Krauss,

2002).

6. Consideraciones finales

La complejidad de la estructura y la diversidad de funciones de los acidos
grasos sigue siendo poco conocida. Entre las conclusiones obtenidas después de mas
de 50 afios de estudios epidemioldgicos, figura que muchas de las enfermedades CVD
relacionadas con la dieta son debidas a componentes multifactoriales, donde ademas
del excesivo consumo en grasas saturadas, existen numerosos factores implicados,
como el consumo de carbohidratos de elevado indice glicérico, ausencia de ejercicio,
elevada presion arterial, homocisteina, proteina-C-reactiva, componente hereditario,
estrés oxidativo, tabaquismo, obesidad y diabetes. Todos estos factores van a
contribuir en mayor o menor medida a nuestra salud, dependiendo ademas de la

predisposicién genética del individuo particular. La gendmica nutricional, nutrigenética
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y nutrigenémica, que estudia la interaccién entre los alimentos y sus componentes con
el genoma de los individuos, sera clave en el desarrollo de ingredientes o alimentos
funcionales en el futuro.

Es importante reconocer que las grasas alimentarias y la grasa lactea en particular,
desempefian una funcién altamente conveniente y valiosa en nuestra dieta habitual, no
solo por la estructura y palatabilidad que aportan a los alimentos, sino también desde
el punto de vista nutricional y metabdlico. Conviene ademas recordar la importancia de
los multiples compuestos bioactivos presentes en la fraccion lipidica de la leche y por
tanto indicar que estas propiedades no deben ser olvidadas en los intentos realizados
por las industrias al desarrollar nuevos productos lacteos “nutricionalmente mejorados”

basados en la eliminacion y/o sustitucion de la grasa lactea.
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Resumen

Sin lugar a dudas, la leche es una excelente fuente de proteinas para el
lactante y ademas de su importancia desde un punto de vista nutricional, las proteinas
de la leche pueden ejercer un gran nimero de actividades fisiolégicas. Entre estas
actividades destacan la actividad inmunoestimulante, el incremento de la defensa
frente a microorganismos patdgenos, asi como el desarrollo del tracto gastrointestinal.
Ademas, en el interior de las proteinas se encuentran encriptados numerosos péptidos
bioactivos que son susceptibles de ser liberados por diferentes procesos de hidrolisis.
Se han identificado numerosas bioactividades en éstos péptidos, algunos de los cuales
presentan mas de un tipo de actividad biolégica. Este capitulo se centra en los
péptidos antimicrobianos mas importantes derivados de proteinas lacteas y que
podrian ser importantes para el lactante desde un punto de vista fisiologico. Se dedica
especial atencion a la generacion de éstos péptidos por la accion de enzimas
proteoliticas y al origen de éstas. El hecho que estas enzimas proteoliticas se
encuentren en el tracto digestivo podria tener especial importancia a la hora que los
péptidos ejerzan un papel en la defensa del organismo. También se tratan algunos
péptidos presentes en la leche que, sin tener su origen en las proteinas lacteas,
presentan actividad antimicrobiana. Finalmente, se describen los estudios in vivo mas

relevantes realizados con péptidos antimicrobianos.
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1. Péptidos antimicrobianos

1.1. Péptidos derivados de proteinas lacteas

Las propiedades de la leche se conocen desde hace mucho tiempo. La incidencia de
algunas enfermedades como infecciones respiratorias o diarrea es significativamente
mas baja en nifios que toman el pecho que en aquellos alimentados con férmulas
infantiles. Existen diferentes factores responsables de este efecto protector. Pocos
dias después del parto, el papel mas importante lo juega la actividad especifica de las
inmunoglobulinas (van Hooijdonk y col., 2000). También hay que tener en cuenta la
presencia de diversas proteinas antimicrobianas inespecificas que actian en
combinacién con anticuerpos especificos. Entre estas proteinas destacan la lisozima,
la lactoperoxidasa y la lactoferrina (Pakkanen y Aalto, 1997). Por ultimo, hay que
resaltar que en las proteinas de la leche (proteinas de suero y caseinas) se
encuentran encriptados toda una bateria de péptidos antimicrobianos que, liberados
por la accién de diferentes enzimas, podrian actuar como parte activa de la inmunidad
presente en el lactante. Aunque un gran nimero de péptidos antimicrobianos han sido
descritos en los ultimos afos (Floris y col., 2003; Lopez-Exposito y Recio, 2006a, b, c),
este capitulo so6lo abordara aquellos con posible actividad fisiolégica.

1.1.1. Péptidos antimicrobianos derivados de caseinas

Las caseinas son proteinas tradicionalmente consideradas por su valor nutricional y
sus propiedades en la modulacion de calcio. Sin embargo, en los Ultimos veinte afios
se han descrito péptidos con diferentes propiedades bioactivas en su secuencia (Silva
y Malcata, 2005). Entre ellos, se encuentran los péptidos antimicrobianos. Los
fragmentos con propiedades antimicrobianas mas relevantes asi como su secuencia,

origen y otras propiedades bioactivas se encuentran ilustrados en la Tabla 1.
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Al primer péptido con actividad antimicrobiana identificado en la secuencia de la og1-
caseina se le llamo isradicina (Hill y col., 1974). Se obtuvo mediante la digestion con
quimosina de caseina bovina y corresponde al fragmento N-terminal de la as1-caseina
f(1-23). Este péptido inhibe el crecimiento de lactobacilos in vitro y de una gran
variedad de bacterias Gram-positivas aunque Uunicamente a elevadas concentraciones.
McCann y col. (2006) aislaron el fragmento correspondiente a los residuos 99-109 de
la ass-caseina bovina. Este péptido se obtuvo a través de la hidrolisis de caseinato de
sodio bovino con pepsina. El fragmento mostré un amplio espectro de actividad frente
a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Debido a que este fragmento procede
de la digestion de caseina bovina con pepsina, es posible que se pueda formar en el
estdbmago y contribuya a la proteccion frente a la infeccién por microorganismos en el
tracto gastrointestinal. Sin embargo, son necesarios estudios in vivo que confirmen
esta hipotesis. En el mismo afio, Hayes y col. (2006) obtuvieron por fermentacion de
caseinato soédico bovino con Lactobacillus acidophilus DPC6026 dos potentes
fragmentos derivados de as¢-caseina correspondientes a los fragmentos f(21-29) y
f(30-38). Ambos péptidos mostraron una potente actividad frente a Enterobacter
sakazakii, microorganismo que puede estar presente en férmulas infantiles y ser
responsable de meningitis en neonatos (Nazarowec-White y Farber, 1997).

Uno de los péptidos derivado de las caseinas que ha recibido especial atencion es el
fragmento f(183-207) de la asp-caseina bovina. Este péptido fue identificado de
manera conjunta con el fragmento f(164-179) en un hidrolizado de la proteina con
pepsina (Recio y Visser, 1999a). Ambos fragmentos mostraron potente actividad frente
a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas con valores de MIC variables entre 8-16
uM en el caso del fragmento f(183-207). Recientemente, Lopez-Expoésito y col. (2008a)
han demostrado el efecto sinérgico entre el f(183-207) y la lactoferrina frente a

Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, y Listeria monocytogenes. Si este
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péptido se generase tras hidrélisis enzimatica en el tracto gastrointestinal del lactante
ambos compuestos podrian coexistir en el mismo, y de este modo tener un destacado
papel fisioldégico en la defensa frente a microorganismos. Las primeras aproximaciones
al mecanismo de accion del fragmento f(183-207) de la asy-caseina bovina se han
publicado recientemente (Lopez-Expésito y col., 2008b). Los resultados mostraron que
los sitios iniciales de union del péptido son el acido lipoteicoico en las bacterias Gram-
positivas y el lipopolisacarido en las Gram-negativas. El péptido es capaz de
permeabilizar las membranas interna y externa ademas de generar poros en la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas y en la pared bacteriana de las
Gram-positivas.

La busqueda de actividad antimicrobiana dentro de la secuencia de la as,-caseina se
ha extendido a otras especies animales. Se han identificado cuatro péptidos con
actividad antibacteriana en un hidrolizado de asy-caseina ovina con pepsina (Lopez-
Exposito y col.,, 2006b). Los péptidos correspondian a los fragmentos osp-caseina
f(165-170), f(165-181), f(184-208), y f(203-208). Los péptidos de origen ovino
identificados mostraron menor actividad antibacteriana que los bovinos frente a
bacterias Gram-negativas. En el caso de las bacterias Gram-positivas, todos los
péptidos identificados mostraron una potente actividad con ciclos logaritmicos de
reduccion comprendidos entre 1.1 y 6.0. Uno de los péptidos identificados en este
hidrolizado, as,-caseina f(203-208), es un excelente ejemplo de péptido multifuncional
ya que ademas de actividad antimicrobiana posee potente actividad antihipertensiva y
antioxidante (Lépez-Exp6sito y col., 2007).

La molécula de k-caseina es también precursora de algunos péptidos antimicrobianos.
Liepke y col.,, (2001) identificaron una secuencia con actividad antimicrobiana
correspondiente al fragmento no glicosilado f(63-117) de la « -caseina humana, el cual

se obtuvo tras la acidificacion de la leche humana e incubacion con pepsina durante 2
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h a 37°C. El espectro de accién del fragmento f(63-117) sintetizado quimicamente
incluye la inhibicién de bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y levaduras. Estos
resultados podrian ser relevantes desde el punto de vista fisiolégico ya que apoyarian
la hipotesis de que los péptidos antimicrobianos se generan a partir de la leche
humana durante la digestion del lactante y, de ese modo juegan un papel muy
importante en el sistema defensivo del recién nacido. La kappacina (Malkoski y col.,
2001) es otro ejemplo de péptido antibacteriano derivado de la «k-caseina. La
kappacina es la forma no glicosilada y fosforilada del CMP [k-caseina (106-169)]. Para
caracterizar la region activa de la kappacina, el péptido se hidrolizé con
endoproteinasa Glu-C, observandose que el péptido Ser (P)'* x-caseina A f(138-158)
era la forma activa con actividad antimicrobiana frente a Streptococcus mutans,
Escherichia coli y Pseudomonas gingivalis. Es muy importante destacar que la forma
activa corresponde al péptido no-glicosilado y fosforilado, ya que esta demostrado que
las formas glicosiladas y no fosforiladas no tienen actividad frente a Streptococcus
mutans. Los estudios de modelizacibn molecular y predicciones de estructura
secundaria de la kappacina han indicado que el péptido dispone de residuos que
podrian formar una o-hélice anfipatica, y agregarse para formar un poro aniénico, de
modo que se incremente la permeabilidad de la membrana a los cationes. Dashper y
col., (2005) han observado que a pH 6,5, la kappacina es capaz de aumentar la
permeabilidad de los liposomas, por lo que se propuso un modo de accidon
membranolitico, de manera que el péptido se agregaria para formar un poro aniénico.
La fosforilacion, que como se comentd previamente es esencial para la actividad,
parece que es la responsable de un cambio de conformacion en el péptido a través de
repulsiones electroestaticas o bien por union con iones divalentes que le permite
interactuar con la membrana bacteriana. EI CMP se ha detectado en estomago,

duodeno y yeyuno de humanos tras la ingestién de leche (Ledoux y col., 1999). La
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formacion de la kappacina en el estbmago podria ser por tanto un mecanismo que
limitaria la infeccion en el tracto gastrointestinal del neonato. Otros péptidos
antibacterianos destacados por su importancia fisiolégica al haber sido obtenidos con
una enzima gastrica son aquellos identificados por Lopez-Expésito y col. (2006c¢). Los
fragmentos de k-caseina mas activos obtenidos por hidrolisis con pepsina fueron los
fragmentos (18-24), f(139-146) y f(30-32).

A pesar que la B-caseina es una de las proteinas mas abundantes en la leche humana
(35% del total de caseinas) (Fox, 2003), hay muy pocos estudios centrados en la
busqueda de péptidos antibacterianos en esta proteina. Uno de estos estudios
realizados por Gomez-Ruiz y col., (2005) demostré que un hidrolizado de B-caseina
ovina con enzimas gastrointestinales era capaz de inhibir la actividad metabdlica de
Escherichia coli. Sin embargo, no se identificaron los péptidos responsables de esta
actividad. Por otro lado, a partir de leche humana hidrolizada con una proteinasa
purificada de Lactobacillus helveticus PR4 se ha identificado un péptido de la j-
caseina con actividad antimicrobiana (Minervini y col., 2003). Este péptido
corresponde al fragmento de B-caseina humana f(184-210) y mostr6 un amplio
espectro frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas incluyendo algunas de
interés clinico. Ademas, los autores demostraron que el péptido es resistente a la
degradacion por tripsina y quimotripsina.

1.1.2. Péptidos antimicrobianos derivados de proteinas de suero

Sin lugar a dudas, los péptidos derivados de la lactoferrina son los péptidos
antimicrobianos que han sido mas ampliamente estudiados durante los ultimos 10
afos (ver las revisiones bibliograficas de Wakabayashi y col., 2003, 2006 y Jensen y
Handcock, 2009). En 1992 Bellamy y col. estudiaron la presencia de péptidos
antimicrobianos en lactoferrina humana y bovina. Estos investigadores encontraron un

dominio antimicrobiano en la regidon N-terminal de ambas lactoferrinas. Ambos
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péptidos se obtuvieron a partir de la hidrélisis de lactoferrina con pepsina y
demostraron mayor actividad antimicrobiana que la proteina precursora. En el caso de
la lactoferrina humana el péptido correspondia al fragmento f(1-47) y se denomind
lactoferricina humana, mientras que en la lactoferrina bovina se identificé el fragmento
f(17-41) como el responsable de la actividad (conocido como lactoferricina bovina).
Ademas, las dos lactoferricinas no actuaban siguiendo el mecanismo de accion
descrito para la lactoferrina que se basa en su capacidad para secuestrar hierro.

La lactoferricina se ha revelado como un péptido antimicrobiano con un amplio
espectro de actividades frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Bellamy y
col., 1992), hongos (Mufioz y Marcos, 2006) y parasitos (Ledn-Sicario y col., 2006).
Ademas, también se presenta actividad antiviral (Pietrantoni y col., 2006), antitumoral
(ligo y col., 1999) y antiinflamatoria (Levay y Viljoen, 1995).

La hidrolisis de lactoferrina con pepsina provoca no sélo la liberacion de lactoferricina y
fragmentos que contienen lactoferricina, sino también de otros péptidos catidnicos.
Estos fragmentos corresponden a lactoferrina f(277-288), lactoferrina f(267-285) y
lactoferrina f(267-288) (Recio y Visser, 1999b). Un péptido, f(268-284), englobado en
uno de estos fragmentos de lactoferrina y conocido como lactoferrampina ha sido
sintetizado observandose que presentaba actividad frente a Candida asi como frente a
Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (van der Kraan y col.,
2004). Ademas de pepsina porcina, se ha comprobado que la hidrolisis con otras
enzimas como la quimosina da lugar a la formaciéon de fragmentos analogos a la
lactoferricina (Hoek y col., 1997). Recientemente, Haney y col., (2009) sintetizaron
lactoferrampina humana [f(269-285)] ademas del mismo péptido con diferentes
aminoacidos en los extremos N- y C-terminal. Estos investigadores observaron que un
aumento de la carga neta positiva del extremo C-terminal del péptido incrementaba
significativamente su actividad antimicrobiana y su actividad frente a Candida albicans.

Ademas de la lactoferrina humana y bovina, se ha empleado lactoferrina de diversos
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origenes para obtener péptidos antimicrobianos. De esta manera, se ha sintetizado el
fragmento f(17-41) de la lactoferrina de cabra y roedores y se ha observado que,
aunque en menor extension que la bovina, presenta actividad antibacteriana (Vorland
y col.,, 1998). También se ha detectado actividad antimicrobiana en hidrolizados de
lactoferrina de cabra con pepsina identificandose el fragmento f(14-42), homologo a la
lactoferricina. Al comparar la lactoferricina bovina con la caprina se vio que ésta ultima
exhibe menor actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli y que ambas
presentan similar actividad frente a Micrococcus flavus (Recio y Visser, 2000).
Recientemente se ha sintetizado un fragmento de la lactoferrina porcina f(17-41) el
cual presenta actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Candida albicans. Este fragmento, conocido como lactoferricina porcina, es
cuatro veces mas activo que la lactoferricina humana aunque ligeramente menos
efectivo que la lactoferricina bovina (Chen y col., 2006a).

La estructura de la lactoferricina y de otros péptidos derivados de la lactoferrina como
la lactoferrampina es similar a la de otros péptidos catidénicos. Estos péptidos se
caracterizan por presentar un gran numero de residuos con carga positiva asi como
una region hidrofébica con presencia de triptofano que esta implicado en la insercidn
en la membrana bacteriana (Schiffer y col., 1992). Hoy en dia se acepta que el
mecanismo por el cual la mayoria de los péptidos catidnicos ejercen su accion es la
disrupcion de la membrana citoplasmatica bacteriana (Zasloff, 2002). Sin embargo,
algunos péptidos antibacterianos podrian tener ciertas dianas en el citoplasma
bacteriano. El modo de accion de la lactoferricina y sus analogos se ha estudiado
extensamente. En primer lugar, la lactoferricina se une a la membrana bacteriana
cargada negativamente a través de interacciones electrostaticas (Bellamy y col, 1993).
El sitio de unién con las Gram-positivas es la capa de acido teicoicos mientras que en
el caso de las Gram-negativas la interaccién se produce con los polisacaridos de la

membrana externa. Una vez unida a la bacteria, la lactoferricina no provoca su lisis
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sino que es capaz de atravesar la membrana citoplasmatica y alcanzar el citoplasma.
Una vez en el citoplasma se sabe que la lactoferricina inhibe la maquinaria bacteriana
implicada en la sintesis proteica, aunque no se sabe con certeza el mecanismo de
inhibicion (Ulvatne y col., 2004).

En la uUltima década ha aumentado el interés por profundizar mas en el estudio de la
relacion entre la estructura y la actividad de la lactoferricina (Strem y col. 2002; Vogel y
col., 2002). Mediante el uso de microcalorimetria y espectroscopia de fluorescencia
con modelos de membranas se ha visto que la lactoferricina tiene preferencia para
interaccionar con las membranas bacterianas y con las membranas de células
cancerigenas cargadas negativamente, en lugar de las membranas neutras de las
células eucariotas. Ademas, mientras que la actividad antimicrobiana, antifungica,
antitumoral y antivirica estd relacionada con la proporcion de triptéfano/arginina
presente en el péptido, las propiedades antiinflamatorias e inmunomodulantes estan
mas relacionadas con la region cargada positivamente (Vogel y col., 2002).

La lactoferricina podria tener un papel importante desde un punto de vista fisiolégico.
Cuando la lactoferrina se administra oralmente es parcialmente degradada en ciertos
fragmentos algunos de los cuales contienen la secuencia de la lactoferricina (Kuwata y
col.,, 1998a). Mas tarde Kuwata y col. (1998b) demostraron que estos fragmentos
sobreviven el transito a través del tracto gastrointestinal aunque no han sido
detectados en sangre (Wakabayashi y col., 2004). Recientemente, se ha demostrado
que la lactoferrina bovina y la lactoferricina derivada de su hidrélisis actian de manera
sinérgica frente a Escherichia coli y Staphylococcus epidermidis. Se cree que este
efecto sinérgico podria incrementar las defensas frente a microorganismos invasores
(Lopez-Expésito y col., 2008a).

