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Nomenclatura

A= Area superficial medido en centimetros cuadrados
A= Energia libre de Helmholtz

A= Unidad llamada &ngstrém, es una unidad de longitud empleada principalmente
para expresar longitudes de onda, distancias moleculares y atémicas (1 A= 1 x 10°
% metros = 0,1 nanémetros)

B= Representa la pendiente de dy/dC
C= Concentracion de soluto

C= Grados centigrados

cm= Centimetros

cm?= Centimetros cuadrados

CI'= Anién cloro

Dalton= Es una unidad de masa empleada en fisica y quimica, especialmente en la
medida de masas atbmicas y moleculares. Esta definida como la doceava parte (1/12) de
la masa de un &tomo neutro y no enlazado de carbono-12

Dinas= Unidad de fuerza del sistema cegesimal
dA= Derivada de area superficial

dG= Derivada de la energia libre de Gibbs
dH= Derivada de la entalpia

dn= Derivada del nimero de moles

dP= Derivada de presion

dS= Derivada de entropia

dU= Derivada de la energia interna

G= Energia libre de Gibbs

g= Gramos

H= Entalpia

Kp= Constante de desnaturalizacion de proteinas

KDa= Kilodaltons



Log= Logaritmo base diez

N= Normalidad

NaOH= Hidroxido de sodio

Na*= Catidn de sodio

M= Concentracion Molar

mJ= Milijules

P= Presion

pH= Potencial de iones Hidrogeno
pl= Punto isoeléctrico de proteinas
Pn= Proteina nativa

Pp= Proteina desnaturalizada
pKA= Constante de ionizacién
Qreversible= ENergia en forma de calor que puede regresar a su estado nativo
R= Constante de los gases ideales
®= Marca registrada

S= Entropia

T= Temperatura

U= Energia interna

V*= Volumen superficial

W= Trabajo

Whax= Trabajo maximo que se ejerce en un sistema
o= Alfa

p= Beta

y= Tension superficial

I'= Exceso de soluto

7= Presion superficial

0= Tiempo



A= Diferencial
n= Potencial quimico
6= Derivada paracial

p= Densidad



Determinacién de pardmetros termodindmicos y cinéticos de tres proteinas adsorbidas en la interfase
(liquido-liquido)

Resumen

El objetivo de esta tesis es conocer las posibles rutas de modificacion que sufren dos
derivados proteicos de la leche que se utilizan con fines tecnoldgicos en la industria
alimentaria tales como: caseinato de sodio y el remanente -suero lacteo- que se obtiene
en la elaboracion de quesos asi como también de una proteina de origen vegetal
(proteina de soya hidrolizada) que se emplea en sopas y cremas como agente
emulsificante, por citar algunas aplicaciones industriales donde esta inmiscuido el
fendmeno de adsorcion. Los estudios realizados muestran que estas macromoléculas en
solucion presentan un comportamiento complejo que se manifiesta en la
asociacion/autoensamblaje mediado por interacciones hidrofobicas y modulado por la
concentracion y el pH.

El caseinato de sodio presenta funcionalidad superficial en medios alcalinos; pH 8 y pH
9, observando que existe afinidad en dichas condiciones presentando actividad
superficial positiva, donde a la concentracion de 0.7 % en peso en un pH igual a 8
muestra la mayor cantidad de moléculas adsorbidas en la superficie, reflejandose en el
abatimiento de la tensién superficial empero la cinética en la que se lleva a cabo la
adsorcion en la superficie en ambos sistemas no es del todo efectivo.

La pB-lactoglobulina, proteina predominante en el suero lacteo presenté actividad
superficial en todo el intervalo de concentraciones que se estudié en medio alcalino,
siendo la concentracion de 0.7 % en peso donde se manifestd marcadamente la
adsorcion de moléculas en la superficie pero este proceso no es del todo répido ya que
tarda cerca de cuatro horas en acumularse dichas moléculas, mientras que en medio
acido existié un abatimiento de la tensién superficial mayor en los primeros instantes
del proceso, pero al continuar el fendmeno de adsorcion las moléculas migraban al seno
de la solucién, formando una pelicula delgada en la superficie proclive a roturas
mecénicas o térmicas.