Otra de las proteinas antimicrobianas mas estudiadas junto con la lactoferrina es la
lisozima. Debido a su alta presencia en la clara de huevo de gallina (1-3 g/L) la mayor

parte de los estudios se realizan utilizando lisozima con este origen. Varias revisiones
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bibliograficas se han publicado en los ultimos afos (lbrahim, 2003; Pellegrini, 2003;
Masschalck y Michiels, 2003; Mine y col., 2004). Pellegrini y col., (1997) sintetizaron el
dominio de la doble hélice que contiene el fragmento f(98-112). Este fragmento, el cual
presenta actividad antimicrobiana, se obtiene a partir de la hidrolisis de lisozima. En el
caso de la lisozima humana, el dominio homélogo es el fragmento f(87-115) al cual se
le ha descrito actividad microbicida frente a bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas asi como frente a Candida albicans (Ibrahim y col., 2001).

La hidrélisis de a-lactoalbumina y B-lactoglobulina con tripsina o quimiotripsina da
lugar a la formaciéon de diferentes polipéptidos con moderada actividad antimicrobiana
frente a bacterias Gram-positivas (Pellegrini y col., 1999, 2001). Se ha analizado la
actividad antimicrobiana de proteinas de suero de oveja y de sus hidrolizados con
pepsina frente a diferentes bacterias patéogenas. Aunque no se llevdé a cabo la
identificacion de ningun péptido, El-Zahar y col., (2004) observaron que el hidrolizado
con pepsina era capaz de inhibir el crecimiento de Escherichia coli HB101, Escherichia
coli Cip812, Bacillus subtilis Cip5265 y Staphylococcus aureus. Recientemente
también se han realizado diversos estudios con proteinas de suero de cabra. Las
proteinas de suero fueron hidrolizadas de dos maneras diferentes y la actividad
antimicrobiana comparada. En uno de los tratamientos las proteinas de suero fueron
hidrolizadas con jugo gastrico humano (pH 2.5) y posteriormente con jugo duodenal
humano (pH 7.5). En el otro tratamiento las proteinas de suero fueron hidrolizadas con
pepsina, tripsina y quimiotripsina. Ambos tratamientos dieron lugar a diferentes perfiles
peptidicos y a diferentes actividades antimicrobianas. Los hidrolizados obtenidos con
el tratamiento conjunto con los jugos géastrico y duodenal humanos fueron capaces de
inhibir el crecimiento de Escherichia coli. Sin embargo, mientras que el hidrolizado
producido en el jugo gastrico fue activo frente a Bacillus cereus la actividad

desapareci6é después del tratamiento con el jugo duodenal (Almaas y col., 2006).
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1.2. Defensinas y catelicidinas

Ademas de las secuencias peptidicas producidas enzimaticamente, existen otros
péptidos en la leche con propiedades relacionadas con la defensa del lactante que son
expresados de forma activa por la glandula mamaria. Hasta ahora unicamente se han
identificados dos categorias de estos péptidos antimicrobianos en leche humana:
catelicidinas y defensinas. Las catelicidinas y defensinas presentes en la leche
humana junto con sus concentraciones y principales actividades biologicas se
encuentran resumidas en la Tabla 2.

1.2.1. Catelicidinas

Las catelicidinas se sintetizan como precursores peptidicos de secuencia larga con
una secuencia sefial N-terminal conservada (pro-péptido), seguida por una regién
antimicrobiana C-terminal variable. La heterogeneidad en la regién C-terminal variable
que codifica el péptido maduro puede tener entre 12-80 aminoacidos, generandose
péptidos con diferente potencial bactericida (Dommet y col., 2005).

En la leche humana, s6lo se ha identificado la catelicidina LL37. Este péptido,
generado a partir de la proteolisis del fragmento C-terminal de otra proteina precursora
(hCAP18), se encuentra en la leche humana en concentraciones de hasta 32 uM
(Murakami y col., 2005). A esta concentracion, estudios con LL37 sintético han
demostrado su actividad frente a un amplio rango de microorganismos (Turner y col.,
1998). La actividad antimicrobiana in vivo de la catelicidina LL37 podria estar
aumentada por la presencia de otras sustancias que actuarian de manera sinérgica
con ella como slgA, lactoferrina, lisozima, acidos grasos o glicanos (Newburg, 2005;
Isaacs, 2005). Ademas de su actividad antimicrobiana, el péptido LL37 se une y

neutraliza el lipopolisacarido y protege frente al shock endotdxico en un modelo marido
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de septicemia (Bals y col., 1999). Asimismo, tiene propiedades inmunomodulantes y
antitumorales (Zanetti, 2004; Okumura y col., 2004).

1.2.2. Defensinas

Las defensinas son un grupo de péptidos con secuencias de entre 29-45 residuos
aminoacidicos con propiedades antimicrobianas y citotdxicas. Hasta ahora se han
identificado varias defensinas bien en leche humana o en tejido mamario (en el rango
de ug/mL): B-defensina humana-1 (hBD-1), B-defensina humana-2 (hBD-2), a-péptido
derivado de neutréfilos humanos (hNP1-3), a-defensina humana-5 (hD-5) y o-
defensina humana-6 (hD-6) (Armogida y col., 2004).

hBD-1 se encuentra presente tanto en el epitelio de la glandula mamaria (Tunzi y col.,
2000) como en la leche humana en concentraciones desde 1 hasta 10 ug/mL (Jia y
col.,, 2001). Se ha demostrado que las concentraciones urinarias de hBD-1 son
mayores en mujeres embarazadas que en otros sujetos sugiriendo que los cambios
hormonales durante el embarazo podrian regular la expresion de hBD-1 (Valore y col.,
1998). La produccién y secrecion de hBD-1 por el epitelio de la glandula mamaria
podria aumentar durante el periodo de lactacion, ofreciendo un nuevo ejemplo de los
beneficios de la lactancia materna. Ademas de su efecto microbicida directo, hBD-1
impacta en la inmunidad neonatal a través de efectos inmunomodulantes (Yang y col.,
1999). El péptido hBD-1 en la leche materna podria promover la activacion de la
respuesta inmune adaptativa en la nasofaringe y tracto gastrointestinal del neonato
reclutando células dendriticas y linfocitos-T en esos tejidos mucosos.

El péptido hBD-2 se ha detectado en leche humana en concentraciones que varian
desde 8.5 a 56 pug/mL (Armogida y col., 2004), aunque otros estudios no han tenido
éxito en la deteccion de transcritos de hBD-2 (Tunzi y col., 2000; Jia y col., 2001;
Murakami y col.,, 2005). Estos resultados contradictorios podrian deberse a la

inestabilidad del péptido hBD-2. Ademas, es muy posible que la expresion de estos
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péptidos en el tejido mamario suceda a nivel constitutivo e inducible. El fragmento
hBD-2 tiene una potente actividad frente a bacterias Gram-negativas y frente a
Candida (Lehrer y Ganz, 2002), y su expresion puede aumentar durante los procesos
infecciosos e inflamatorios.

hNP1-3 se ha identificado en leche humana en concentraciones variables desde 5-
43.5 pg/mL (Armogida y col., 2004). Esta a-defensina ha mostrado tener actividad
frente a Candida albicans con dosis letales 50 (LDsy) de 2.2 ug/mL, y frente a
Escherichia coli y Streptococcus faecalis con un valor de LDsy 2 10 pg/mL (Ganz y
Weiss, 1997; Harder y col., 1997).

Las concentraciones de HD-5 y HD-6 en leche humana se encuentran entre 0-11.8
pg/mL (Armogida y col., 2004). Aunque ambas defensinas se encuentran en menor
concentracion que HNP1-3 y HBD-2 son de importancia critica en el tracto
gastrointestinal del neonato. Niveles bajos de estas defensinas se relacionan con un
aumento en el riesgo de colitis necrotizante, un serio desorden gastrointestinal de
etiologia desconocida en nifios prematuros (Salzmann y col., 1998). Es importante
destacar que las concentraciones de HD-5 y HD-6 son significativamente mayores en
el calostro que en la leche madura.

El mecanismo preciso mediante el cual las defensinas ejercen su actividad
antimicrobiana no esta definido claramente aunque se ha propuesto que las
defensinas son capaces de permeabilizar las membranas mediante la formacién de
poros multiméricos. Se ha sugerido que las caracteristicas catidnicas y anfipaticas de
este tipo de péptidos antimicrobianos favorecerian la unién e interaccion directa con
los lipidos de la bicapa provocando la liberaciéon de los contenidos acuosos de la célula

(Chen y col., 2006).
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2. Estudios in vivo sobre péptidos antibacterianos derivados de la leche

En los ultimos afios se han realizado estudios in vivo sobre el papel de diversos
péptidos (defensinas y catelicidinas) en la defensa del organismo (Bowdish y col.,
2005; Brodgen y col., 2004). Los estudios en animales muestran que estos péptidos
son clave en la prevencion y curacion de diversas infecciones. En los mamiferos, estos
péptidos tienen en muchos casos un efecto principalmente inmunomodulante.
Actualmente, son necesarios nuevos modelos in vivo que expliquen mejor como estos
péptidos pueden actuar en la defensa del organismo. A la hora de examinar la posible
actividad microbicida o inmunoregulatoria de estos péptidos se tienen que considerar
dos factores principalmente: por un lado el entorno en el cual estas actividades son
evaluadas y por otro las concentraciones a las que los péptidos se encuentran in vivo.
Por otro lado, hasta la fecha, s6lo se han realizado unos pocos estudios usando
animales modelos o en pruebas clinicas en humanos sobre la actividad antimicrobiana
in vivo de péptidos derivados de proteinas lacteas. Algunos de estos estudios en
animales modelo muestran que la administracion oral de lactoferricina protege frente a
la infecciones de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (Nakasone y col.,
1994) y del parasito Toxoplasma gondii (Isamida y col., 1998). La mayoria de estos
estudios se han realizado para demostrar la actividad antimicrobiana de la proteina
lactoferrina cuando se administra oralmente. Sin embargo, debido a que al administrar
lactoferrina oralmente ésta es degradada parcialmente a fragmentos que contienen la
secuencia de la lactoferricina (Kuwata y col., 1998a, b), algunos de los efectos que han
sido demostrados para la lactoferrina pueden ser probablemente atribuidos a
fragmentos de la lactoferrina o a una accion combinada de la lactoferrina y péptidos
derivados de su hidrolisis. Entre otros efectos se ha visto que la lactoferrina es capaz
de suprimir el crecimiento y la translocacion de enterobacterias en el intestino de
ratones (Teraguchi y col.,, 1994; 1995). También se ha observado que la

administracion oral de lactoferrina protege frente a la infecciones de Staphylococcus
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aureus resistentes a meticilina y Candida albicans (Bhimani y col., 1999). Lee y col.,
(2005) demostraron que la lactoferrina humana disminuye la colonizacién hepética de
Listeria monocytogenes, la necrosis hepatica, y la expresion de citoquinas
inflamatorias en ratones infectados oralmente con Listeria monocytogenes.
Recientemente, Ochoa y Cleary, (2009) han publicado una revision bibliografica del
efecto de la lactoferrina sobre patdogenos entéricos.

Un estudio realizado con recién nacidos con bajo peso mostré6 que el consumo de
férmulas infantiles enriquecidas con lactoferrina contribuye a la formacion de una flora
rica en bifidobacterias (Kawaguchi y col., 1989). Di Mario y col., (2003) demostraron
que la lactoferrina es muy efectiva en la eliminacion de Helicobacter pylori cuando se
usa como suplemento a un tratamiento con antibiéticos. Diferentes autores han
revisado varios estudios in vivo sobre el efecto antiviral e inmunomodulatorio de la
lactoferrina, la prevencion del cancer asi como diferentes aplicaciones clinicas de esta
proteina (Tomita y col., 2002; 2009; Marshall 2004; ligo y col., 2009).

Existen varios estudios in vivo sobre la actividad de la isracidina. En ratones, se ha
visto que la isracidina es capaz de proteger frente a Listeria monocytogenes,
Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus. De la misma manera, la isracidina
ofrece proteccion frente a Staphylococcus aureus en conejos, cobayas y ovejas. En
vacas que presentan mastitis, la isracidina es eficaz en el 80 % de los casos en el
tratamiento de infecciones cronicas de estreptococos. Ademas, también se ha
demostrado que la isracidina posee propiedades inmunomodulantes. Este péptido
cuando es inyectado en ratones provoca un aumento significativo en la producciéon de
IgG, IgM, en la formacion de células generadoras de anticuerpos e incrementa la
inmunidad mediada por células (Lahov y Regelson, 1996).

Hidrolizados tripticos de caseina han mostrado una eficacia profilactica y terapéutica
comparable a Fermosob, una preparacién antimicrobiana de uso veterinario en el

control de la colibacilosis (Biziulevicius y Zukaite, 1999, Biziulevicius y col., 2003). Este
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hidrolizado mostré una eficacia del 93.0 % desde el punto de vista terapéutico y un
93.5 % desde el punto de vista profilactico no sélo a nivel antimicrobiano sino también
como preparado inmunoestimulante. Sin embargo, en este estudio no se identificaron
los péptidos responsables de esta actividad.

Recientemente, un producto obtenido a partir de calostro de vaca rico en
inmunoglobulinas, factores de crecimiento, péptidos antimicrobianos y nutrientes
redujo el numero de deposiciones/dia en pacientes que presentaban diarrea asociada
al sindrome de inmunodeficiencia adquirida. Ademas de este efecto beneficioso, los
niveles de hemoglobina y albumina se incrementaron en estos pacientes, sus
sintomas de fatiga disminuyeron y su peso corporal aumenté. Todos estos efectos se

vieron acompariados por un incremento en el nimero de CD4" (Floren y col., 2006).

Conclusiones

Al ser amamantado, el recién nacido adquiere proteccion frente a infecciones
de tipo bacteriano y viral. Ademas, la madre también obtiene proteccion frente a
posibles infecciones mamarias y desarrollo de mastitis.
Aparte de otros componentes, la leche posee una amplia variedad de proteinas que
proporcionan un gran numero de actividades biolégicas como actividad antimicrobiana
o actividad inmunoestimulante. Al mismo tiempo, existen una serie de péptidos que se
forman durante la digestion que pueden inhibir el crecimiento de bacterias y virus vy,
por tanto, protegernos frente a infecciones. Otros péptidos son secretados hacia la
leche directamente en una forma activa como las defensinas y las catelicidinas. Estos
péptidos han demostrado su capacidad para proteger de la colonizacién bacteriana la
superficie del epitelio pulmonar, intestinal o la piel. Ademas, hay que subrayar que las
proteinas de la leche proporcionan una cantidad adecuada de aminoacidos esenciales

al nifio que esta creciendo.
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Actualmente existe un creciente interés por parte de la industria en la aplicacion de
péptidos y proteinas a los alimentos funcionales con el objetivo de contribuir al
bienestar humano y de los animales. Hoy en dia es posible producir péptidos y
proteinas con actividad biologica a gran escala con muy bajo coste, bien sea mediante
técnicas recombinantes o, en el caso de los péptidos, por hidrolisis enzimatica o
fermentacion bacteriana. Estos péptidos y proteinas podrian ser usados de manera

segura para la alimentacién humana y animal.
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Péptidos antihipertensivos derivados de proteinas lacteas.
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1. Introduccion

La leche es una excelente fuente de nutrientes. Mas alld de su bien
documentada funcién nutricional, la leche ejerce un amplio rango de actividades
biolégicas que influyen sobre el sistema digestivo y metabolico, el crecimiento y
desarrollo de los 6rganos y la resistencia a diversos trastornos y enfermedades. Estas
actividades han sido atribuidas principalmente a las proteinas y péptidos secretados
en la leche por la glandula mamaria. Sin embargo, algunas de las actividades
biolégicas de las proteinas lacteas se encuentran en un estado latente y requieren de
procesos de proteolisis para su liberacion. Asi, los péptidos bioactivos corresponden a
fragmentos inactivos dentro de la secuencia de la proteina precursora, pero que
pueden liberarse mediante hidrdlisis in vivo (durante la digestion gastrointestinal) o in
vitro (durante el procesado de los alimentos) y en esta forma pueden ejercer distintas
funciones fisiolégicas en el organismo. Se han descrito péptidos bioactivos con
diferentes actividades biolégicas (antihipertensiva, opidcea, antitrombdtica,
inmunomodulante, hipocolesterolémica, antioxidante, antiviral, antiproliferativa, etc) y
han sido revisados en numerosos articulos (por ejemplo, Hernandez-Ledesma y col.,
2006; Korhonen y Pihlanto, 2006). Por ello, los péptidos bioactivos derivados de

proteinas lacteas juegan un papel importante en la salud y la nutricion. Generalmente

305



Capitulo 14

estos péptidos contienen entre 3 y 20 aminoacidos por molécula y su secuencia
primaria define su funcion. Para que un péptido bioactivo ejerza la actividad tras su
administracion oral, es necesario que la forma activa del péptido sea resistente al
proceso de digestion gastrointestinal, se produzca la absorcién del mismo a través del
epitelio gastrointestinal y alcance los 6rganos diana intacto o en forma de metabolitos
activos. En este capitulo se revisa el estado actual de las investigaciones que se han
llevado a cabo en los ultimos afios sobre péptidos antihipertensivos derivados de

proteinas lacteas.

2. Péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y péptidos
antihipertensivos

La hipertension arterial es uno de los principales riesgos de las enfermedades
cardiovasculares y afecta aproximadamente a una cuarta parte de la poblacion
mundial (Fitzgerald y Murray, 2006). La presion arterial esta regulada parcialmente por
el sistema renina-angiotensina. Uno de los principales componentes de este sistema
es la enzima convertidora de angiotensina (ECA) (EC 3.4.15.1.). Esta enzima
multifuncional se localiza en diversos tejidos y es conocida por su primordial y decisivo
papel en la regulacién de la presion arterial ya que cataliza la conversion de la
Angiotensina |, un decapéptido inactivo, en Angiotensina Il, un octapéptido de potente
accion vasoconstrictora. Ademas, esta enzima cataliza la inactivacion de las
bradiquininas, compuestos con una importante actividad vasodilatadora. Por tanto, la
inhibicion de esta enzima provoca principalmente un efecto hipotensor.

Tras el descubrimiento del papel de la dieta en la prevencién y tratamiento de
la hipertension, los esfuerzos de cientificos e industrias alimentarias se han enfocado
en la busqueda de alimentos con actividad antihipertensiva. Proteinas de diversos
alimentos, como los huevos, el atun, la gelatina y la soja, han sido descritas como

precursoras de péptidos con actividad inhibidora de la ECA (actividad IECA) in vitro o
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actividad antihipertensiva in vivo. Sin embargo, hasta la actualidad, las proteinas
lacteas son la principal fuente de estos péptidos bioactivos (Hartmann y Meisel, 2007).

Estos péptidos inhibidores de la ECA corresponden a diversos fragmentos de
las caseinas conocidos como casoquininas, y a fragmentos derivados de las proteinas
de suero, denominados lactoquininas. Debido a la relevancia de este grupo de
péptidos bioactivos, en los ultimos afios se ha llevado a cabo una exhaustiva
investigacion enfocada en la identificacion de nuevas secuencias peptidicas, asi como
en la elucidacion de la relacion estructura/actividad y el método de produccion de
dichas secuencias. Los resultados de esta investigacion han sido descritos en
multiples articulos de revisién (Korhonen y Pihlanto, 2003; Fitzgerald y Murray 2006;
Hernandez-Ledesma y col., 2006, 2007b). Incluso, aspectos relacionados con la
biodisponibilidad de estos péptidos y sus propiedades fisioldégicas, quimicas y
tecnolégicas han sido revisadas por otros autores (Lopez-Fandifio y col., 2006;

Vermeirssen y col., 2004).
Relacién estructura actividad

La relacion estructura/actividad de los péptidos inhibidores de la ECA no esta
totalmente definida. Sin embargo, numerosas investigaciones han demostrado la
importante influencia de los tres aminoacidos situados en el extremo carboxilo terminal
sobre la unién a la enzima. La ECA tiene afinidad por substratos o inhibidores
competitivos que contengan residuos hidrofébicos en cualquiera de las tres ultimas
posiciones del extremo carboxilo terminal. Estudios de inhibicion llevados a cabo con
di-péptidos de diversa estructura han concluido que los aminoacidos Trp, Tyr, Phe o
Pro presentes en estas posiciones del extremo C-terminal son mas efectivos para la
unién del inhibidor a la ECA. Ademas, la union se ve favorecida si el péptido contiene
el aminoacido Pro como ultimo o antepenultimo residuo, viéndose debilitada si este

aminoacido ocupa la posicion penultima en la secuencia peptidica (Cheung y col.,
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1980). La potencia inhibidora del péptido también se ve favorecida por la presencia de
la carga positiva de los aminoacidos Lys o Arg en el extremo C-terminal. En los ultimos
afios se han utilizado técnicas bioinformaticas para poder establecer los requisitos
estructurales que deben presentar los péptidos inhibidores de la ECA, son los
denominados modelos de relacion estructura-actividad cuantitativos (QSAR). Asi,
mediante un modelo QSAR para péptidos de hasta 6 aminoacidos derivados de
proteinas lacteas, Pripp y col. (2004) pudieron concluir que habia una relacion entre la
actividad IECA vy la presencia de un aminoacido hidrofébico o cargado positivamente
en la ultima posiciéon de la secuencia, sin embargo, no se encontré ninguna relacion
entre la estructura del extremo N-terminal. Por otro lado, Wu y col. (2006) a través de
un modelo QSAR para péptidos que contenian entre 4 y 10 aminoacidos observaron
que el residuo del tetrapéptido del C-terminal puede decidir la potencia IECA, siendo
preferentes los aminoacidos Tyr y Cys en primera posicion del C-terminal, en segunda
posicion His, Trp y Met, en tercera posicion lle, Leu, Val y Met y en cuarta posicién
Trp. De este modo, péptidos que presentan el tripéptido C-terminal idéntico, pueden
poseer actividades muy diferentes dependiendo de su secuencia y del aminoacido
adyacente al tripéptido C-terminal. Por ejemplo, Gobmez-Ruiz y col. (2004a) observaron
que el péptido de secuencia VRYL era mas activo que el péptido VPSERYL, ambos
identificados en un queso Manchego.

Por otro lado, la configuracion que puede adoptar el péptido dependiendo de
las condiciones ambientales y la conformacién estructural final que puede adquirir el
péptido pueden ser determinantes de la actividad IECA. De tal forma, las secuencias
que contienen frans-Pro en su extremo C-terminal son mejores sustratos de la enzima
que las que contienen cis-Pro, como ejemplo cabe citar el estudio llevado a cabo por

Goémez-Ruiz y col. (2004b). Los isébmeros L y D de los aminoacidos en algunas
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posiciones de la secuencia peptidica también influyen en la estereoespecificidad de la
ECA (Maruyama y col., 1987).
Biodisponibilidad

El potencial antihipertensivo de un péptido es dependiente de su capacidad
para alcanzar, sin ser degradados por las enzimas intestinales o sanguineas, los
organos diana, tanto en el margen luminal del tracto intestinal como en los 6rganos
periféricos. La resistencia a estas enzimas es un requisito esencial para el efecto
antihipertensivo de péptidos inhibidores de la ECA tras su ingestiéon oral o su
administracion por via intravenosa. Por lo tanto, es importante distinguir entre péptidos
cuya actividad antihipertensiva ha sido demostrada mediante estudios in vivo en
animales de experimentacion y ensayos clinicos en humanos y péptidos cuya actividad
ha sido s6lo evaluada mediante ensayos in vitro. Diversos autores han descrito un
incremento de la actividad IECA tras la accion de enzimas digestivas sobre soluciones
de caseina fermentada (Pihlanto-Leppala y col., 1998; Vermeirssen y col., 2003). Sin
embargo, en otros casos, la digestidn gastrointestinal es responsable de la hidrélisis
de potentes péptidos inhibidores de la ECA y la consecuente pérdida de su actividad
antihipertensiva in vivo. Asi, por ejemplo, el péptido correspondiente al fragmento 142-
148 de la B-lactoglobulina, conocido por su elevada actividad IECA in vitro, no es
resistente a la accion de las proteinasas y peptidasas intestinales y sanguineas (Walsh
y col.,, 2004). Igualmente, Maruyama y colaboradores (1987) demostraron que el
fragmento 23-27 de la os1-caseina presentaba una elevada capacidad inhibidora de la

ECA y un nulo efecto antihipertensivo in vivo.
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2.1. Péptidos con actividad IECA y antihipertensivos derivados de proteinas
lacteas por fermentacion microbiana
En leches fermentadas

Los procesos de fermentacién microbiana se han considerado como una de las
mejores estrategias en la obtencién de péptidos inhibidores de la ECA y/o péptidos
antihipertensivos derivados de proteinas lacteas. Durante los procesos de
fermentacion, las enzimas presentes en los microorganismos degradan las caseinas
permitiendo la liberacion de péptidos y aminoacidos esenciales para su crecimiento.
Algunos de estos péptidos han sido identificados y caracterizados como inhibidores de
la ECA y/o antihipertensivos. En la tabla 1 se muestran aquellos péptidos identificados
hasta la actualidad como responsables del efecto antihipertensivo de productos
lacteos fermentados.

Diferentes especies de bacterias lacticas han demostrado la capacidad de
fermentar la leche generando productos fermentados con elevada actividad IECA. La
combinacién de las cepas Lactobacillus helveticus y Saccharomyces cerevisiae,
empleadas durante la elaboracién de una leche fermentada comercializada en Japén
(Nakamura y col., 1995a) (Calpis, Calpis Co. Ltd., Tokyo, Japan), es esencial en la
produccién de péptidos con un demostrado efecto antihipertensivo tanto en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) (Nakamura y col., 1995b) como en pacientes
hipertensos (Hata y col., 1996). De una manera similar, un producto generado tras la
fermentacion de la leche con Lactobacillus helveticus LBK-16H ejercié un significativo
efecto antihipertensivo en un ensayo clinico llevado a cabo con humanos hipertensos
(Seppo y col., 2002; 2003). Este producto ha sido comercializado con el nombre de
Evolus® (Valio Ltd, Finlandia o Kaiku Vitabrand®, Espafia). En ambos productos, los
péptidos lle-Pro-Pro (IPP) y Val-Pro-Pro (VPP) fueron identificados como responsables
del efecto antihipertensivo de los mismos (Sipola y col., 2001). Ademas, la presencia

de estos tri-péptidos fue detectada tras su administracion oral en la arteria aorta de
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ratas SHR, siendo considerado como el érgano diana en el efecto antihipertensivo
(Masuda y col.,, 1996). Recientemente, la compafiia francesa Danone esta
comercializando el producto Danatén® en Espafia que también contiene estos tri-
péptidos y ha sido fabricado con una nueva cepa de Lactobacillus helveticus (Degivry,
M-C., 2007; Garault, 2007; Queguiner, 2007).

Otros péptidos con actividad IECA fueron aislados y caracterizados a partir de
una leche fermentada con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactococcus
lactis subsp. cremoris (Gobbetti y col., 2000; Ashar y Chand, 2004). Hernandez-
Ledesma y col. (2004) estudiaron la actividad IECA de leches fermentadas
comerciales, mostrando la mayoria una moderada actividad. Esta actividad se
mantenia estable o aumentaba durante el proceso de simulacion gastrointestinal.
Asimismo, se han identificado péptidos cuyas caracteristicas estructurales son
similares a péptidos con actividad IECA previamente descritos. Ademas de productos
lacteos de origen bovino, la actividad IECA de yogures fabricados con leche ovina
(Chobert y col.,, 2005) y kéfir de leche de cabra (Quirés y col., 2005) ha sido
investigada. En este ultimo producto se ha identificado el péptido de secuencia
PYVRYL (fragmento 203-208 de la as,; caseina) que exhibe una potente actividad IECA
(ICso de 2,4 uM) y antihipertensiva en ratas SHR (Recio y col., 2006).

Recientemente, Nielsen y col. (2009) han estudiado el efecto de la cepa, pH de
la fermentacién (4.6, 4.3 y 3.5) y tiempo de almacenamiento (de 1 a 7 dias a 5 °C)
sobre el perfil peptidico y actividad IECA en 13 cepas de la coleccién de Hansen. Las
cepas que mostraron mayor actividad IECA correspondieron a dos de las cepas de
Lactobacillus helveticus empleadas y a las cepas de Lactococcus lactis.

Nuestro grupo de investigaciéon en colaboracién con la empresa Leche Pascual,
evaluaron la actividad IECA de diferentes leches fermentadas producidas con 231

cepas de microorganismos aisladas de muestras de leche de vaca cruda. Entre ellas,
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cuatro cepas de Enterococcus faecalis producian leches fermentadas con potente
actividad IECA y efecto antihipertensivo en ratas SHR (Muguerza y col., 2006). Se
identificaron ocho péptidos en estas leches fermentadas, y se determiné la actividad
antihipertensiva tras su administracion por via oral. Dos de estos péptidos, que
correspondieron a los fragmentos 133-138 y 58-76 de la B-caseina (LHLPLP vy
LVYPFPGPIPNSLPQNIPP, respectivamente) mostraron valores de ICs inferiores de 5
uM y un potente efecto antihipertensivo en ratas SHR (Miguel y col., 2006; Quirés y
col., 2007) (Tabla 1). Se comprob6 también que el producto obtenido por fermentacion
con estas cepas diminuia el desarrollo de la hipertension durante un estudio cronico en
ratas hipertensas (Miguel y col., 2005). Para profundizar en el estudio de los péptidos
mas activos, se ha estudiado la biodisponibilidad de los mismos mediante procesos de
simulaciéon gastrointestinal y estudios de transporte a través de células Caco-2. Se
pudo comprobar que el LHLPLP fue el Unico péptido que resistio la hidrolisis con
enzimas digestivas. Sin embargo, este péptido fue hidrolizado por las peptidasas de
las células del epitelio intestinal dando lugar al péptido HLPLP. Este penta-péptido es
transportado a través de la monocapa de células Caco-2, siendo la difusion pasiva el
principal mecanismo de transporte de este péptido. Ademas, el péptido HLPLP es
resistente a las peptidasas plasmaticas humanas, por lo que podria ser la forma activa
del péptido LHLPLP (Quirés y col, 2008).
En quesos

Durante la maduracion del queso, pueden formarse péptidos con actividad
IECA por accién de las proteinasas asociadas a la pared celular de las bacterias
lacticas y de las peptidasas intracelulares. Saito y col. (2000) determinaron la actividad
IECA y antihipertensiva de la fracciébn peptidica de quesos comerciales, como el
Gouda, Edam, Emmental, Camembert, Havarti y queso Azul. De las 6 tipos de queso

examinados, 4 de ellos mostraron efecto antihipertensivo siendo el queso Gouda de 8
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meses de maduracion el que presentaba mayor actividad antihipertensiva cuando se
administraba a ratas SHR. Se han identificado en dicho queso los fragmentos 60-68 de
B-caseina y 1-9 de agi-caseina, que presentaron una potente actividad IECA, con
valores de 1Csp de 14.8 y 13.4 uM, respectivamente, pero una débil actividad
antihipertensiva. Este ultimo fragmento también ha sido identificado en el queso
Festivo, un nuevo tipo de queso bajo en grasa, desarrollado en Finlandia (Ryhanen y
col., 2001). Varios péptidos inhibidores de la ECA han sido aislados de extractos
procedentes de quesos comercializados en Italia y Espafia (Gomez-Ruiz y col., 2006;
Smacchi y Gobbetti, 1998), asi como de un queso Manchego preparado tras la
inoculacion de leche con Lactococcus lactis subsp. lactis y Leuconostoc
mesenteroides (Gomez-Ruiz y col., 2002). Méas recientemente, Butikofer y col. (2007;
2008) han determinado la concentracién de los péptidos antihipertensivos VPP e IPP
en 44 muestras de quesos comerciales duros y semi-duros y en 101 muestras de 10
variedades distintas de Quesos suizos. En general, se observo que el péptido VPP
estaba en mas alta concentracion que el IPP y que existian diferencias en la
concentracion de los péptidos entre los diferentes quesos. La concentracion mas alta

de los tripéptidos se encontrd en una variedad de queso Appenzeller.

2.2. Péptidos con actividad IECA y antihipertensivos derivados de proteinas
lacteas por hidrdlisis enzimatica

Un gran numero de estudios llevados a cabo durante las ultimas dos décadas
han demostrado la formacién de péptidos inhibidores de la ECA y/o antihipertensivos a
partir de hidrolizados de proteinas lacteas. Estos péptidos se muestran en la Tabla 2.
Los péptidos inhibidores de la ECA mas potentes (IC5, < 30 puM) proceden de

hidrolizados de caseinatos y caseinas con tripsina o con la proteinasa extracelular de
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Lactobacillus helveticus (Maruyama y col., 1987; Robert y col., 2004; Tauzin y col.,
2002; Yamamoto y col., 1994).

Con el objetivo de poder obtener los péptidos VPP e IPP por hidrélisis enzimatica,
en lugar de por fermentacion, se ha producido un hidrolizado de caseinas con una
proteasa de Aspergillus oryzae. Ademas, este hidrolizado presenta una potente
actividad IECA y antihipertensiva en ratas (Mizuno y col., 2004) y en humanos (Mizuno
y col., 2005; Sano y col., 2005). A partir de este hidrolizado, Calpis ha disefiado
AmealPeptide®, también conocido como Lactotripeptide™ (LTP). En Estados Unidos
también se comercializa como el ingrediente del suplemento dietético Ameal bp™.
Recientemente, un hidrolizado que contiene el péptido IPP ha sido producido mediante
la hidrolisis del glicomacropéptido de origen bovino con una preparacion enzimatica
derivada de Aspergillus niger. Este producto se comercializa como Tensguard™ por la
compaiiia holandesa DSM Food Specialties. Ponstein-Simarro Doorten y col. (2009)
han llevado a cabo estudios toxicologicos de este producto mediante ensayos de
genotoxicidad in vitro y estudios de toxicidad in vivo en ratas.

Ademas, también ha sido comercializado un hidrolizado de caseina con tripsina
con propiedades antihipertensivas en Japén bajo el nombre de Casein DP (Kanebo
Ltd.) (Sekiya y col., 1992; Sugai, 1998). Posteriormente, otro hidrolizado triptico de
caseina se comercializé6 en Holanda bajo la denominacion de C12 Peption™ (DMV
internacional) (Cadee y col., 2007). Ambos productos presentan el fragmento 23-34 de
asq-caseina de secuencia FFVAPFPEVFGK.

En nuestro laboratorio, Recio y col. (2006), han identificado, dos nuevas
secuencias peptidicas derivadas de la os; caseina con actividad IECA y potente
actividad antihipertensiva en el hidrolizado de caseina con pepsina. También se ha
demostrado el efecto antihipertensivo en ratas SHR, de un hidrolizado de caseinas con

pepsina y la fraccion menor de 3000 Da del hidrolizado (Miguel y col., 2009).
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Respecto a las proteinas de suero, la hidrélisis con una combinacion de
enzimas digestivas u otras enzimas con alto poder proteolitico y baja especificidad,
como la termolisina o la proteinasa K, permite la produccion de hidrolizados con un
gran numero de potentes péptidos inhibidores de la ECA (Abubakar y col., 1998;
Hernandez-Ledesma y col.,, 2002; Mullally y col., 1997; Nurminen y col., 2000;
Pihlanto-Leppala y col., 2000). Por ejemplo, el péptido denominado B-lactosin A [IPA,
f(78-80)], se ha identificado en un hidrolizado de B-lactoglobulina con proteinasa K.
Aunque este péptido mostré6 una moderada actividad |IECA, presenté una potente
actividad antihipertensiva en ratas SHR (Abubakar y col., 1998). En un estudio con un
hidrolizado de B-lactoglobulina de cabra preparado con termolisina, se identificaron
dos potentes inhibidores de la ECA, de secuencias LLF y LQKW, y posteriormente, se
demostré su efecto antihipertensivo en ratas SHR (Hernandez-Ledesma y col., 2002 y
2007a).

La hidrélisis de a-lactalbumina con enzimas gastricas y pancreaticas produjo la
liberacion del tetra-péptido YGLF que presenté actividad opiacea y antihipertensiva en
ratas normotensas y SHR, siendo esta ultima actividad debida a su efecto como
antagonista de receptores opiaceos (ljas y col., 2004). Estos resultados sugieren que
otros mecanismos de accion, diferentes a la inhibicibn de la ECA pueden estar

involucrados en el efecto antihipertensivo de péptidos derivados de proteinas lacteas.
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3. Perspectivas futuras

Un elevado numero de estudios llevados a cabo in vitro e in vivo revelan que
los péptidos antihipertensivos pueden ser liberados a partir de proteinas lacteas tras
procesos de fermentacion microbiana y/o hidrolisis enzimatica. Estos péptidos
bioactivos no son tan potentes como los farmacos usados de forma comun en el
tratamiento de la hipertension. Sin embargo, pueden considerase como una fuente
altamente interesante de ingredientes bioactivos que se puede incorporar en alimentos
y ser usados en la prevencion de la hipertension arterial y consecuentemente de los
trastornos cardiovasculares, manteniendo un adecuado estado de salud.

El disefio de nuevos productos lacteos promotores de la salud conteniendo
estos péptidos aparece prometedor y atractivo para productores y consumidores. Sin
embargo, seria necesario: A) Una investigacion mas exhaustiva que resuelva diversos
aspectos cientificos y tecnolégicos de la aplicacion de péptidos bioactivos como
ingredientes de alimentos funcionales y nutracéuticos. B) El desarrollo de estrategias
para la produccién y enriquecimiento de fracciones de péptidos bioactivos, como las
técnicas cromatograficas y las técnicas de membrana. C) La aplicacion de nuevos
experimentos con animales y ensayos clinicos doble-ciego en humanos para verificar
in vivo la eficacia de los péptidos antihipertensivos, asi como sus efectos a largo plazo
una vez administrados por via oral de forma regular. EI mecanismo de accién de los
péptidos bioactivos y los efectos adversos asociados a su uso deberian ser
cuidadosamente considerados en estos ensayos. Adicionalmente a los aspectos
fisiolégicos, la biodisponibilidad de los péptidos bioactivos y sus propiedades
tecnolégicas deberian de ser estudiadas con el objetivo de desarrollar alimentos
modelo que contengan estos péptidos y mantengan su actividad durante un periodo de
garantia. La interaccion de estos péptidos con otros componentes alimentarios, como
los hidratos de carbono o los lipidos, asi como la influencia de las condiciones del

procesado (especialmente el calentamiento) sobre la actividad bioloégica del péptido
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deberian de ser también investigadas. Desde el punto de vista comercial, otros
aspectos como la relacion coste-eficacia del ingrediente, la facilidad de incorporacion a
su producto y sus caracteristicas organolépticas son también de gran importancia.
Finalmente, los datos obtenidos de los ensayos clinicos son esenciales para formular
rigurosos anuncios de salud y el adecuado etiquetado del producto final que contiene

al ingrediente bioactivo.
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Recuperacion y revalorizacion del lactosuero para la produccion de

nuevos productos con propiedades funcionales.
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Resumen. En los ultimos afios han surgido gran cantidad de alimentos
funcionales a los que se les atribuyen diversas propiedades beneficiosas. Entre estos
alimentos se encuentran aquellos que contienen proteinas del lactosuero asi como
aquellos que incorporan bacterias probidticas en su composicion. En la actualidad
existen matrices de proteinas de suero que contienen bacterias probi6ticas que se
mantienen viables durante 28 dias a temperaturas de refrigeracion. Ademas, también
se han realizado diferentes estudios relacionados con la actividad metabdlica, las
propiedades antimicrobianas y la resistencia a las enzimas del tracto gastrointestinal.
Por ultimo, se ha evaluado el uso de cepas de bacterias del acido lactico con

propiedades probioticas en la produccion de exopolisacaridos en lactosuero.