Y por ultimo la proteina de soya, macromolécula que posee B-conglicinina como
principal responsable de la funcionalidad superficial, presentdé un comportamiento
superficial peculiar; ya que a la concentracion de 0.6 % en peso disperso en medio
basico éste es el limite superior que se puede utilizar apropiadamente para fines
tecnoldgicos, sin embargo cuando la proteina se encuentra préximo a su punto
isoeléctrico, la actividad superficial inicia desde esta concentracion estando en funcion
de la concentracién y del proceso de desnaturalizacion superficial, siendo asi un proceso
espontaneo empero estas moléculas empezaran a migrar al seno acuoso del sistema
siendo los primeros instantes idoneos para emplearla para fines tecnolégicos tales como
emulsiones y espumas.

Conocer todas las posibles modificaciones que conlleva la adsorcion de proteinas
mediado por la variacion del pH del medio acuoso puede contribuir a aportar
informacidn concerniente a: cuél es la cantidad necesaria para que un sistema disperso
pueda ser estable o en qué condiciones puede desarrollarse dptimamente o en su defecto
conocer el tiempo idéneo para la adicion de emulgentes o espumantes en un proceso
tecnolégico de la industria alimentaria, es decir; minimizar la incertidumbre en la
implementacion de estas moléculas, por lo tanto, maximizar los beneficios de emplear
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proteinas para la estabilidad de sistemas inestables como emulsiones y espumas es el
objetivo.

Introduccidén

La formulacion de nuevos productos alimentarios o la optimizacion de los productos
tradicionales, esta condicionada al conocimiento de las caracteristicas fisicoquimicas de
sus componentes. Un nicleo importante de los productos alimentarios son dispersiones
complejas, tales como emulsiones; sistemas liquido-liquido y espumas; sistemas
liquido-gas. Ahora bien, la elaboracidn de este tipo de dispersiones estd supeditada a la
presencia de proteinas y/o surfactantes de bajo peso molecular. Estos compuestos abaten
la tensidn superficial del sistema, es decir, estabilizan dicho sistema debido a su
naturaleza anfipatica que hace que se concentren en la interface liquido fluido.

Se producen alimentos con bajo contenido en grasas, alimentos instantaneos o para
dietas hospitalarias entre otros, ricos en toda clase de nutrimentos que hay que cuidar,
almacenar, procesar, etcétera. Por esta razon, es indispensable conocer todas las
posibles rutas de modificacion tanto positiva como negativa que sufren las proteinas,
para obtener mayores beneficios de ellas. Las proteinas son las moléculas organicas mas
abundantes en los seres vivos y juegan un papel importante en todos los aspectos de la
estructura y funciones de las células. Son biopolimeros de a—aminoacidos, denominados
asi porque el grupo amino esta enlazado al &tomo de carbono o, 4tomo mas préximo al
grupo carbonilo. Las propiedades fisicas y quimicas de las proteinas se determinan a
partir de los aminoacidos que los forman (Wilde, 2004).

En la presente tesis se presenta el estudio de tres proteinas con funcionalidad superficial,
que se entiende por propiedades funcionales a las propiedades fisicoquimicas de
polisacaridos y proteinas que afectan su comportamiento en los productos alimentarios
ya sea durante la preparacion, el procesado, almacenamiento o consumo de los mismos,
es decir, cualquier propiedad (con excepcién de las nutricionales) que afecta su
utilizacién (Hall, 1996).