1. Productos lacteos probioticos

El consumo de productos lacteos que contienen cepas probiéticas viables ha
aumentado considerablemente en los Uultimos afios, en especial debido a las
propiedades saludables que se asocian al consumo de este tipo de productos. Esta
tendencia ha provocado su diversificacion en el mercado mundial. La demanda de
estos productos ha sido impulsada principalmente por sus diferentes beneficios,
atribuidos en especial a varias bacterias que pertenecen a los géneros Bifidobacterium

y Lactobacillus, (Lee y Salminem, 1995; Reid, 1999), siempre y cuando puedan
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colonizar la parte inferior del intestino. Sin embargo, una condicién necesaria (aunque
no suficiente) para que se produzca esta colonizacion es que los mencionados
productos contengan al menos 10" ufc/ml de bacterias probiéticas en el momento de
su consumo (FAO, 2001).

Productos lacteos como el yogur (Reuter, 1990; Laroia y Martin, 1991), los
helados (Hekmat y McMahon, 1992) y el queso (Gomes y col., 1995, 1998, Stanton y
col., 1998) son claros exponentes del éxito de alimentos que contienen
microorganismos probiéticos. Tipos de queso que hayan sido objeto de investigacion
en este campo incluyen (en orden cronoldgico): queso blanco salmuera (Furtado y col.,
1993), queso Cheddar (Dinakar y Mistry, 1994; Shaw y White, 1994; Daigle y
col.,1997; Gardiner y col.,1998), queso Gouda (Gomes y col., 1995), queso Cottage
(Blanchette y col., 1996; Riordan y Fitzgerald, 1998), queso Crescenza (Gobbetti y
col., 1998), queso semi-duro de cabra (Gomes y Malcata, 1998) y queso fresco
Argentino (Vinderola y col., 2000). Sin embargo, existe una clase de queso sobre la
cual se han realizado hasta la fecha muy pocos estudios relacionados con la

incorporacion de bacterias prebiéticas; son los quesos de suero de leche.

1.1. Potencialidad del lactosuero como vehiculo para bacterias probidticas.

El suero de leche es la parte acuosa de la leche obtenida tras procesos de
coagulacién con acido, calor o cuajo en la produccion de queso. Gran parte del
volumen mundial de suero de leche se utiliza actualmente para la produccién de una
gran variedad de productos de elevado valor afadido (descrito en capitulos
anteriores). Sin embargo, en Portugal, Espafia y otros paises latino americanos el
suero de leche sigue siendo eliminado especialmente por las pequefas industrias
lacteas que en conjunto suman importantes volumenes globales (Pintado y col., 2001).

La eliminacion de este producto trae consigo no so6lo una pérdida importante de
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nutrientes, sino también plantea graves problemas para el medio ambiente, debido a
su alta demanda biolégica y quimica de oxigeno.

La recuperacion de proteinas solubles de suero de leche puede ser utilizada en
la produccion de queso, lo cual podria ser muy interesante tanto desde el punto de
vista nutricional como biolégico. El requeson es un queso de suero (similar al queso
Ricotta), que se consume normalmente en natural o combinado con sal o azucar. Se
fabrica a través del procesado térmico de suero de leche, lo que conduce a la
desnaturalizacion de las proteinas solubles. La elaboracion de requeson supondria un
medio adecuado para recuperar las proteinas de suero de leche y una alternativa
economica para las pequefias industrias lecheras (para los que la aplicacion de la
cromatografia de membrana o de las tecnologias basadas en separacion es dificil y
costosa). Existen diversos estudios relativos a la optimizacion de la fabricacion y el
envasado de este tipo de queso de suero (Pintado y col., 1996; Pintado y Malcata,
2000a, b, c), pero en todos los casos la monitorizacion de la flora microbiana se limita
a microorganismos adventicios y microorganismos contaminantes presentes en el
ambiente. Uno de los incentivos para la utilizacion de suero de leche incluye la
incorporaciéon de especies de bacterias probibticas en la elaboracion del requeson, lo
que podria suponer una ventaja competitiva en términos de marketing. Diferentes
estudios para mejorar la viabilidad de las bifidobacterias han demostrado la existencia
de una prometedora relacién entre cepas probitticas y las proteinas de suero de
leche. Marshall y col. (1982) fortificaron leche con proteinas de suero de leche y
treonina a fin de proporcionar a las bifidobacterias un medio nutritivo con un bajo
potencial redox. Por otra parte, Dave y Shah (1998) estudiaron los efectos de suero de
leche en polvo, concentrado de proteinas de suero (CPS) e hidrolizados de caseina
acida (HCA) sobre la viabilidad de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus

delbrueckii ssp., Lactobacillus acidophilus y bifidobacterias en el yogur.

329



Capitulo 15

Tabla 1: Composicion proteica del suero de leche (adaptado de Madureira et al., 2007).

Concentracion Peso molecular NuUmero de residuos

Proteina (g/L) ™ (kDa) 2* de aminoacidos’
B-lactoglobulina 1.3 18,277 162
a-lactoalbumina 1.2 14,175 123
Albumina sérica 0.4 66,267 582

Imunoglobulinas (A, M & G) 0.7 c. de 150,000 -
Lactoferrina 0.1 80,000 700
Lactoperoxidasa 0.03 70,000 612
Glicomacropéptido 1.2 6,700 64

' de Wit (1998), 2 Eigel y col. (1984), ® Brew y col. (1970), * Korhonen (1995)

Tabla 2. Funciones biolégicas de las proteinas de suero lacteo (adaptado de Madureira et al.,
(2007).

Proteina Funcion biolégica

Prevencion de cancer (cancer de mama vy intestinal; cancer
inducido por quimicos);

Incremento de la concentracion de glutation (Aumento de la

Proteinas de suero o ) . .
vulnerabilidad de las células tumorales; tratamiento de pacientes

totales

con HIV)
Actividad antimicrobiana
Incremento de la sensacion de saciedad (Aumento de
aminoacidos en plasma, colecistoquinina y péptidos tipo-glucagon
Transportador (Retinol, Palmitato, Acidos grasos, Vitamina D y
colesterol

BLactoglobulina Aumento de la actividad de la esterasa pre-gastrica

Transferencia de la inmunidad pasiva

Regulaciéon del metabolismo del fésforo en las glandulas
mamarias

_ Prevencion de cancer
a-Lactalbumina

Tratamiento de la enfermedad crénica inducida por stress

o . Unién a los acidos grasos
Albumina sérica . . .
bovina Funciones anti-mutagénicas

Prevencion de cancer

Inmunomodulacién (proteccion de enfermedades por inmunidad
pasiva)

Immunoglobulinas
Actividad antimicrobiana (bacterias y hongos)

Actividad opioide
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La adicién de CPS y HCA mejoré la viabilidad de las bifidobacterias hasta niveles
variables debido a la fuente de nitrégeno adicional proporcionada en forma de péptidos
y aminoacidos libres. Por ultimo, no hay que olvidar que las proteinas de suero de
leche contienen residuos de aminoacidos que son ricos en azufre, el cual, al ser
liberado por el calor o tratamiento enzimatico contribuye a reducir el potencial redox.
Los resultados antes mencionados sugieren que el requesén puede ser un buen
sistema de incorporacion de bacterias prebioticas, en particular los géneros

Lactobacillus y Bifidobacterium.

1.2. Propiedades biologicas de las proteinas de suero de leche.

Hipocrates ya proclamé las propiedades saludables del suero en la Antigua
Grecia. Durante la Edad Media, el suero de leche se consideré no sélo como un
medicamento, sino incluso como un afrodisiaco y un balsamo para la piel: se trataba
de un componente comun de pociones y balsamos para calmar las quemaduras,
aumentar la vitalidad y curar diversas enfermedades (Kosikowski, 1982). Las ultimas
décadas han sido testigos de un creciente interés en los productos de proteina de
suero de leche debido a su papel en la nutricién y a su cada vez mayor importancia en
la salud humana.

Las proteinas del suero son moléculas globulares con un contenido substancial
de a-hélice, en la que los aminoacidos acido/base e hidrofébicos/hidrofilicos se
distribuyen de una forma bastante equilibrada a lo largo de sus cadenas polipeptidicas
(Evans, 1982). La composicion proteica del suero de leche, incluyendo el peso
molecular y el numero de residuos de aminoacidos de cada proteina, se detalla en la
Tabla 1. Las proteinas de suero de leche incluyen p-lactoglobulin (B-LG), a-
lactoalbumina (a-LA), inmunoglobulinas (Ig), albumina sérica bovina (BSA), lactoferrina

bovina (BLF) y lactoperoxidasa (LP), asi como otros componentes menores. Sus
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concentraciones reales dependen del tipo de suero de leche (acido o dulce), la fuente
de leche (bovina, ovina o caprina), la época del afio, el tipo de alimento recibido por el
animal, la etapa de lactancia y la calidad del tratamiento (Pintado y col., 2001). Sus

principales actividades biologicas se resumen en la Tabla 2.

Suero lacteo

|

Agitacion suave

|

Calentamiento hasta inicio de precipitacion (80-85°C)

|

Adicion de leche (max 20%)

|

Calentamiento (90-95°C) durante 20 min

|

Proteina coagulada flotantes recogidas desde la superficie con una

espumadera y vertida en moldes de plastico

|

Drenaje de suero de leche durante 20 minutos a temperatura

ambiente (aproximadamente 20 ° C)

|

La cuajada se deja enfriar durante 20 min. antes de afiadir el inéculo
(aprox. 30 ° C)

Se inocula con la cepa bacteriana en un 10% (v/v) y se mezclan
vigorosamente (batidora eléctrica). Se almacenan refrigerados

Figura 1. Diagrama esquematico de la produccién de matrices de queso
de suero con incorporacién de cepas probibdticas.
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2. Incorporacion de cepas probiéticas a las matrices de queso de suero
2.1. Produccion de requeson probidtico

La fabricacién experimental de requeson utilizando diferentes tipos de suero y
leche se puede realizar utilizando suero obtenido como un subproducto de la
fabricacion de queso (Madureira y col., 2005). En la Figura 1 se muestra el proceso
tradicional de fabricacidon de requesén. En una primera etapa, se produce la
precipitacion térmica de las proteinas de suero dulce en tanque de doble pared (100 L)
calentado por vapor generado por la quema de gas y con control de la temperatura y la
tasa de agitacion. En cada lote la cuajada resultante se inocula con la cepa bacteriana
de interés en una proporcion del 10 % (v/v) (ca. 10" ufc/g) pues, como ya se ha
comentado anteriormente, el producto probidtico final debe contener al menos 107
ufc/g de bacterias probioéticas en el momento de su consumo (FAO, 2001).

Para mejorar las caracteristicas organolépticas del producto final se pueden
afadir diversos aditivos que daran lugar a matrices dulces (azucar, aloe vera, fresa y
chocolate) o saladas (sal, xantana y hierbas). A continuacion, y antes de ser
refrigeradas, las matrices se mezclan vigorosamente con la ayuda de una batidora

eléctrica para obtener una textura homogénea y suave (Madureira y col., 2008).

2.2. Viabilidad de cepas probidticas en diferentes matrices de requeson

En un primer estudio de investigacion la viabilidad de varias cepas de bacterias
probiéticas (géneros Lactobacillus y Bifidobacterium) se evaluaron en una matriz de
queso de lactosuero mediante la inclusion de aditivos antes de la coagulacion de la
proteina (Madureira y col., 2005a). La viabilidad de todas las bacterias estudiadas en
el requeson a lo largo de 28 dias de almacenamiento refrigerado estuvieron, en
general, dentro de limites aceptables manteniendo o aumentando su numero de
células viables (Lactobacillus. acidophilus y Lactobacillus paracasei cepa paracasei

LAFTI® L26). En la Figura 2 se representa la viabilidad y el perfil de acidificacion de
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Lactobacillus paracasei cepa paracasei LAFTI® L26 en las matrices de requeson

natural, dulce y salado. El tipo de matriz (natural o con el afiadido de azucar o sal) fue

12 7

Tiempo (d)

Figura 2 .Valores medios (+ desviacion estandar) del
numero de células viables (log ufc/g) y la acidificacion
(como unidades de pH) de Lactobacillus paracasei
LAFTI® L26 inoculado en queso de suero natural (i),
con sal (ii) o con azucar afiadido (iii), y almacenadas a
7 °C durante 28 dias (adaptado a partir de los datos de
Madureira y col., 2005a).
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el factor mas importante que afecté a la viabilidad de las cepas bacterianas. Las
matrices naturales y con azucar fueron mejores que las matrices saladas para el
crecimientos de Bifidobacterium animalis cepa Bo, Lactobacillus acidophilus cepa Ki 'y
Bifidobacterium. animalis cepa LAFTI®B94 (datos no mostrados).

La inclusion de aditivos también produce matrices con mayor producciéon de acido
lactico. La presencia de aditivos es determinante para la evoluciéon de la protedlisis y la
glicolisis, siendo estas dos actividades muy importantes para la textura y aceptacion
sensorial de las matrices. Como era de esperar, la actividad proteolitica es baja debido
a las bajas temperaturas durante el almacenamiento, el corto tiempo de
almacenamiento y, sobre todo, a la naturaleza de la matriz ya que las proteinas estan
menos disponible para la hidrélisis porque forman una fase separada (solida) y se
encuentran en estado agregado (lo que obstaculiza el acceso a las proteinasas
bacterianas). Hay evidencias de que las matrices que sufren menor proteolisis son
mas firmes (por ejemplo, las matrices con azucar y chocolate), mientras que las
matrices con mayor protedlisis (por ejemplo, con mermelada o con sal) son, a su vez,

mas suaves, menos adhesivas y mas cohesionadas (Madureira y col., 2008).

3. Supervivencia de las bacterias probiéticas incorporadas en queso de sueroy
sometidas a las condiciones que prevalecen en el tracto gastrointestinal

Aunque el lactosuero es una matriz interesante para incorporar cepas
probidticas y servir como vector de transmision, es necesario que las cepas probidticas
incorporadas en las matrices de lactosuero sobrevivan el paso por el tracto
gastrointestinal y que sean capaces de colonizar el intestino con el fin de asegurar un
beneficio al consumidor (Havenaar y col., 1992). Este requisito plantea un importante
desafio para las cepas, ya que se enfrentaran a las condiciones adversas del jugo

gastrico, las enzimas digestivas y de las sales biliares.
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Figura 3. Valores medios (+ desviacion estandar) del nimero
de células viables (log ufc/g) de (i) Bifidobacterium animalis
cepa Bo, (ii) Bifidobacterium animalis cepa Bb-12 vy (iii)
Lactococcus brevis cepa LMG 6906 cuando se exponen durante
60 minutos a jugo gastrico artificial y 120 minutos a 0,3% sales
biliares (o), durante 120 minutos a jugo gastrico artificial y 120
minutos a 0,3% sales biliares (o). Muestras control realizadas a
240 minutos (0) (adaptado de Madureira y col. 2005b).
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Recientemente se ha estudiado la supervivencia de cepas de L. acidophilus, L.
paracasei, B. animalis y L. brevis en queso de suero modelo exponiéndolas a las
condiciones que normalmente se encuentran en el tracto gastrointestinal: exposicién al
jugo gastrico simulado (con un pH bajo y pepsina) seguido por la adicion de sales
biliares (Madureira y col., 2005b).

La resistencia de las cepas probibticas a su paso por el tracto gastrointestinal
cuando se encuentran integradas en una matriz de queso de suero es, al parecer,
dependiente de cada cepa. Los mejores perfiles de viabilidad a lo largo de todo el
periodo de exposicion a la combinacién de jugo gastrico artificial y sales biliares se
registraron para L. brevis, B. animalis cepa Bo y B. animalis cepa Bb-12 (Figura 3). L.
acidophilus LAFTI®L10 y L. acidophilus cepa Ki resistieron la exposicién al jugo
gastrico artificial, pero revelaron diferentes comportamientos en presencia de sales
biliares ya que la disminucion del numero de células viables puede comprometer su
viabilidad. L. paracasei LAFTI®L26 y B. animalis LAFTI®B94 fueron los menos
resistentes a los jugos gastricos artificiales.

Varios parametros pueden determinar la supervivencia de las cepas probiéticas
a su paso por el tracto gastrointestinal superior: el grado de acidez del estbmago y el
periodo de exposicién asi como la concentracion de sales biliares y el periodo de
exposicion a ellas. Sin embargo, para confirmar todos estos resultados obtenidos en
estudios in vitro son necesarios estudios in vivo que permitan el analisis microbiol6gico
de las heces después de la ingestibn de alimentos inoculados con las cepas en

estudio.

4. Incorporacion de bacterias probioticas en el queso de suero para el control de
la contaminacién. Incremento de la seguridad microbiolégica
Ademas del control que se ejerce sobre la microflora intestinal a través de la

colonizacion de la parte inferior del intestino por parte de las bacterias probioticas,
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resulta también de gran interés la actividad antimicrobiana frente a patdgenos
transmitidos por los alimentos y a bacterias contaminantes presentes en ellos. La
bifidobacterias son capaces de: (i) producir acidos organicos, los cuales a través de un
descenso de pH pueden inhibir el crecimiento de bacterias patégenas, (ii) producir
peroxido de hidrégeno el cual posee también propiedades antimicrobianas, y (iii)
sintetizar bacteriocinas u otros compuestos de defensa que pueden inducir respuestas
inmunolégicas deseadas (Velraeds y col., 1996). Estudios in vitro han demostrado que
Lactobacillus spp. poseen actividad inhibitoria frente a microorganismos como Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella spp. (de Vuyst y col., 2004), mientras
que Bifidobacterium spp. son activas frente a Listeria monocytogenes (Bevilacqua y
col., 2003).

Los patégenos presentes en los alimentos se han considerado responsables de
un gran numero de enfermedades ocasionadas por el consumo de productos lacteos
frescos, especialmente en paises del sur de Europa. El hecho que los quesos de suero
fresco de leche posean un pH y un contenido de humedad relativamente elevado,
ademas de un relativamente bajo contenido de sal, les hace particularmente
susceptibles a la descomposicion microbiana. Este deterioro es impulsado
principalmente por mohos y levaduras, asi como por miembros de los géneros
bacterianos Pseudomonas 'y Staphylococcus 'y Dbacterias de la familia
Enterobacteriaceae (Pintado y Malcata, 2000a, b).

En los intentos de elaborar un queso de suero de leche que sea mas seguro
para el consumo humano la actividad antimicrobiana de las bacterias probitticas
puede ser aprovechada. Por tanto, se hacen necesarios mas estudios con el fin de
evaluar el grado de proteccion que podrian ofrecer estos microorganismos.

La actividad antimicrobiana de L. acidophilus LAFTI®L10 y B. animalis
LAFTI®B94, frente a Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli inoculadas a tres diferentes
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niveles, (10°-10*, 10*-10° y 10°-10® ufc/g) ha sido recientemente evaluada (Madureira y

col., resultados no publicados) (ver Figura 4). En general, se observa una mayor
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0,00

Log Inhibicién
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0,00 * ——— * L]
-0,50 7
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Tiempo (d)

Figura 4. Evolucion de la inhibicion (log) + desviaciéon estandar para i),
Pseudomonas aeruginosa vy ii) Listeria monocytogenes inoculadas a los
niveles 10%-10° ufc/g (e), 10%-10° ufc/g (m) y 10°-10* ufc/g (A) de
Bifidobacterium animalis LAFTI® B94 (Madureira y col., resultados no
publicados).

inhibicion de patégenos y bacterias contaminantes de los alimentos por parte de B.
animalis que por parte de L. acidophilus. Sin embargo, tales propiedades solo se
observan cuando el in6culo se realiza al nivel mas bajo, ya que a los niveles mas altos
de inéculo L. acidophilus provocd una mayor inhibicién. Concretamente, la mayor
inhibicion por parte de B. animalis se observo frente a P. aeruginosa a los tres niveles
de in6culo. Asimismo, la menor inhibicion se detecté frente a L. monocytogenes con el

in6culo mas alto, frente a E. coli con el in6culo a nivel intermedio y frente a L.
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monocytogenes con el nivel de in6culo mas bajo. La inhibicibn mas significativa de L.
acidophilus se observo frente a L. monocytogenes con el indculo mas alto, frente a S.
aureus con el indculo a nivel intermedio y frente a S. enteritidis con el in6culo mas

bajo.

5. Exopolisacaridos producidos por Lactobacillus acidophilus

Las bacterias del acido lactico (LAB) se utilizan en la industria alimentaria para
la fabricacion de varios productos fermentados. En la industria lactea, las LAB son
ampliamente empleadas debido a la capacidad de ciertas cepas para mejorar el sabor
y la textura de los productos lacteos. Algunas LAB, ademas de ser consideradas
microorganismos probibticos, producen exopolisacaridos (EPS) que o bien excretan al
medio de cultivo (goma) o permanecen unidos a la pared celular bacteriana formando
de esta manera el EPS capsular (Sutherland, 1972). El interés en los EPS ha
aumentado significativamente en los ultimos afios debido a su utilizacién como aditivos
en una amplia variedad de productos alimenticios donde actuan como espesantes,
estabilizantes, emulsionantes o gelificantes (Kimmel y col., 1998). Ademas de los
beneficios tecnoldgicos, algunos EPS producidos por las LAB han demostrado efectos
fisiologicos beneficiosos en el consumidor. Se ha especulado que el aumento de la
viscosidad de los alimentos que contienen EPS provoca un mayor tiempo de
residencia del alimento en el tracto gastrointestinal, lo cual podria favorecer su
colonizacién por parte de las bacterias probiéticas (German y col., 1999; Kaur y col.,
2002, Ouwehand y col., 2002). Entre los efectos fisiolégicos beneficiosos para la salud
humana destacan la capacidad para disminuir los niveles de colesterol, la actividad
anticancerigena, imunomodulatoria, antitumoral y sus efectos prebiéticos (Harris y
Ferguson, 1993; Cummings y Englyst, 1995; Kitazawa y col., 1998; Chabot y col.,

2001; Dal Bello y col., 2001; Korakli y col., 2002; Pigeon y col., 2002).
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En los estudios de la produccion de EPS por parte de las LAB se utilizan en
muchos casos medios tan complejos como los de Man Rogosa y Sharpe (MRS), All
Purpose Tween (ATP) y medios sintéticos (de leche enriquecida por ultrafiltracion o
suero de queso). La composicién del medio de cultivo es un factor muy importante en
la produccion de EPS, y algunos nutrientes complejos del medio (por ejemplo, extracto
de carne, peptona y extracto de levadura) pueden interferir en el andlisis de sus

monoémeros y su estructura (Degeest y col., 2001; Kimmel, 1998a; Laws y col., 2001).

6. El crecimiento bacteriano y la produccion de exopolisacaridos

La cepa, su condicién y el medio de cultivo empleado influyen en la
composicion y cantidad de EPS producido por una determinada especie. En particular,
la fuente de hidrato de carbono desempefia un papel importante en la cantidad de EPS
producido y también puede afectar a la propia composicion del EPS (Looijesteijn y col.,
1999). Los EPS son normalmente producidos a niveles de 10-1000 mg/L y se
caracterizan por su elevado peso molecular (por encima de 10° Da) (Duboc y Mollet,
2001). La biosintesis y secrecion del EPS por parte de las LAB se realiza durante
diferentes fases del crecimiento y la cantidad y el tipo de polimero esta influenciado
por las condiciones de crecimiento. Se ha evaluado la capacidad de produccién de
EPS de dos cepas probidticas de Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus LAFTI®L10
y L. acidophilus ATTC 4356) utilizando como medio de fermentacion MRS con 20 g/L
de lactosa y suero de leche. Las diversas fracciones del EPS (EPS1 y EPS2) y el
sobrenadante (SP1 y SP2) (normalmente rechazados) se analizaron con el fin de
evaluar las posibles interferencias durante la purificacion del EPS (Degeest y De
Vuyst, 1999). El método empleado es capaz de distinguir entre dos fracciones de EPS,

una de alto peso molecular y otra de bajo peso molecular.
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Estudios realizados con las mismas cepas a las 24 h de fermentacion (Pintado y col.,
2005), revelaron que las caracteristicas de productividad del EPS fueron similares
(Tabla 3 y 4). Sin embargo, la cantidad de EPS disminuy6 con el grado de purificaciéon
como se esperaba. Los niveles de EPS1 a las 24 horas fueron 265 mg/mL y 316 mg/L
y 116 mg/L y 118 mg/L para EPS2 para L. acidophilus LAFTI ®L10 y L. acidophilus
ATCC 4356, respectivamente. Esta reduccion puede explicarse debido a la pérdida de
EPS1 que no es totalmente precipitado en la segunda fase de precipitacion y por lo
tanto se mantiene en el sobrenadante SP2, o debido a que los “pellets” de EPS se
pierden facilmente durante el proceso de purificacion. El nivel maximo de EPS se
observo a las 6 horas de fermentacion, mientras hubo una reducciéon en el nivel de
EPS al final del periodo de incubacién. La reduccion en la produccion de EPS puede
ser debido a la degradacién enzimatica (actividad de glicohidrolasas que
progresivamente destruyen el polimero), el cambio en los parametros fisicos del medio
de cultivo o modificaciones reversibles de ADN que resultan en diferentes tipos de
células con capacidad para producir diferentes tipos de EPS (Cerning y col., 1988;
Gancel y Novel, 1994; De Vuyst y col., 1998; Pham y col., 2000).

Estos resultados indican que los ingredientes complejos del medio MRS o del suero
pueden interferir en la cuantificacion del EPS como anteriormente habian sugerido
Kimmel y Roberts (1998). Ambas cepas crecieron bien en los medios de cultivo, con
perfiles de crecimiento similares durante las 24 h (Figura 5).Estos valores son del
mismo orden de magnitud que los descritos en otros trabajos utilizando L. acidophilus
LAFTI®L10 (Pintado y col., 2003 y 2004), que revelaron que la fase estacionaria de
crecimiento se produce entre las 12 h y las 24 h y que en el mismo periodo la
produccién de EPS es maxima.

El principal azicar que se convierte en acido lactico es la glucosa. Este azlcar se
transforma en acido lactico por la via glicolitica homofermentativa pasando de 18 g/L al

inicio de la fermentacion a 6 g/L a las 24 h en el caso de L. acidophilus LAFTI®L10, y
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de 18 g/L a 8 g/L para L. acidophilus ATCC4356. La lactosa (18 g/L) s6lo se consumi6
cuando los niveles de glucosa fueron muy bajos para ambas cepas (Figura 5). El
contenido de acido lactico obtenido a las 24 h fue muy alto, 18 g/L para L. acidophilus

LAFTI®L10 y 12 g/L para L. acidophilus ATCC4356. Cuando se analizé el medio de

Concentracion ode azuacares
y de acido lactico (g/L)

0 6 12 18 24 30

Tiem po (h)

(b)

acido lactico (g/lL)

Concentracionde azlicares y de

0 6 12 18 24 30

Tiem po (h)

Figura 5. Consumo/produccion de lactosa (?), glucosa (?) y acido lactico (? ) en un
cultivo de (a) L. acidophilus LAFTI® L10 y (b) Lb. acidophilus ATCC 4356.
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fermentacién no se encontraron otros acidos (acido citrico, acido férmico, acido
succinico o acido acético).

En la literatura se pueden encontrar importantes diferencias cuando se
cuantifican los EPS incluso para las mismas cepas. Estas divergencia probablemente
se debe a los diferentes medios elegidos para la produccion de EPS, las diferentes
técnicas de aislamiento empleadas, los métodos utilizados para la cuantificacion y el
grado de pureza obtenido (Ruas-Madiedo y de Los Reyes-Gavilan, 2005; Behare y
col., 2009). La cantidad de EPS lacteos (0,1-5 g/L) producidos por las LAB son
limitados en comparacion con la produccién de goma xantana (30-50 g/L) (Degeest y
col., 2001). Aunque muy bajas concentraciones deberian ser suficientes para detectar
los beneficios de la EPS en los alimentos, la produccion de EPS podria mejorarse a
través de la manipulaciéon genética. Esta técnica se emplearia para modificar las
actividades de cualquiera de las enzimas que intervienen en la biosintesis o para
controlar la fisiologia microbiana (Laws y col., 2001). El uso de suero de leche como
medio de fermentacién presenta la oportunidad de crear productos con un valor
afadido. La utilizacion de suero de leche o permeado de suero de leche como medio
de fermentacién reduciria su contenido en lactosa, lo que implicaria una disminucién
de la demanda biologica de oxigeno (BDO) asi como una reduccion del coste de
eliminacion (Kilara y Patel, 1992).

El EPS producido in situ por las LAB incorporadas en productos con suero de
leche podria resultar en un producto final seguro y natural, con la ventaja de la re-
valorizacion de este subproducto. Estos EPS podrian tener un impacto importante en
el desarrollo de nuevos productos alimenticios (tanto fermentados como no
fermentados), especialmente para mejorar su textura, su estabilidad y su capacidad de
retencion de agua, ademas de las propiedades saludables que estos EPS pudieran

tener.
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Conclusiones y perspectivas futuras

Las matrices de lactosuero son buenos vehiculos para aquellas especies de
bacterias probioticas en donde se han obtenidos buenos perfiles de viabilidad para un
determinado numero de cepas. El uso de tales cepas también aumenta la vida util de
este producto debido a la posible inhibicion de la contaminacion microbiana. El
producto final es un producto bi-funcional ya que contiene proteinas de suero de leche
y bacterias probiéticas, ambas con funciones biolégicas ya demostradas. En general,
se ha observado que las cepas bacterianas consiguen sobrevivir procesos de
simulacion de las condiciones gastrointestinales. Sin embargo, aun son necesarios
estudios in vivo para confirmar los resultados obtenidos en los estudios in vitro.
Los quesos de suero con microorganismos probioticos presentan una elevada
viabilidad de las cepas y un alto contenido en acido lactico producido por estas
bacterias. Sin embargo, la elevada presencia de acido se considera negativa desde un
punto de vista sensorial y se tienen que buscar diferentes mecanismos para disminuir
su concentracion. Una de las formas podria ser el encapsulamiento de las cepas
utilizando también proteinas de suero de leche, lo que mantendria los
microorganismos probioticos viables y en numero necesario pero sin actividad
metabdlica, protegiendo las caracteristicas organolépticas del producto.
La incorporacion directa de EPS en distintos productos lacteos o su produccion in
situ,utilizando cepas de LAB como L. acidophilus tiene una influencia positiva en la
funcionalidad y propiedades biol6égicas de estos productos. La produccion de EPS por
LAB probidticas tiene un enorme potencial como cultivos funcionales que podrian

sustituir a muchos de los aditivos comerciales actualmente en uso.
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Componentes de la soja como ingredientes funcionales en lacteos.

M. D. del Castillo Bilbao, Miryam Amigo-Benavent y José Manuel Silvan Jiménez.
Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC)
C/Juan de la Cierva 3, 28006, Madrid (Esparia); www.ifi.csic.es
Tel: 91 562 29 00; fax: 91 564 48 53; delcastillo@ifi.csic.es

1. Introduccién

La soja (Glycine max) es una de las fuentes naturales mas importantes de
ingredientes funcionales. A esta legumbre se le atribuyen diversas propiedades
beneficiosas para la salud. La soja ha sido el primer alimento al que la FDA (Food and
Drug Administration) de EE.UU ha permitido aplicar una alegacion sanitaria (FDA,
1999), que es también aceptada por la Joint Health Claims Iniciative (JHCI) del Reino
Unido (http://jhci.org.uk/approv/schol2.htm). La Union Europea autoriza el empleo de
los preparados de proteinas de soja como ingredientes alimentarios (Singh y col,,
2008). En este apartado abordaremos los principales constituyentes bioactivos de la
soja y sus aplicaciones en la formulaciéon de alimentos funcionales lacteos y/o de tipo

lacteo.

2. Componentes de la soja con propiedades beneficiosas para la salud

La composicion de la semilla de soja varia en funciéon de la variedad y las
condiciones de cultivo. Tipicamente, las semillas de soja estan constituidas por 35-
40% de proteinas, 15-20% de grasas, 30% de carbohidratos, entre 10 y 13% de
humedad y alrededor del 5% de minerales y cenizas (http://www.asaim-
europe.org/Soylnfo/composition_e.htm). La soja no contiene colesterol ni lactosa y
entre sus componentes minoritarios destacan minerales, vitaminas, inhibidores de

proteasas, compuestos fenolicos incluyendo isoflavonas, saponinas, fitatos, etc.
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biolégicamente activos a los que se les atribuyen propiedades beneficiosas para la

salud.
2.1. Proteinas

Las proteinas son el componente mas abundante de la soja de las cuales entre
el 80 - 90% son proteinas de reserva. Las proteinas de soja se pueden ademas
clasificar en funcion de sus coeficientes de sedimentacion en gradiente de sacarosa.
De acuerdo con esta metodologia la fraccion de proteinas de soja tiene cuatro
componentes fundamentales 15S, 115, 7S y 2S. Las fracciones 11S (rica en glicinina),
7S (compuesta por B-conglicinina y y-conglicinina) y 2S (proteinas inhibidoras de la
tripsina) constituyen la mayor parte de las proteinas de reserva (>85%) (Liu, 1997).

Se estima que cada afio se encuentran disponibles para el consumo
aproximadamente 63,6 millones métricos de proteinas de soja. Desde los afos
sesenta los productos a base de proteina de soja se vienen consumiendo como
ingredientes nutritivos y funcionales (Singh y col., 2008). La composicion de los
diferentes formatos de las preparaciones de proteinas de soja que en la actualidad se
encuentran comercialmente disponibles para su empleo como suplementos o fuentes
de proteinas en alimentos se muestra en la Tabla 1. Estas preparaciones comerciales
de proteinas de soja se obtienen principalmente a partir de soja desengrasada como
se deduce de la informacion que se provee a continuacion.

Las proteinas de soja constituyen las proteinas no lacteas que en mayor
medida han demostrado su actividad bioloégica tanto en ensayos in vitro, in vivo y
clinicos (Recio y Lopez Fandifio, 2005). El consumo de proteinas de soja puede
proporcionar efectos beneficiosos para la salud humana (Augustin y Mufioz, 2006;
Singh y col., 2008; Azadhakht y Esmaillzadeh, 2008), tales como disminucién de la
tension arterial (Kitts y Weiller, 2003), reduccion del riesgo de padecer enfermedades

cardiovasculares (Appel, 2003), prevencién a sufrir ciertos tipos de cancer (Messina y
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Flickinger, 2002), prevencién frente a la osteoporosis (Messina y col., 2004; Zhang y
col., 2005), reduccioén de los niveles de colesterol en sangre (Sirtori y col., 1995, 1998;
Torres y col., 2006) o reduccion de los sintomas de la menopausia (Dalais y col, 1998,
Kotsopoulos y col., 2002). Los resultados relativos a la efectividad de las proteinas de
soja en la obesidad son controvertidos (Azadbakht y Esmaillzadeh, 2008). El consumo
de soja ha demostrado tener efectos beneficiosos en sindromes metabolicos tanto en
modelos animales como en humanos. El papel beneficioso del consumo de soja en
diabéticos es otro motivo que justifica su inclusion en la dieta diaria (Azadbakht y
Esmaillzadeh, 2008). Estudios recientes empleando cerdos como modelo animal
sugieren que un alto consumo de proteina de soja puede reducir la sensacion de
hambre, disminuir el consumo de alimentos y reducir los depositos de grasa y en
consecuencia mejorar la sensibilidad a la insulina (Dunshea y Cox, 2008).

Tabla 1. Composicién aproximada de los preparados comerciales de proteinas obtenidos a
partir de soja desengrasada y que comunmente se emplean en la industria de los alimentos.
Los datos estan expresados como porcentaje de materia seca.

Productos Proteinas | Carbohidratos Fibra Grasas Cenizas
Harina de soja

45-50 35-40 17-20 0,5-1,5 5,4-6,5
desengrasada
Concentrado de proteinas

55-65 25-30 5-10 0,1-0,5 4,0-5,0
de soja
Aislado de proteinas de

> 90 3-4 <5 0,53-4,0 | 3,0-4,0
soja

Fuente: USDA National Nutrient Database for Standard Reference
(http://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp/search).

Se desconoce la contribucion individual de las proteinas e isoflavonas de soja
presentes en mezclas complejas, tales como los alimentos a base de esta legumbre o

preparados comerciales enriquecidos en isoflavonas y proteinas, en la proteccion
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frente a enfermedades cardiovasculares, cancer y osteoporosis. Se especula que
estos compuestos tienen una accion sinérgica. Las isoflavonas se encuentran de
manera natural adheridas a las proteinas; por lo que generalmente, los estudios de
bioactividad de estos compuestos se realizan con preparaciones en las que ambos
estan presentes en distintas proporciones. Los aislados de proteinas de soja, que es la
preparacion de proteinas mas pura que se comercializa en la actualidad, se
consideran una fraccion rica en isoflavonas (50 mg/ 25 g de producto). Sin embargo,
existen evidencias cientificas que apoyan el papel de las fracciones de proteinas y
péptidos de soja en la prevencién de estas patologias (Omomi y Aluko, 2005). Asi, la
fraccion 7S globulina de soja y péptidos sintéticos que contienen secuencias
especificas de esta proteina han demostrado ser efectivos en la reduccion de la
concentracion de colesterol plasmatico en ratas (Sirtori y col, 1993; Lovati y col., 2000;
Adams y col., 2004; Duranti y col., 2004). Los hallazgos derivados de los estudios
realizados hasta la fecha indican que la fraccion 7S globulina de soja estimula la
expresion de receptores de las LDL y la degradacion de LDL en cultivos de
hepatocitos. Los datos obtenidos apoyan la hipotesis de que la digestion de estas
proteinas resulta en la formacion de péptidos bioactivos, que pueden ser absorbidos
en el intestino delgado y tener efectos beneficiosos en el metabolismo de las
lipoproteinas, y la salud cardiovascular mediante la regulacion de la actividad de los
receptores hepaticos de LDL. Estudios realizados empleando 7S globulina de soja
sometida a extraccién alcohdlica, con objeto de eliminar las isoflavonas adheridas de
forma natural al esqueleto de la proteina, condujeron a resultados similares sugiriendo
que las moléculas activas son las proteinas y no las isoflavonas solubles en alcohol.
La 7S globulina o B-conglicinina es una glicoproteina compuesta por un trimero
de masa molecular de entre 150 y 210 kDa cuya estructura tridimensional se muestra

en la Figura 1. Los resultados relativos acerca del papel de los residuos de
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carbohidratos estructurales de esta proteina en su funcion bioldgica son escasos y
controvertidos (Fu y col., 2007; Adams y col., 2008). En la actualidad la B-conglicinina
de soja aislada se comercializa (http://www.fujioil.co.jp/fujioil_e/index.html) como

ingrediente funcional en Japon.