El objetivo de esta tesis es evaluar la funcionalidad superficial de tres proteinas
adsorbidas en sistemas modelo. A partir del conocimiento del comportamiento cinético
y propiedades termodindmicas de los sistemas modelos se puede avanzar hacia el
estudio de sistemas mas complejos y finalmente lograr la formulacion de productos que
sean viables para su produccion industrial, que hoy en dia son aditivos usados en la
produccion de helados, salsas, aderezos, cremas e infinidad de productos en el que se
presentan espumas y emulsiones, sistemas coloidales inestables expresado en términos
termodinamicos. Es en esta inestabilidad donde radica el principal problema para la
caracterizacion de estos sistemas ya que la fase dispersada sélo lo estard durante un
periodo de tiempo finito. Este tiempo depende de las caracteristicas que separa ambas
fases por lo que el estudio de interfaces fluidas constituye uno de los dmbitos de
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investigacion mas importantes dentro del campo de los coloides alimentarios. Gran
parte de los estudios realizados hasta la fecha presentan sin embargo la dificultad de
ajustar correctamente los resultados experimentales a los modelos propuestos para
emulsiones y espumas. Existen ademéas problemas relacionados con las innovaciones o
modificaciones que se tienen que introducir en los distintos dispositivos experimentales
para producir la interfaz aceite-agua, asi como la mayor complejidad de los estudios
planteados en este tipo de interfaz frente a los realizados en la interface aire-agua.

A la dificultad de caracterizacion de estos sistemas se ha de afiadir el hecho de que a
gran parte de los productos alimentarios actuales se les exige que posean ciertas
propiedades funcionales y que presenten una serie de atributos: una textura adecuada,
buen sabor, color, etcétera. En este sentido los retos de la industria alimentaria son muy
amplios, ya que no sélo se trata de mejorar las formulaciones tradicionales o existentes
(Tejera, 2008).

Los emulsificantes tienen como funcion estabilizar las mezclas de liquidos inmiscibles,
en virtud de que actdan en la interfase de la emulsion, también se les designa con el
nombre de surfactantes, proveniente del anglicismo surfactant, que a su vez es una
contraccion de las palabras surface active agent (Badui, 2006).

Los Surfactantes de bajo peso molecular como: Estearato de polioxietileno (E-430),
Monolaurato de polioxietileno (E-432), Triestearato de polioxietileno (E-436),
pertenecen al amplio mundo de surfactantes que se emplean en la industria alimentaria,
y del E-432, E-436 se conocen mas con el nombre de Twens®, una marca registrada de
Rohn & Haas. Se utilizan también como detergentes en distintas aplicaciones. En
Espafia estd autorizado el uso de los Twens solamente en confiteria, reposteria y
elaboracion de galletas. En determinadas condiciones experimentales estos
emulsionantes son capaces de inducir alteraciones en el estbmago de ratas con
deficiencias nutricionales previas. La autorizacién de su uso como aditivo alimentario
esta en reconsideracion por parte de la Union Europea.

Una de las tendencias lideres en este afio es la vuelta hacia la "nutricién con comida de
verdad", que incluye la mezcla de diferentes alimentos para lograr maximos beneficios
para la salud, la eleccion de los alimentos por su valor nutritivo intrinseco (como frutos
secos o frutas) y la integracion de suplementos alimenticios, ahora bien, los
consumidores estan considerando si un producto cuenta con aditivos artificiales o jarabe
de maiz alto en fructosa en la evaluacion de su valor nutricional, es por lo tanto, la
presencia de constituyentes con valor nutritivo elevado y con aptitudes funcionales, son
argumentos que abogan en favor de la adicion de un emulsificante o espumante de
origen “natural”.