Lamina J' JCHEF
Lamina A’ ABIDGZ

Figura 1. Estructura tridimensional de un homotrimero de f-conglicinina. Tomado de
Maruyama y col. (2004).

Existen evidencias cientificas que indican que péptidos y aislados de proteinas
de soja libres de isoflavonas tienen propiedades antioxidantes (Takenaka y col., 2003)
y efectos protectores contra el cancer (Azuma y col., 2000). En este sentido, se ha
sugerido que fracciones de proteinas de soja de elevado peso molecular obtenidas por
tratamiento con proteasas podrian emplearse como ingrediente funcional en la
prevencioén de la actividad tumoral de los acidos biliares en higado y colon.

Desde el punto de vista nutricional las proteinas de soja presentan factores que

actian como antinutrientes, tales como los inhibidores de proteasas, debido al efecto
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inhibitorio que ejercen sobre la tripsina y la quimiotripsina durante la digestion proteica
en condiciones fisioldgicas. Por lo tanto, las preparaciones de proteinas de soja se
someten a tratamientos térmicos de distinta intensidad encaminados a inactivar estos
inhibidores. El mas estudiado de los inhibidores de proteasas de soja ha sido el
inhibidor de Bowman Birk (BBI). Recientemente (Augustin y Mufioz, 2006; Losso,
2008), se ha propuesto el término de “ingrediente funcional” para las proteinas BBI de
soja cuya estructura se muestra en la Figura 2. Estas proteinas se consumen como
parte de la dieta y han demostrado su eficacia como agente anticancerigeno en
numerosos ensayos in vitro, modelos animales y estudios clinicos en humanos.
Existen ademas evidencias que indican la potencialidad de las proteinas BBI en la
prevencién de enfermedades neurodegenerativas (Gran y col., 2006; Wang y col.,
2008), artritis reumatoide, colitis ulcerosa y su efecto protector frente a las radiaciones
que se emplean en la terapia del cancer (Augustin y Mufioz, 2006).

Figura 2. Estructura de las
proteinas BBl de soja.
Destacados en negro se
representan los enlaces
disulfuros que estabilizan la
estructura y los aminoacidos
que conforman los sitios de

enlazamiento de las proteasas
trinsina v auimiotrinsina.

De entre todas las actividades biolégicas que se atribuye a la fraccion proteica
de la soja hasta la fecha sélo existe alegacion sanitaria en relacion a su efecto sobre
lipidos séricos. En consecuencia, la alegacion sanitaria autorizada por la FDA en
alimentos que contienen como minimo 6,25 g de proteina de soja, por racion servida
es como sigue: “las proteinas de soja, conjuntamente con una dieta pobre en grasa y
en colesterol, puede disminuir el riesgo de padecer enfermedad coronaria”. Esta

alegacion es similar a la aceptada por la JHCI (http://jhci.org.uk/approv/schol2.htm). La
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autorizacion de esta alegacion sanitaria ha tenido consecuencias muy importantes en
el consumo y desarrollo de nuevos productos, en el comercio y en la investigacion de

los efectos de la soja en la salud (Aldeguer y Alejandre, 2007).

2.2. Compuestos fitoquimicos: Isoflavonas

El término fitoquimicos se emplea para describir una clase de compuestos
quimicos de origen vegetal con efecto en los organismos animales y humanos. La soja
presenta varios compuestos fitoquimicos de los cuales el mas destacable son las
isoflavonas. Las isoflavonas son los flavonoides mas abundantes y de mayor interés
terapéutico de la soja. Las isoflavonas presentes de forma natural en la soja y en los
alimentos no fermentados a base de soja se encuentran en su forma glicosilada siendo
mayoritarias la genistina y daidzina (Figura 3, Tabla 2). Las formas glicosiladas son
biol6gicamente inactivas. La conversion de las isoflavonas inactivas en activas tiene
lugar in vivo por actividad de glicosidasas de las microflora intestinal. Por lo tanto, la
biodisponibilidad de estos compuestos depende de su contenido en la dieta y la
actividad de la microflora intestinal. Las isoflavonas parecen ser el componente
bioactivo de la soja con mayor espectro de beneficios para la salud. La genisteina se
cree que es la isoflavona con mayor actividad biolégica de las que componen la soja.
En alimentos fermentados las isoflavonas estan presentes en su forma desglicosilada
también denominadas agliconas (daidzeina y genisteina) (Rowland y col., 2003).

La soja es el unico alimento que contiene isoflavonas en cantidades
fisiologicamente relevantes. Factores tales como la variedad y las condiciones de
cultivo determinan en ultima instancia la concentracion de estos compuestos no-
nutrientes bioactivos de soja y sus derivados. Los alimentos derivados de la soja
contienen entre 0,2 y 3 mg isoflavona/g de producto (Riaz, 2006). La Tabla 2 muestra

el contenido medio de las isoflavonas mayoritarias presentes en soja y sus derivados.
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Genistina Daidzina

Genisteina Daidzeina

Figura 3. Principales isoflavonas de la soja. Formas glicosiladas biologicamente inactivas
(parte superior) y formas desglicosiladas bioactivas (parte inferior).

En la base de datos consultada los resultados se expresan como el peso de la
aglicona en 100 g de producto. El peso de la aglicona es aproximadamente el 60% de
la forma glicosilada, por tanto, a menos que se mencione especificamente 100 mg de
isoflavona pueden referirse a entre 60 y 100 mg de molécula activa. Para evitar
confusiones en la Tabla 2 se hace uso del peso referido a la aglicona.

Las isoflavonas son también consideradas fitoestrogenos, o estrogenos
vegetales, dada la similitud estructural y funcional que presentan con los estrogenos
humanos. Los efectos estrogénicos de las isoflavonas de soja son de menor
intensidad (~10000 veces) que los inducidos por las propias hormonas humanas. Las
isoflavonas de soja ejercen un efecto tanto estrogénico como anti-estrogénico

dependiendo del tejido en que actuan. Estos compuestos bioactivos también pueden
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reducir el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y actuar como
antioxidante e inhibidor de enzimas celulares de gran importancia funcional tales como
tirosina quinasa, entre otros efectos beneficiosos para la salud. EI mecanismo de
accion de la genisteina en la prevencién de patologias como el cancer aun es
parcialmente desconocido y se cree que tiene lugar por diferentes vias, entre las que
se incluyen la inhibicion de la actividad de enzimas que intervienen en el desarrollo de
la patologia, bloqueo de la actividad hormonal e intervencién en procesos celulares
mediante los cuales las células cancerosas incorporan nutrientes y enzimas (Singh y

col., 2008).

Tabla 2. Contenido en isoflavonas en la soja y sus derivados comunmente empleados como
ingredientes funcionales. Los datos se expresan como mg (peso de la aglicona)/ 100 g de
producto. Los nimeros de referencia se corresponden con los asignados a estos productos en
la base de datos consultada.

Contenido isoflavonas (mg/100g producto)
Alimento (Referencia) Genisteina Daidzeina Gliciteina Total
Soja cruda comercial (99091) 91,71 52,20 12,07 153,40
Harina de soja desengrasada 71,21 57,47 7,55 131,19
(16117)
Concentrado de soja (99060) 55,59 43,04 5,16 102,07
Aislado proteico de soja (16122) 59,62 33,59 9,47 97,43

Fuente: U.S. Department of Agriculture, Washington, D.C.
(http://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp/Datalisoflav/isoflav.html)

Los concentrados de isoflavonas que se emplean para suplementar alimentos
pueden obtenerse por extraccion quimica como un sub-producto de la elaboraciéon de
concentrados y aislados de proteinas de soja y por extraccidn mecanica. Estos se
encuentran disponibles en tres formatos fundamentales (granulados, harina y polvo
fino) y se adicionan a alimentos diversos. Los concentrados obtenidos por extraccion
quimica y mecanica presentan distinta composicion cuantitativa. El germen de soja

contiene 5 6 6 veces mas isoflavonas que el resto del grano y ademas contiene otros
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componentes bioactivos entre los que se incluyen proteinas, acidos grasos esenciales

w-3 y w-6, lecitina, vitamina E y saponinas (Riaz, 2006).
2.3. Carbohidratos prebidticos y fibra

Los carbohidratos son el segundo compuesto mas abundante de la soja lo que
indica que tiene un importante valor econdmico para la industria de los alimentos. Los
granos de soja contienen una mezcla de carbohidratos solubles e insolubles (fibra
dietética) que representan aproximadamente el 30% de su contenido total.

La fraccion de carbohidratos solubles esta constituida por sacarosa y
oligosacaridos que representan alrededor del 10% de los componentes de la soja. Los
oligosacaridos de la soja, rafinosa (a-D-galactosa (1-6)-a-D-glucosa (1-2)-B-D-
fructosa) y estaquiosa (a-D-galactosa (1-6)- a-D-galactosa- (1-6)- a-D-glucosa (1-2)-B-
D-fructosa) son resistentes a la digestion debido a los enlaces o-galactésidos que
conforman su estructura (Figura 4). El contenido de rafinosa y estaquiosa en semillas
maduras de soja es del orden de 2,5-8,2 % y 1,4-4,5%, respectivamente. Los niveles
de los oligoasacaridos de la soja varian en funcién de la variedad y las condiciones

agronomicas (Bainy y col., 2008).
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Figura 4. Oligosacaridos prebioéticos de la soja.
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Los oligosacéridos de la soja constituyen uno de los principales carbohidratos
prebidticos utilizados actualmente como ingredientes en alimentacion. Los prebidticos
se definen como aquellos ingredientes no digeribles que en el colon estimulan
selectivamente el crecimiento o la actividad de un numero limitado de bacterias
consideradas como beneficiosas para la salud (Gibson y Roberfroid, 1995). Estos
compuestos ademas causan otros efectos beneficiosos en la salud humana tales
como la reduccion de los niveles de colesterol, reduccién de la tension arterial y
prevencion de algunos tipos de cancer (Roberfroid, 2007). Sin embargo, los
oligosacaridos de la soja pueden causar flatulencia y distensién abdominal lo que
constituye un problema para su utilizacién en paises Occidentales. Estos se
comercializan y emplean como suplementos dietéticos e ingredientes funcionales en
Japon (Riaz, 2006).

La fraccion de carbohidratos insolubles de la soja, fibra dietética, provienen
fundamentalmente de la cascara y las estructuras de la pared celular del grano de soja
y se compone mayoritariamente por polisacaridos no celulésicos y minoritarios
celulésicos (10%). Entre los no celulésicos destacan polisacaridos acidos, compuesto
por un nucleo béasico de &acido D-galacturénico y L-ramnosa y ramificaciones
constituidas por residuos de galactosa y arabinosa. Estudios recientes demuestran
que la composicidbn en carbohidratos de la soja puede ser optimizada via
fitomejoramiento lo que amplia el rango de aplicaciones de la soja cruda y los sub-
productos generados durante la elaboracion de aislados de proteinas de soja (Bainy y
col., 2008). Las investigaciones realizadas indican que este componente también
contribuye a los beneficios para la salud que se asocian con el consumo de soja tales
como reduccién del riesgo de enfermedades cardiovasculares, cancer y mejora del
funcionamiento intestinal (Riaz, 2006).

En comparacion con otras fibras dietéticas destinadas al consumo humano, la

fibora de soja presenta efectos beneficiosos desde el punto de vista funcional,
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nutricional y fisiolégico. Fibras solubles como las gomas y pectinas, reducen los
niveles de colesterol y normalizan la glucosa pero son dificiles de incorporar en
alimentos y no son bien aceptados por los consumidores. Fibras como el salvado de
trigo son efectivas en la prevencion y el tratamiento del estrefiimiento pero tampoco
son bien aceptadas por los consumidores durante largos periodos de tiempo. La fibra
de soja parece ser el mejor de los suplementos de fibra comercialmente disponible
(Slavin, 1991).

Existen dos fuentes de fibras de soja comercialmente disponibles los cuales se
obtienen a partir de la cascara entera del grano de soja y del cotileddén del grano de
soja siendo distinta su composicién. La cascara contiene un 92% de fibra, 3,5% de
humedad, 0,5% de grasas, 1,5% de proteinas y 2,5% de cenizas mientras que la fibra
del cotiledon se compone tipicamente de un 75% de fibra (65% polisacaridos no
celulésicos y 10% polisacéaridos celulsicos), 12% de humedad, 0,2% de grasas y
4,5% de cenizas. Estos productos pueden considerarse como sub-productos del
proceso de elaboracién de aislados de proteinas (Riaz, 2006).

La fibra de soja puede afiadirse a diversos alimentos y esta disponible en
varios formatos. Diferentes fuentes de fibra de soja se emplean en dietas liquidas,
especialmente en férmulas para la nutricion enteral hospitalaria, o en la produccion de

panes hipocaldricos y bolleria industrial, tales como magdalenas y galletas.

2.4. Lipidos

La mayor proporcion de componentes grasos de la soja corresponden a acidos
grasos insaturados. En el perfil de acidos grasos del aceite de soja destacan el acido
oleico (22%), el acido linoleico (18:2, w-6, 54%) y el linolénico (18:3, w-3, 7.5%). Los
acidos grasos oleico y del tipo w-3 ejercen efectos antiaterogénicos por lo que su
presencia en la soja se asocia a las propiedades de esta legumbre para prevenir el

riesgo de enfermedades cardiovaculares. Gran parte de los acidos grasos de la soja
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se encuentran formando parte de la lecitina que es considerada como un nutraceutico
(Riaz, 2006). Por otra parte, la soja presenta un bajo contenido en acidos grasos
saturados, ya que no contiene colesterol, y presenta fitoesteroles y tocoferoles
(vitamina E) (Riaz, 2006).

La lecitina de soja se aisla del aceite de soja y se encuentra comercialmente
disponible en su forman natural y modificada. Los estudios realizados hasta el
momento indican que la aplicacién de lecitina de soja no modificada en la elaboracién
de derivados lacteos no es factible desde el punto de vista sensorial. Queda pendiente
de estudio la aplicacion de lecitina modificada y la aceptabilidad de la adicién de

ambas formas a productos fermentados (Suriyaphan y col., 2001).

2.5. Aplicaciones de los compuestos de la soja en la elaboracion de alimentos lacteos

funcionales y de tipo lacteo

La soja se considera en si misma un alimento multifuncional natural apto para
el consumo humano de elevada calidad nutricional dado que contiene mayor contenido
en proteinas que la carne de vacuno, mas calcio que la leche de vaca, mas lecitina
que el huevo ademas de vitaminas, minerales y diversos compuestos biolégicamente
activos a los que ya se ha hecho referencia anteriormente. Desde el punto de vista
economico su cultivo es rentable. Sin embargo, sus peculiares caracteristicas
organolépticas dificultan, a dia de hoy, su empleo extensivo como alimento
multifuncional en los paises occidentales. Dado los diversos beneficios para la salud
que del consumo sistematico de la soja y/o sus componentes se derivan se estan
realizando grandes esfuerzos para elaborar nuevos productos a base de soja que
reunan las propiedades sensoriales requeridas por los consumidores. En
consecuencia, en el mercado internacional pueden encontrarse una gran variedad de

productos fermentados y no fermentados a base de soja o de ingredientes alimentarios
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derivados de ésta. Las aplicaciones de la soja y sus componentes en la industria de
los alimentos han sido revisadas en detalle por Tripathi y Misra (2005), Riaz (2006) y
Singh y col. (2008). Proteinas, isoflavonas y carbohidratos de soja se emplean
fundamentalmente en la elaboracion de alimentos a bases de cereales, productos
derivados de la carne, bebidas y productos lacteos o de tipo lacteo a los que nos
referiremos a continuacion. Es de destacar que las preparaciones comerciales de
proteinas (harinas, concentrados y aislados) son los ingredientes derivados de la soja
que principalmente se emplean en la elaboracion de alimentos. Estas preparaciones,
como se ha comentado anteriormente, presentan diferente composiciéon y contienen
otros ingredientes bioactivos (Tablas 1 y 2). Los ejemplos que se presentan a
continuacién implican, en la mayoria de los casos, los diferentes formatos de
preparados comerciales de proteinas de soja.

Los productos lacteos tienen un creciente interés como alimentos funcionales.
La gran variedad de derivados lacteos que existen en el mercado, y la aceptacion de
los consumidores a la constante comercializacién de productos innovadores por parte
del sector lacteo indican que la leche es un vehiculo interesante para incorporar
ingredientes que no la componen de manera natural. Los consumidores tienen la
creencia de que los productos lacteos son un alimento basico, saludable y por tanto
fundamental de la dieta diaria. Son muchos los ejemplos de alimentos funcionales
lacteos que se comercializan en la actualidad en todo el mundo. Prebidticos,
probiéticos, acidos grasos w-3, fitoesteroles, tocoferoles, vitaminas y minerales se
emplean comunmente como ingredientes funcionales en productos lacteos. La soja
constituye una fuente natural de bajo coste y apta para el consumo humano de
muchos de estos componentes con aplicacion en la elaboracion de lacteos funcionales
y otros muchos alimentos de naturaleza diversa.

Actualmente, se comercializan diferentes productos lacteos suplementados con

proteinas de soja (Recio y Lépez-Fandifio, 2005). Existen dos gamas de productos,
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fermentados y no fermentados que pueden bien elaborarse mezclando proteinas de
soja y lacteas, o empleando como unica fuente proteica la soja, teniendo estos
alimentos una formulacién similar o idéntica a los lacteos convencionales “alimentos
tipo lacteos”. Estos ultimos tienen como fin su empleo como alternativa a los lacteos
en la alimentacion de grupos poblacionales con requerimientos nutricionales
especificos tales como alérgicos a las proteinas lacteas, intolerantes a la lactosa y

vegetarianos estrictos entre otros.

2.6.Alimentos lacteos y tipo lacteos no fermentados

Las proteinas de soja pueden emplearse en la elaboracién de bebidas acidas
y neutras tanto en solitario como conjuntamente con otras fuentes de proteinas tales
como las de origen lacteo. Las bebidas que contienen proteinas lacteas tienen una
presencia predominante en los paises occidentales. Sin embargo, dado los
demostrados beneficios de las proteinas de soja descritos para la salud humana, la
presencia de bebidas a base de mezclas de proteinas lacteas y de soja, que incluyen
leches enriquecidas y cremas para el café, se ha visto incrementada. La obtencién de
un producto final de calidad 6ptima requiere la completa solubilizacién de ambas
fuentes proteicas. Los detalles tecnolégicos de los procesos de elaboracion de estos
productos han sido previamente descritos por Riaz (2006). La leche de soja es facil de
digerir y puede emplearse como sustituto de la leche de vaca (Singh y col., 2008). Otro
alimento lacteo no fermentado de creciente popularidad en paises occidentales
incluyendo Espafia, con especial aceptacion por la poblacién femenina adulta, son las
leches suplementadas con isoflavonas de soja.

Entre las bebidas cuya formulacion incluye como Unica fuente de proteinas a
las de soja caben destacar férmulas infantiles, bebidas para cubrir necesidades

nutricionales especificas, sucedaneos 6 sustitutos de la leche de vaca y bebidas para
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el control del peso entre otras. La suplementacion con aminoéacidos, vitaminas y
minerales de determinados alimentos tales como férmulas infantiles, es una practica
habitual aceptada. La utilizacion de las proteinas de soja en alimentos dirigidos a
comedores escolares y otros preparados institucionales ofrece posibilidades Unicas
que no se podrian obtener empleando otra fuente de proteinas por razones de coste,
de estabilidad y facilidad de la preparacién o consideraciones médicas, como por
ejemplo formulas infantiles hipoalergénicas. Las proteinas de sojas son una fuente
proteica adecuada para la obtencion de formulas especiales de uso en geriatria,
hospitales y alimentacion prospectiva con el fin de completar los requerimientos
nutricionales, obtener contenido calérico especifico y conseguir un balance entre las
calorias aportadas por proteinas, grasas y carbohidratos (Singh y col. 2008).