En la actualidad la tendencia en la cual el consumidor busca una etiqueta de féacil
comprension y entendimiento, sin sacrificar la textura ni funcionalidad de su producto.
Esta tendencia ha implicado al productor el reto de buscar nuevos procesos
tecnoldgicos, que con remedios quimicos logren dar estabilidad al producto final. La
forma en la que se ha atacado esta necesidad ha sido por medio de modificaciones
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fisicas que hacen que las proteinas permitan aplicarse con la misma funcionalidad y
desempefio que surfactantes de bajo peso molecular. Esto es declarando en la etiqueta
como “proteinas”. Los beneficios de emplear proteinas son: ahorros en la aplicacion,
calidad constante, mejor desempefio que algunos otros emulsificantes o espumantes,
disminucion de tiempos de proceso, mayor estabilidad o vida de anaquel.

Marco teérico

Durante los ultimos afios, el conocimiento sobre las proteinas, principales
constituyentes de las células y tejidos de la materia viva se incrementaron de una
manera prodigiosa. En la ciencia de los alimentos los constituyentes proteicos también
intervienen bajo formas muy diversas. Representan un papel nutricional esencial, tanto
para la alimentacién humana como para los animales. Un aspecto de preocupacion, lo
constituye la insuficiente disponibilidad de alimentos proteicos, a escala mundial o
regional, que tanto es de naturaleza agroalimentaria como econdémica.

Las proteinas también tienen una funcion muy importante en cuanto a la estructura y
cualidades organolépticas de numerosos alimentos que se consumen directamente o se
elaboran; asi, la consistencia y textura de la carne y diversos productos carnicos, de la
leche y quesos, la masa de panaderia y el pan, dependen principalmente de las
propiedades estructurales y fisicoquimicas de los constituyentes proteicos. Alun en el
caso de alimentos elaborados con bajo contenido en proteina estos constituyentes
pueden tener un papel “funcional” o tecnol6gico basico. En efecto, citando por ejemplo,
las propiedades de adsorcion y retencion de agua de las proteinas de soya, las
propiedades gelificantes de las proteinas de la clara de huevo y suero lacteo, asi como
las propiedades emulsificantes de los caseinatos se utilizan ventajosamente. Hay una
completa industria de ingredientes proteicos y son numerosas las empresas que
actualmente ofertan una larga gama de productos proteicos liquidos, concentrados,
congelados o deshidratados que poseen propiedades funcionales bien definidas (Linden,
1994).

Una aplicacion de las proteinas es su uso como surfactantes en alimentos emulsionados
0 espumados. Las proteinas son muy susceptibles al medio que las rodea produciendo
un cambio conformacional o quimico repercutiendo en su funcionalidad.
Las propiedades funcionales pueden categorizarse en tres grupos (Cheftel, 1989):

» Propiedades de hidratacion: Dependientes de las interacciones de la proteina con

el agua. Entre ellas se encuentran la adsorcion, retencion de agua,
dispersabilidad, solubilidad y viscosidad.
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» Propiedades dependientes de las interacciones intermoleculares: Precipitacion,
floculacion y gelificacion.

» Propiedades superficiales: Emulsificacion y espumado.

Propiedades generales de los aminoacidos

Cada aminoacido tiene una cadena lateral, R, caracteristica que influye en sus
propiedades fisicoquimicas y por tanto en las de la proteina de la que forma parte.
Segun la polaridad de esta cadena lateral, es posible agrupar a los aminoacidos en cuatro
clases (Fennema, 1993).

atomo de hidrogeno

Y

"|' 0
/ ,
v, <
R OH

Cadena Lateral

Figura 1.- Estructura general de un a-aminoécido

En la figura uno se muestra la molécula organica con un grupo amino (-NH,) y un
grupo carboxilo (-COOH). Todos los aminoacidos componentes de las proteinas son L-
alfa-aminoécidos. Esto significa que el grupo amino esta unido al carbono contiguo al
grupo carboxilo (carbén alfa) o. dicho de otro modo, que tanto el carboxilo como el
amino estan unidos al mismo carbdn; ademas, a este carbono alfa se unen un hidrégeno
(H) y una cadena lateral (habitualmente denominada cadena lateral o radical diferente)
(Badui, 2006)

Aminoacidos con cadenas laterales no polares o hidr6fobas como: (Alanina, Isoleucina,
Leucina, Metionina, Prolina, Fenilanalina, Valina), son menos solubles en agua que los
aminoacidos polares. Su hidrofobia aumenta con la longitud de la cadena lateral
alifatica.

Aminoéacidos con cadenas laterales polares no cargados o hidrdéfilas, poseen grupos
funcionales neutros y polares, capaces de establecer puentes de hidrogeno con
moléculas adecuadas con el agua. La polaridad de la Serina, Treonina y Tirosina esta
relacionada con sus grupos hidroxilo (-OH); la de la Asparagina y la Glutamina lo esta,
en cambio, con su grupo amida (-CO-NH,) y la de la cisteina con su grupo tiol (-SH).
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Aminoéacidos con cadenas laterales cargadas positivamente (a pH proximo a 7).
Forman parte de esta clase la Lisina, Arginina e Histidina.

Aminoacidos con cadena lateral negativamente cargada (a pH préximo a 7). Este grupo
esta formado por los Acido aspartco y Glutamico.

Formacion de péptidos

Los péptidos son cadenas lineales de aminoacidos enlazados covalentemente
denominado enlace peptidico de acuerdo a la figura dos. Cada péptido o polipéptido se
suele escribir, convencionalmente, de izquierda a derecha, empezando por el extremo
N- terminal que posee un grupo amino libre y finalizando por el extremo C- terminal en
el que se encuentra un grupo carboxilo libre, de tal manera que el eje o esqueleto del
péptido, formado por una unidad de seis atomos (-NH-CH-CO-), es idéntico a todos
ellos.

Por otra parte, el caracter parcial de doble enlace del enlace peptidico (-C-N-) determina
la disposicion espacial de éste en un mismo plano, con distancias y angulos fijos. Como
consecuencia, el enlace peptidico presenta cierta rigidez e inmoviliza en el plano a los
atomos que lo forman (Nelson, 2005).

o HdE s
NH:-!-—E—C—OH H—N—tli—COO—

1 (51
l—%c) l—lzc)

H o -
N, ~—, ——g—l?l—‘—é\—COOH
=1 L =2

\Enlace

Peptidico

Figura 2. Representacion de un enlace peptidico.
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Tabla 1. a-aminoacidos frecuentemente encontrados en las proteinas (Wade, 2004).

No pol;reu( hidréfobos ) H t';ol;:;os. Con carga negativa

A ‘
Alagnina-Ala-A CH,—C—-CO00" ek o H Acido aspartico-Asp-D
- :

Gicocola-Gly-G _é__ COo0 - (o] H
HH, ' N -
& 5 NH, //C—CH:'?'COO
4 i g 0 NH,
Vasna-Val-V (") > CH +~C~C00 " +
1 H
CH NH Sermna-Se«-S [}
Leucna-Loud () + HO — CH,—C-CO00 - Acido glutémico-Giu-E
CH, H . "0 H
4 : NH, N
CH—CH,—C-C00" 3 C—CH,-CH,-C-CO0
7 ] &~
CH, NH, (o] NH,
» Treonina-The-T ( * ';’
H CH,—CH —-C—-CO0"~
isoleucina-te-d ( ) 1 1 §
CH,~CH_ —CH —C=CO00 - OH ' NH,
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! s’ Csteina-Cys-C };l
Proina-Pro-P H;(']." \C-COO HS—CH:—?—COO' Usina-Lys-K { * H
4+ L
HC-n N, H,N - CH,-CH,- CH,- CH,-C-C00 -
H
NH
Metionina-Met-M { * ) '." "'L"i"“/*’f""" - f‘fa;.r,,.r."l‘.\;? 3 +:2
orne: & { ) LG 3 ; acsantes
CH,— S — CH,— CH,—~C-C00 uo@cn,—q—coo' NH, H
NH, = NH, CI-NH-CH:-CH:-CH:-(E-COO‘
- )
Fondglan r[u Phe-F(*) ’.'l Asml:‘l‘??{md Asn-N H ’fH: t‘“:
| / \ - - '
| <\/ \/\_cu:—tl:—coo ;c—cn:—g-ooO' s
T 4 430N g-Hes-H
} 'j“x (o !‘H, (apn i?‘ ) f' lactantes ':l
‘ = s HC — C-CH,-C-CCO~
Triotetano-Trm-W { = ) H Giutamina-Gin-C HN‘ < NH FIJH
Z—C = CH,+C~-C00" i ! v e” ¢
WS TS NC—CH,~C-000" B
A -CH NH, 7 ;
- - o=l