Con el desarrollo de los concentrados y aislados solubles se ha hecho posible
la elaboracion de alimentos infantiles de una calidad superior. Estas preparaciones
poseen mejores propiedades organolépticas (color, sabor y olor) y no contienen
carbohidratos que pueden causar flatulencia. Aproximadamente, el 10% de las
formulas infantiles contienen proteinas de soja. Las formulas infantiles a base de
proteinas de soja se recomiendan para aquellos nifios que presentan alergia a las
proteinas lacteas y los que resultan intolerantes a la lactosa o deficientes de lactasa.
Ademas de las férmulas que no contienen proteinas lacteas o férmulas infantiles a
base de soja como Unica fuente de proteinas, existen otras formulas especiales que
utilizan derivados de soja y que se emplean en las ultimas etapas de la infancia,

geriatria, nutricién hospitalaria y alimentacion prospectiva.

2.7.Alimentos lacteos o tipo lacteos fermentados
Las proteinas de soja se emplean como ingredientes funcionales en la
elaboracion de yogures y mezclas con leche de origen animal. La adiciéon puede

realizarse a leche fermentada y no fermentada. La calidad sensorial de la leche
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fermentada preparada a base de mezclas de leche de bufala y de soja resulta
satisfactoria (lfiiguez y col. 2001). En Espafia se comercializan yogures a base
Uunicamente de proteinas de soja y derivados lacteos a los que se les adicionan
concentrados de soja. Yogures con concentraciones de proteinas de soja de entre 1y
2,5% son similares a los productos convencionales. La suplementacion de los yogures
a base de leche con baja pero significativa cantidad de proteinas de soja es una via
aceptada de introduccion de proteinas de soja en la dieta.

Las proteinas de soja se emplean como ingredientes en quesos sustituyendo
hasta en un 50% al caseinato sddico. Se elaboran productos fermentados de tipo
queso pero se requieren mas investigaciones para mejorar la textura y propiedades
reolégicas de estos productos (Singh y col., 2008).

Los aislados de proteinas de soja son la fuente mas aceptada para su
aplicacion como ingrediente en productos lacteos dado su tamafio de particula y grado
de dispersion. Propiedades tecnologicas tales como la emulsificacion o gelificacion, o
sensoriales como el color y sabor/olor son factores criticos para su aplicacién en
productos lacteos. A pesar del gran potencial que ofrecen los aislados de proteinas de
soja en la produccion de productos lacteos, estos alimentos no se producen en gran
volumen en los paises occidentales, siendo China y Japon los mayores productores de
este tipo de alimentos. En Estados Unidos se comercializan pocos alimentos, tales
como crema para café, nata liquida y otras emulsiones, con el fin de sustituir al
caseinato sodico. Actualmente, se estan haciendo grandes esfuerzos para aplicar las
proteinas de soja en otros alimentos lacteos que incluyen bebidas alternativas a la
leche de vaca, bebidas en polvo, postres congelados y productos similares a los
quesos.

Las proteinas de soja tienen asegurado su papel como ingredientes en
alimentos analogos o sustitutos lacteos elaborados para personas con requerimientos

dietéticos especiales debido a problemas de salud y/o creencias religiosas. Las
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harinas de soja se emplean como una alternativa a las proteinas lacteas en la
elaboracion de bebidas de bajo coste para el consumo humano en paises en
desarrollo. EI mercado de las bebidas de soja ha crecido rapidamente. Los
concentrados de soja se emplean en la alimentacion de crias de animales tales como
el cordero y cerdo, dado que contienen un bajo contenido en carbohidratos solubles.
Las proteinas se emplean para formar emulsiones grasas como un método para
incorporar grasas en la formulacion y suministrar proteinas con interés nutricional.
Mezclas de proteinas de leche y soja en una concentracion final similar a la
presente en la leche se emplean en la elaboracién de productos de panaderia,
salchichas, productos carnicos, y para la sustitucion completa o parcial de la leche en
polvo desnatada. Aunque, en la actualidad en EEUU y Europa se restringe la imitacion
o modificacion de los productos lacteos. Sin embargo, tarde o temprano nuevos
productos, con mejores propiedades sensoriales y funcionales tendran un papel mas

relevante en la elaboracion de productos lacteos.
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Conclusiones y futuro

Existen evidencias cientificas que prueban que el consumo de soja protege
frente a enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer y la osteoporosis. El
numero de aplicaciones de la soja y sus componentes en la elaboracion de alimentos
funcionales es elevado. Asi, el mercado de los productos lacteos ha incorporado con
éxito a la soja y sus derivados como un componente saludable y habitual con la
aceptacion de los consumidores. Se cree que la soja sera el alimento funcional
saludable del siglo XXI.

El sabor de las proteinas de soja y su interaccion con compuestos deseables e
indeseables que participan en sus propiedades organolépticas es critico y determina la
aceptabilidad de alimentos que contienen preparaciones de soja y la aplicacion de
proteinas de soja. Se han realizado muchos progresos en este sentido pero el sabor
residual siempre permanece. El sabor es un problema critico especialmente en
alimentos insipidos o de muy poco sabor tales como los productos lacteos que

requiere ser aun mejorado.

Queda pendiente de contestacion qué componente en concreto de los
alimentos de soja es responsable de su efecto protector frente a las enfermedades
cardiovasculares, el cancer y la osteoporosis; asi como, sus efectos potenciales en la
prevencion y el tratamiento de otras enfermedades contemporaneas como el
Alzheimer. Otras areas pendientes de investigacion son las posibles variaciones de los
efectos de la soja en los diferentes tejidos como consecuencia del procesado del
alimento (fermentados o no fermentados) y los efectos sinérgicos de muchos de los
compuestos bioactivos de la soja. El estudio de la estabilidad de los ingredientes
funcionales frente a los procesos de elaboracion y conservacion de alimentos es
fundamental. Igualmente, es necesario el estudio de la actividad biolégica de los

metabolitos derivados de los componentes de la soja, y conocer si se alcanzan
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concentraciones fisiologicamente relevantes en los tejidos donde ejercen su accién. Es
importante el estudio de las interacciones entre constituyentes del alimento durante el
proceso de elaboracién y transito por el tracto gastrointestinal. Los resultados que se
deriven de estas investigaciones permitiran optimizar procesos para obtener alimentos
de soja mas saludables y una mejor formulaciéon de alimentos funcionales empleando
ingredientes obtenidos a partir de esta legumbre. Sin duda, el nimero de aplicaciones
de la soja y sus derivados se ampliara y no se descarta que el sector lacteo dadas sus

caracteristicas sea uno de los mas beneficiados en este sentido.
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Introduccion

Los polisacaridos se utilizan en productos lacteos para mejorar la textura de un
producto, otorgar cuerpo a formulaciones liquidas y producir geles lacteos en
productos tales como leches saborizadas, yogures bebibles, flanes, etc. En helados,
los polisacaridos previenen el crecimiento de cristales de hielo causado por
fluctuaciones en la temperatura de almacenamiento y provee un comportamiento de
fusion lenta. Por otro lado, los polisacaridos aumentan la vida Gtil de productos lacteos,
previniendo efectos tales como el exudado de suero, o precipitacion y floculacion de
particulas dispersas en productos tales como bebidas lacteas frutales, leche
chocolatada, cremas, etc.
La interaccion entre proteinas lacteas y polisacaridos lleva a fenbmenos tales como
incompatibilidad o coacervacion compleja, mientras que la miscibilidad en soluciones
mixtas es un comportamiento casi excepcional. El control o la manipulacién de estas
interacciones macromoleculares, es un factor clave para el desarrollo de nuevos
productos alimenticios e ingredientes (Tolstoguzov, 1997).
La mezcla de proteinas y polisacaridos puede originar una fase estable o fases
separadas, dando cuatro tipos de sistemas que difieren en sus estructuras y

propiedades: 1) una sola fase conteniendo complejos solubles estabilizados por
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interacciones electrostaticas y uniones puente hidrogeno; 2) una sola fase conteniendo
los diferentes biopolimeros en dominios en los cuales ambos polimeros se excluyen
mutuamente debido a una limitada incompatibilidad termodinamica; 3) formacién de un
complejo electrostatico insoluble y una fase soluble (coacervacion); 4) un sistema de
dos fases en que ambos biopolimeros estan principalmente en fases diferentes
(emulsion agua — agua) debido a una incompatibilidad termodinamica (Ledward, 1994;
Samant y col., 1993).

La formacién de complejos electrostaticos es usualmente un proceso reversible que
depende del pH y la fuerza i6nica del medio, entre otros factores y esta favorecida
cuando los componentes presentan cargas opuestas, lo cual ocurre en general a pH<
pl de la proteina. A pH neutro pueden ocurrir interacciones electrostaticas débiles
entre polisacaridos anionicos y subunidades cargadas positivamente de proteinas
oligoméricas (Tolstoguzov, 1997). Durante la formaciéon de los complejos
electrostaticos, la carga neta disminuye, reduciéndose la hidrofilicidad y la solubilidad
del complejo. Las particulas dispersas de complejo insoluble se agregan y precipitan,
formando un coacervado.

Algunas aplicaciones industriales de complejos proteina — polisacarido son la
purificacion de macromoléculas (ej. proteinas); microencapsulaciéon; ingredientes
alimenticios: sustitutos de grasas, aceites, crema, analogos de carne, biomateriales:
formacion de films comestibles, empaquetamiento, injertos y bioprotesis en medicina
(Schmitt y col.,, 1998). En alimentos se aplican en la estabilizacion de productos
lacteos procesados, inhibicion de la precipitaciéon de proteinas (en bebidas lacteas
saborizadas), recuperacion de proteinas (de plasma y lacteas), estabilizacion de
calcio en proteinas vegetales sensibles al calcio, formacién de geles, concentracion y
purificacion de proteinas, texturizacion de proteinas, extrusion termoplastica,
modificacién enzimatica: inhibiciones por interacciones enzima — polisacarido (Samant

y col., 1993).

378



Capitulo 17

WPC

Figura 1. Diagrama de fases mostrando
la curva binodal correspondiente al
sistema WPC 80/HPMC (Dow
Chem.E50LV).
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La incompatibilidad termodinamica se observa en condiciones en las cuales la
formacion de complejos esta inhibida y se promueve la asociacion entre
macromoléculas del mismo tipo. Esto ocurre principalmente a un pH mayor que el pl
de la proteina. La Figura 1 representa un diagrama de fases de la mezcla de
soluciones de proteina del lactosuero (WPC 80) e hidroxipropilmetilcelulosa (E50LV).
La region debajo de la curva binodal, corresponde a una unica fase formada por una
solucion de ambos biopolimeros, mientras que la region superior representa un
sistema de dos fases. A una concentracién total de biopolimero mayor a 6% las
soluciones acuosas se separan en dos fases, que coexisten en equilibrio, formandose
una emulsidbn agua / agua, la cual presenta una tension interfacial muy baja.
Dependiendo de las concentraciones relativas de proteina y polisacarido la fase
continua de las emulsiones sera WPC o HPMC, como muestran las imagenes
confocales en la Figura 1. Un fendmeno de limitada incompatibilidad termodinamica se
presenta a bajas concentraciones, por debajo de la curva binodal, donde si bien
ambos polimeros se encuentran en la misma fase, sus volumenes se excluyen. La
incompatibilidad o la limitada incompatibilidad entre los biopolimeros incrementa la
actividad termodinamica, es decir la concentracion efectiva y el potencial

conformacional de ambos. El potencial conformacional puede definirse como la
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habilidad de un biopolimero para formar uniones intermoleculares que contribuyen a
potenciar propiedades fisico — quimicas, reolégicas y estructurales, por ejemplo la
formacion de geles, estabilizacion de espumas y emulsiones (Tolstoguzov, 1993).

La incompatibilidad termodinamica presenta numerosas aplicaciones:
concentracion de soluciones proteicas por “6smosis sin membrana”, fraccionamiento
de biopolimeros, cambios en las propiedades funcionales de las macromoléculas
donde la actividad termodinamica de cada componente aumenta en la mezcla,
comportandose como si estuvieran en soluciones de mayor concentracion.

A continuacioén se discute el impacto del fendmeno de incompatibilidad (separacion de
fases) o limitada incompatibilidad termodinamica (sin separacion macroscopica de
fases) entre proteinas del lactosuero y polisacaridos en propiedades de agregacion,

gelificacion, interfaciales y de espumado.

1. Propiedades de gelificacion y agregacion de mezclas de proteinas del

lactosuero y polisacaridos

La gelificacion de la beta-lactoglobulina ha sido estudiada extensamente debido a
sus excelentes propiedades gelificantes y por ser considerada una proteina modelo
para el estudio de la gelificacién térmica de proteinas globulares. A pH neutro se ha
reportado que la concentracién minima para obtener un gel es de alrededor del 10 %,
dependiendo de la muestra de proteina utilizada, en la que puede variar el proceso de
obtencion de la misma (Ould Eleya y col, 2000) y de las condiciones del medio, tales
como la fuerza iénica o la presencia de sales (Ndi y col, 1996).
En mezclas de proteinas y polisacaridos, ambos gelificantes, en condiciones de
incompatibilidad termodindmica, se pueden originar dos tipos de geles, rellenos o
mixtos. Los geles rellenos se obtienen cuando uno de los componentes puede formar
una red continua en todo el sistema y el otro componente polimérico sirve como

relleno del gel. Estos geles pueden ser de una fase (el relleno estd en un estado
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molecular disperso) o en dos fases (la fase dispersa consiste en particulas liquidas o
gel). Geles mixtos se obtienen cuando las dos macromoléculas forman redes
continuas separadamente y debe ser tratado como un caso especifico de redes
poliméricas homogéneas e interpenetradas (Samant y col., 1993; Tolstoguzov, 1997).
Los geles de mezclas de biopolimeros presentan propiedades viscoelasticas diferentes
a las de uno solo de los componentes (Doublier y col., 1992). Se ha estudiado el
comportamiento de geles mixtos de proteinas del lactosuero y polisacaridos formados
en condiciones de incompatibilidad termodinamica, sin embargo se han utilizado
concentraciones de proteina por encima de la minima necesaria para gelificar
(Fernandes, 1994; Syrbe y col, 1995; Ndi y col, 1996; Zasypkin y col., 1996;
Walkenstrom y col., 1998; Beaulieu y col., 2001). La presencia de polisacaridos en
estos sistemas se refleja en las siguientes formas: disminuciéon de la concentracion
minima de proteina para gelificar, disminucion en la temperatura o tiempo de
gelificacion, variacion en la textura, microestructura, apariencia y retencion de agua de
los geles.

En general, en condiciones de incompatibilidad termodinamica, la concentracion critica
para gelificar de los componentes gelificantes disminuye en las mezclas (Baeza y col.,
2002; Capron y col., 1999) dado que el fendbmeno de incompatibilidad termodinamica
aumenta la concentracién efectiva de ambos biopolimeros en fases coexistentes. Esto
facilita la interaccion proteina-proteina y durante el calentamiento permite la
agregacion con la consecuente formacion de una red tridimensional (Baeza y col,
2003). Baeza y Pilosof (2001) mostraron que la adicion de pequefas cantidades (0.5
%) de polisacaridos no gelificantes a una solucién de B-lactoglobulina (B-lg) al 6 %,
concentracion en la cual la proteina no gelifica, promueve la gelificacién de la misma a
temperaturas cercanas y por encima de la de desnaturalizacién de la proteina a pH
neutro (80-88 °C). Sin embargo cada polisacarido (PS) utilizado, goma xantica (X), A-

carragenano (A-C) y alginato de propilenglicol (PGA), impactd en forma diferente en el
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tiempo de gelificacién, en las propiedades viscoelasticas de los geles, textura y
apariencia. En las mezclas estudiadas no se observd separacion de fases
macroscoépica antes o luego del calentamiento. En la Tabla 1 se muestra el tiempo de
gelificacion evaluado por reometria dinamica y los parametros reologicos obtenidos a

pH 7 para las diferentes temperaturas de gelificacion.

Tabla 1. Tiempo de gelificacion (tgel) y viscoelasticidad relativa tan 6 ( G”,;G’) al finalizar el

calentamiento para sistemas B-Ig (6%)/PS (0.5%) a pH neutro.

Sistema T(°C)  tge (min) tan d
80 14.7 0.183
B-lg/A-C 84 7.44 0.111
88 6.32 0.097
80 9.20 0.425
B-lg/X 84 7.70 0.192
88 6.02 0.119
80 40.42 0.075
B-1g/PGA 84 15.84 0.071
88 9.24 0.060

En ensayos realizados con proteina sola al 6 %, no se observé un incremento del
modulo elastico respecto al valor de ruido observado inicialmente en las soluciones. El
tiempo de gelificacion de la B-lg en presencia de A-carragenano y xantica fue similar y
mucho menor que en presencia de PGA. El gel que mostré6 mayor viscoelasticidad
relativa (menor tan &) fue el que contenia PGA mientras que el menos viscoelastico
fue el gel con goma xantica.

El menor caracter solido de los geles con xantica se puede observar también
visualmente en la Figura 2, en especial a la menor temperatura. Los geles formados
con proteina sola en una concentracion mayor (no se muestra) eran translicidos,

mientras que los obtenidos en presencia de los polisacaridos fueron en todos los
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casos mas opacos y con una apariencia diferente de acuerdo al polisacarido utilizado.
Se observa que los geles con PGA son mas translicidos. A mayor temperatura de
formacion los geles presentan una apariencia mas firme. Los geles formados a pH 6,

mostraron una apariencia totalmente diferente a los geles formados a pH 7 (Figura 2).

Figura 2. Apariencia de los geles mixtos de B-Ig (6%) y polisacaridos (0.5%).

Estos geles fueron totalmente blancos y presentaron un mayor exudado de liquido y
una menor dureza. El notable aumento en la agregacion de la proteina en presencia
de los polisacaridos pudo ser confirmado determinando el tamafo de los agregados

por dispersion de luz (Baeza y Pilosof, 2002).

Una causa del incremento en el tamafio de los agregados que llevaria a la formacién
de la red tridimensional seria un cambio en el tipo de uniones formadas durante el

calentamiento.

A pH 7, la gelificacion de la B-Ig se produce tipicamente por la formacién de enlaces
covalentes del tipo disulfuro, lo que lleva a la formacién de agregados lineales que

luego se unen por medio de uniones covalentes y no covalentes (hidrofébicas).
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Figura 3. Distribucion de tamafio de particula de los sistemas mixtos: (o) B-Ig 6%, (A) B-lg
6%-KO 1%, y (*) B-Ig 6%-KO 2% a temperatura ambiente.
Inserto: efecto de la concentracién de PGA sobre el tamafio promedio de agregados.

La presencia de los polisacaridos favorece las interacciones proteina-proteina,
y provoca un aumento en las uniones no covalentes entre sus moléculas, lo que lleva
a la formaciéon de agregados de mayor tamafio. En la Figura 3 se observa que la
adicion de PGA (ISP-KO) a soluciones al 6% de B-Ilg produce una agregacién aun a
temperatura ambiente. En la Figura 3 se muestra la distribucion de tamafio de
particula de las mezclas indicando como a medida que aumenta la concentracion de
polisacarido en la solucion aumenta la formacién de agregados. Las distribuciones
indican claramente como va disminuyendo el pico correspondiente a la forma dimérica
de la B-Ig (con maximo de intensidad en el tamafio de 5.6 nm) y van apareciendo picos
en tamafos mayores sugiriendo la formacion de agregados. Inserto en la Figura 3 se
presenta el efecto de la concentracion de PGA sobre el tamafio promedio de las
particulas, llegando a valores mayores a 100 nm para las concentraciones mas altas
de PGA en las mezclas.
Durante el calentamiento de estos sistemas mixtos hasta 85°C se producen agregados

con un diametro hidrodinamico promedio de hasta 5600 — 22000 nm respectivamente
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(Figura 4). Sin embargo, el didametro hidrodinamico promedio de los agregados
formados por calentamiento hasta 85°C de soluciones de B-Ig sola es de entre 23 nm y
750 nm a concentraciones entre 3% y 9%. Se puede concluir entonces, que el PGA
influencia la asociacion de B-Ig a temperatura ambiente y en mucho mayor grado a

temperaturas tipicas de la gelificacion.
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Figura 4. Efecto de la concentracion de PGA (ISP-KO) en la agregacion de B-lg (6%)
inducida por calor.

La dependencia de G’ con la frecuencia permite caracterizar los geles de acuerdo al
tipo de agregacion (Stading y Hermansson, 1990). La dependencia de G’ con la
frecuencia de las oscilaciones pueden ajustarse mediante la ecuacion:
Log (G)=n. Log (f) + a Ec.1

donde G’ es el modulo elastico, f la frecuencia (Hz), n representa la pendiente y a es el
valor de G para el minimo valor de frecuencia. El pardmetro n ha sido descripto en
varios trabajos como el indicador del grado de agregacion del gel, o como un indicador
de la cantidad relativa de agregados fisicos en comparacion a agregados por uniones
covalentes en el gel. En la Figura 5, el grafico correspondiente al barrido de
frecuencias de los geles de B-Ig en presencia de los diferentes polisacaridos, se

muestra que el valor de n aumenta en el orden PGA<A-carragenano<xantica, lo que
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indicaria una agregacion mas grosera y formacion de agregados mas grandes, del tipo
fisico predominantemente en la goma xantica, mientras que el gel con PGA
presentaria una estructura en donde las cadenas poliméricas se encontrarian
formando mas uniones covalentes. Asi mismo se puede observar que el mayor modulo

elastico corresponde al gel conteniendo A-carragenano.

T=84°C,pH7
n=0,07506
M=0106168

- PGA
© =
& n=0,1246
>~ 1004
(L] Xantica

10 T T 1

0.01 0.1 1 10

frecuencia (Hz)

Figura 5. Barrido de frecuencias (0,01-10 Hz) para geles mixtos de p-Ig + PS.

En la Figura 6 se observa la microestructura de los geles formados a 84 °C, a
pH 7 y 6 (Baeza y Pilosof, 2001). Las imagenes corresponden a geles de estructura
particulada, excepto para el caso del sistema B-Ilg-PGA a pH 7 que muestra una
estructura lisa y continua. A pH 7 en presencia de A -carragenano la proteina forma
agregados grandes y esféricos de aproximadamente 8 ym de diametro y pocas zonas
de unién entre los mismos. Las particulas esféricas de entre 2 y 4 ym de diametro
dispersas en la estructura podrian representar particulas agregadas del polisacarido
en una fase separada. Esta inclusién de particulas de menor didametro no fue
observada en los sistemas con xantica donde se observa una estructura densa
formada por agregados lisos de forma irregular, con un tamafio de 2 um,

presentandose estos agregados como fundidos unos con otros.
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Figura 6. Microestructura de geles mixtos de B-lg
(6%) + PS (0.5%) obtenida por microscopia
electrénica de barrido (SEM). Se muestran dos
magnificaciones, la barra indica una longitud de 10
pum

A pH 6 se obtuvieron geles de estructura mas regular en presencia de A-C y goma
xantica. Estos geles mostraron una apariencia similar a los geles particulados de B-Ig
sola. En los geles con A-C las particulas o agregados forman gruesas cadenas con
una estructura y distribucién de poros mas regular que lo observado a pH 7. Los
agregados se mostraron asociados en grupos esféricos de alrededor de 1 uym de
diametro, formando luego una cadena de agregados. Los agregados fueron en
promedio unas 8 veces mas pequefios que los observados a pH 7. La microestructura
de los geles B-lg/Xan a pH 6 indica una reduccién en el tamafio de los agregados a la
mitad del valor a pH 7, con una forma mas esférica y no tan fusionados unos con otros
como a pH 7. Las particulas formadas en presencia de PGA a pH 6 muestran una
estructura irregular, como escamas en grupos fundidas en una densa estructura. Estos

grupos de escamas presentaban zonas de unién no muy extensas entre uno y otro.
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E4M (%)

25

WPC (%)

Figura 7. Diagrama de fases mostrando la curva binodal correspondiente al sistema
WPC/E4M. e puntos del diametro rectilineal; e relacion de concentraciones original de los
componentes; eF umbral de separacién de fases. Inserto, geles core -shell obtenidos por
calentamiento de los sistemas mixtos sefialados con las flechas.

Las mezclas de concentrados de proteinas del lactosuero WPC80 con
hidroxipropilmetilcelulosa (DowChem.E4M) a pH 7 son sistemas termodinamicamente
incompatibles a temperatura ambiente, por lo cual tienden a separarse facilmente en
dos fases. La Figura 7 corresponde al diagrama de fases obtenido para el sistema
WPC + E4M a 25°C (Pérez y col., 2006a). Al ocurrir la separacion de fases, se obtiene
una fase superior rica en E4M y otra inferior rica en WPC. Las cuerdas conectan
puntos binodales que representan la composicion de las fases coexistentes y los
volumenes medidos de las fases superior e inferior son proporcionales a la longitud de
los segmentos que las conforman.

Al ser sometidas estas mezclas a calentamiento tienen lugar una serie de complejos
fendbmenos, algunos de los cuales pueden ocurrir simultaneamente: a) deshidratacion
de las moléculas de HPMC y consiguiente exposicion de grupos hidrofébicos
susceptibles de agregarse entre si. Este fenémeno se refleja como una disminucion
del moédulo G° al comienzo del calentamiento de las mezclas; b)

agregacion/gelificacion de HPMC; c) agregacion/desnaturalizacion de WPC; d)
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separacion de fases. Pérez y col. (2006a) estudiaron la dinamica de gelificacion
térmica asi como la macroestructura de estas mezclas mostrando que existen dos
fendbmenos competitivos: la separacion de fases y la gelificaciéon. Debido a la
competencia entre velocidad de gelificacion y de separacion de fases, se logra obtener
geles con una macroestructura muy interesante, de tipo core-shell, a concentraciones
de proteina mayores o iguales al 12% y concentraciéon variable de E4M (1 - 4%)
(Figura 7). Este tipo de estructura puede encontrar aplicacion como sistema de
microencapsulamiento o de liberacion controlada, en los cuales algun componente
activo se particiona entre las fases separadas y puede concentrarse en la fase HPMC,
o bien para desarrollar nuevas estructuras y alimentos.

Como se mostré anteriormente, cada polisacarido por sus caracteristicas propias,
presenta distinta incompatibilidad con la proteina generando diferentes agregados
proteicos y estructuras en los geles. Asi mismo para un dado polisacarido al aumentar
su concentraciéon en relacién a la proteina, se induce una mayor agregacion de la
proteina obteniéndose geles cada vez mas particulados (Baeza y Pilosof, 2001). Por lo
tanto, la seleccién del polisacarido y de su concentracién permite obtener geles de

proteinas del lactosuero de caracteristicas especificas.

2. Propiedades interfaciales y de espumado de mezclas de proteinas del
lactosuero y polisacaridos.

Las interacciones entre proteinas y polisacaridos en interfases son de gran
importancia para la formacién y la estabilidad de espumas y emulsiones, asi como
para el disefio de peliculas interfaciales con propiedades especificas.

En los ultimos afios se ha abordado el estudio de las propiedades interfaciales aire-
agua de proteinas del suero lacteo y otras proteinas en presencia de polisacaridos con
y sin actividad interfacial (Baeza y col., 2004, 2005; Arboleya y Wilde, 2005; Baeza y

col., 2006; Ganzevles y col., 2006; Pérez y col., 2006b, Pérez y col., 2007, Martinez y
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col., 2007, Pérez y col, 2008) y su relacion con la estabilidad de las espumas en
condiciones donde pueden existir fenomenos de volimenes de exclusion en el seno
de la fase (pH 7, concentracion de proteina 2% maximo, concentracion de polisacarido
0.5% maximo). Los estudios interfaciales realizados en colaboracién con el Grupo de
Sistemas Dispersos de la Universidad de Sevilla, permitieron determinar la existencia
de fenémenos competitivos o0 cooperativos entre los biopolimeros a nivel de las
peliculas interfaciales y mostraron que aun los polisacaridos sin actividad interfacial
tienen efecto a nivel de la interfase proteica, contribuyendo a la estabilizacion de
espumas mas alla de su caracter espesante.

Por lo general los polisacaridos debido a su caracter altamente hidrofilico no
son activos en las interfases. Un grupo de polisacaridos con actividad interfacial son
los ésteres del acido alginico, alginato de propilenglicol (PGA) que son producidos con
una gama de viscosidades y grados de esterificacion. Al aumentar el grado de
esterificacion se reduce el caracter hidréfilico de la molécula lo cual le imparte
propiedades interfaciales. La capacidad resultante para reducir la tension superficial
asi como aumentar la viscosidad los convierte en agentes estabilizadores vy
espumantes. La hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) es un derivado de la celulosa que
tiene sustituyentes metilos e hidroxipropilos en la estructura principal de
anhidroglucosa. Los grupos metilo constituyen zonas altamente hidrofobicas mientras
que los grupos hidroxipropilo son mas hidréfilicos, aunque ambos lo tornan
surfactante.

Debido al caracter tensioactivo, estos polisacaridos pueden competir con las
proteinas por las interfases. Se han estudiado las propiedades dinamicas y de
equilibrio de las siguientes mezclas proteina + polisacarido: B-Ilg + PGA,
caseinomacropeptido (GMP) + PGA, concentrado de proteina de suero (WPC80) +
HPMC para comprender como las caracteristicas de cada componente y la capacidad

formadora de pelicula impacta en las propiedades de las peliculas mixtas (Baeza y
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col., 2004, 2005a; Baeza y col., 2006; Pérez y col., 2006b; Pérez y col., 2007; Pérez y

col., 2008).
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Figura 8. Evolucion de la presién superficial  (a) y de la elasticidad dilatacional superficial
Ed (b) en el tiempo de las peliculas mixtas WPC / HPMC (DowChem E4M).

La evolucion de la presion superficial (1) asi como de las propiedades
reolégicas de la pelicula interfacial de los componentes solos y de las mezclas se
estudiaron en un tensiometro de gota a 20°C y a pH 7. Dichos estudios se realizaron
en concentraciones de proteina y polisacarido en el seno de la fase que permiten la
saturacion de la interfase (concentraciéon de proteina y polisacarido 1-2 %). Este pH no
promueve el complejamiento electrostatico entre proteinas y polisacaridos y los
sistemas presentan una incompatibilidad limitada (no hay separacién macroscoépica de
fases predominando el fenbmeno de volumenes de exclusidn). La presiéon superficial
con el tiempo para mezclas de HPMC con WPC, mostré una conducta competitiva,
dominado por HPMC a causa de su actividad superficial excepcionalmente alta (Figura
8). La componente elastica del modulo dilatacional (Ed) de las peliculas mixtas en
tiempos cortos de adsorciéon fue dominado por el componente que se adsorbe mas
rapidamente (HPMC). En tiempos largos de adsorcion, Ed fue dominado por el

componente con el mayor Ed (WPC) (Figura 8). En mezclas de HPMC y proteina de
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soja se observo un comportamiento semejante, siendo dominada la elasticidad de la
pelicula por HPMC en este caso, quién presenté un Ed mucho mayor que la proteina

de soja (Martinez y col., 2007).
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Figura 9. Evolucion de la presion superficial () en el tiempo de las peliculas mixtas p-lg/PGA
(ISP-KO) (a); y de GMP/KO (c); evolucion de la elasticidad dilatacional de las peliculas mixtas
B-1g/PGA (ISP-KO) (b) y de la viscoelasticidad relativa de GMP/KO (d).

La presion superficial con el tiempo para mezclas de un polisacarido con poca
actividad superficial como el PGA con proteinas como 3-lg o GMP, fue dominado por
B-lg (Figura 9a), pero mostré un valor intermedio entre los componentes solos para
GMP (Figura 9c) , aunque el GMP es mucho mas activo superficialmente que -lg. B-lg
también determind las propiedades elasticas de la pelicula mixta porque formo

peliculas con mejores propiedades de superficie que PGA (Figura 9b). En el caso de
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GMP + PGA, donde ambos componentes tuvieron un Ed semejante, se observé que la
viscoelasticidad relativa de la pelicula mixta (tan &) fue mas baja que la de los

componentes solos indicando un efecto antagénico (Figura 9d).

Puede concluirse que durante la adsorcion competitiva entre polisacaridos y proteinas
del lactosuero en concentraciones altas en el seno de la fase, la presion superficial es
dominada por el componente que exhibe mayor actividad superficial si este
componente también forma peliculas con un médulo de elasticidad alto. La reologia de
la pelicula superficial estaria dominada principalmente por el componente que puede
formar las peliculas mas viscoelasticas, pero interacciones antagonicas en la
superficie pueden alterar esta conducta. EI mismo comportamiento se ha observado

durante la adsorcién competitiva en la interfase agua/aceite (Figura 10).
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Figura 10. Evoluciéon de la presion superficial (a) y de la elasticidad dilatacional (b) en el
tiempo de las peliculas mixtas B-lg/HPMC (DowChem E5LV) en la interfase aceite-agua.

Los polisacaridos sin actividad interfacial como la goma xantica o el A-carragenano
tienen una enorme influencia en la interfase adn sin penetrar en la misma, debido a un
posible complejamiento sobre la proteina en la monocapa y a fenémenos de limitada

incompatibilidad tanto en el seno de la solucién como en la interfase (Baeza y col.,
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2004; 2005a). En la Figura 11 se muestra el efecto sinérgico que presenta la goma

xantica en la presion superficial de la B-Ig.
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En sistemas mixtos con menor concentracién de B-lg o WPC (10%- 10" %), de
acuerdo a la concentracion de HPMC o PGA presente en la subfase se puede
observar un predominio de la proteina en la presion superficial (Baeza y col., 2006;
Pérez y col.,, 2007). En particular, en condiciones donde ninguno de los dos
componentes por si mismo satura la interfase (por ejemplo, WPC=10y HPMC=10" %)
no se observa un comportamiento competitivo, si no mas bien aditivo o sinérgico,
indicando que ambos componentes coexisten en la interfase contribuyendo en forma
cooperativa al aumento de la presion superficial. En este caso, sin embargo, la
elasticidad dilatacional de las peliculas mixtas muestra valores menores que los
componentes puros sefialando que en condiciones de no saturacion, la presencia de
HPMC interfiere en la agregacion interfacial de WPC necesaria para estructurar la

interfase (Pérez y col., 2007).

El efecto de los polisacaridos en las propiedades interfaciales de una proteina
es complejo por lo cual no se puede predecir en forma simple el comportamiento de
mezclas de proteinas y polisacaridos debido a la coexistencia de diferentes fendbmenos

que se muestran en la Figura 12:
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a) Incompatibilidad entre biopolimeros tanto a nivel de la subfase como de la interfase
que promueven una segregacion de ambos biopolimeros y un aumento de la

concentracion efectiva.

b) Fendémenos competitivos o cooperativos que predominan de acuerdo a la

concentracion de cada componente en la subfase.

(c) interacciones especificas de complejamiento a través de ciertas regiones de la
molécula del polisacarido y de la proteina que ocurren aun cuando las condiciones de
pH no favorezcan la ocurrencia de atracciones electrostaticas netas (pH por encima

del isoeléctrico).

Complejamiento interfacial
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cooperativos

/
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en el seno de la fase liquida
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Figura 12. Mecanismos de interaccién entre proteinas y polisacaridos en interfases

Los polisacaridos afectan las propiedades de espumado de las proteinas lacteas por
influir tanto en las propiedades reologicas del seno de la solucion como en las
interfaciales. En general, la presencia de un polisacarido disminuye la capacidad de

espumado de las proteinas (Figura 13) debido al aumento de viscosidad de la fase
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continua que impide una buena incorporacion de aire (Carp y col., 2001), modifica la
agregacion de las proteinas que estabilizan la interfase (Carp y col., 1999) y aumenta
la estabilidad de las espumas (Carp y col., 2004).

La estabilidad de espumas de B-lg /xantica es controlada por la alta viscosidad y el
comportamiento parecido a un gel del seno de la solucion impartido por este
polisacarido que tiene enorme poder espesante. En presencia de polisacaridos de
menor viscosidad (PGA o A-carragenano) las propiedades reoldgicas interfaciales se
hacen mas preponderantes y la estabilidad de las espumas es determinada tanto por
la viscosidad del seno de la fase como por las propiedades interfaciales. Sin embargo
el impacto relativo de cada propiedad sobre la estabilidad de espuma dependeria del

mecanismo de desestabilizacion especifico y la escala de tiempo relevante (Baeza y

col., 2005b).
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Figura 13. Efecto de diferentes polisacaridos (0.5 %) en la capacidad de espumado (FE)
y el colapso de espumas de B-Ig (2%).
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El presente libro ha sido concebido como el corolario de las actividades del Proyecto
de Cooperacién Iberoamericana CYTED 105P10274 que lleva por titulo "Valorizaciéon
de subproductos lacteos de interés industrial y para el disefio de alimentos para
grupos vulnerables"”, desarrollado entre 2005 y 2008. El Programa CYTED (Ciencia
y Tecnologia para el Desarrollo) es el programa de referencia de cooperaciéon en
ciencia y tecnologia para el desarrollo en Iberoamérica y su objetivo es alcanzar
resultados transferibles a los sistemas productivos y a la mejora de la calidad de la
vida de la Region Iberoamericana.

El objetivo de este libro es presentar los avances mas recientes sobre las propiedades
funcionales de componentes lacteos desde el punto de vista fisico-quimico y de
actividad biolégica.

Iberoamérica exhibe una larga tradicién en la produccién y el consumo de productos
lacteos. Por lo tanto, la investigacion y desarrollo para la valorizacién de componentes
lacteos es la base para la innovacién de este dindmico sector. En el presente libro
se presentan nuevas estrategias para el aprovechamiento integral del suero de
queseria, de componentes proteicos, lactosa y acidos grasos de la leche, revalorizando
su funcionalidad, ya sea como ingredientes de aplicaciéon tecnolégica, o por sus
propiedades bioactivas. También se presentan avances en la utilizacién de
componentes de la soja y fibra en productos lacteos y en el area de alergenicidad
de proteinas lacteas.

Las estrategias abordadas permiten por una parte, la valorizacién de los subproductos
de las industrias lacteas y, por otra, el establecimiento de las bases para el desarrollo
de nuevos alimentos funcionales con actividades biolégicas y alimentos para grupos
con requerimientos nutricionales especiales.

Los autores que contribuyen en este libro han participado muy comprometidamente
en el desarrollo del proyecto CYTED 105P10274, permitiendo la generacién de una
vasta red de colaboraciones cientificas, el mejoramiento de las capacidades de
investigacion de los grupos e instituciones participantes y la formacién de recursos
humanos altamente calificados. A todos ellos nuestro agradecimiento por haber
aportado su valiosisima experiencia en los distintos capitulos de este libro.

También manifestamos nuestro agradecimiento al Programa CYTED, por el apoyo
brindado en todos estos afos a nuestras actividades.
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