En la tabla uno se muestra de forma detallada la estructura quimica de 20
aminoacidos de los cuales diez aminoacidos son esenciales: (Ala, Val, Leu, lle,
Met, Phe, Trp, Thr, His, Lys) que son aquellos que no pueden ser sintetizados en
el organismo y para obtenerlos es necesario tomar alimentos ricos en proteinas
que los contengan. Por otro lado los aminoacidos no esenciales (Pro, Gly, Ser,
Cys, Tyr, Asn, GIn, Asp, Glu, Arg) son aquellos que pueden ser sintetizados en
el organismo a partir de otras sustancias (Fennema, 1993).

Propiedades hidrofébicas de los aminoacidos

A pesar de que generalmente los aminoacidos se escriben con un grupo carboxilico (-
COOH) y un grupo amino (-NH,), su estructura real es ionica y depende del pH. El
grupo carboxilico pierde un proton, dando lugar a un ion carboxilato, y el grupo amino
se protona y da lugar a un i6n amonio. A esta estructura se le denomina ién dipolar o
zwitterion (del aleméan <<ién dipolar>>). Los aminoacidos presentan una carga positiva
en soluciones acidas y carga negativa en soluciones basicas. Hay un punto intermedio
donde las dos formas del aminoacido se encuentran en la misma proporcion, como el
zwitterion dipolar con una carga neta de cero. A este pH de le denomina pH isoeléctrico
0 punto isoeléctrico (pl) (Wide, 2004).
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Uno de los principales factores que afectan a las propiedades fisicoquimicas, como la
estructura, la solubilidad, la fijacién de la grasa de proteinas y péptidos es la hidrofobia®
de sus aminoécidos constitutivos. La hidrofobia puede definirse como el exceso de
energia libre de un soluto disuelto en agua, comparada con la que ofrece en un
disolvente organico en condiciones similares.

En las proteinas existe un gran nimero de grupos no polares; en general, las proteinas
estan compuestas por treinta a cincuenta por ciento de aminoacidos que poseen cadenas
laterales apolares (Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina, etcétera). En consecuencia, a lo
largo de las cadenas polipeptidicas donde se encuentran estos grupos existe la tendencia
a segregarse del contacto con el solvente acuoso, y formar estructuras con
caracteristicas miscelares. El solvente acuoso tiende a eliminar de su seno a aquellos
grupos no polares con los que su interaccion requeririan gran cantidad de energia,
forzandolos a un arreglo tal que los sitde lejos del solvente, en el interior de la molécula
proteica, mientras que el resto de las cadenas laterales de los aminoacidos que forman la
proteina, aquellas que tienen caracteristicas polares queden situados en contacto con el
solvente (Camino, 2010).

A valores de pH superiores o inferiores al punto isoeléctrico, la proteina arrastra una
carga eléctrica positiva o negativa y las moléculas del agua pueden interaccionar con
estas cargas, contribuyendo asi a la solubilizacion. Ademas, las cadenas proteicas que
Ilevan cargas eléctricas del mismo signo tienen una tendencia a repelerse y a disociarse
0 desplegarse (Fennema, 1993).

Solubilidad de las proteinas

La solubilidad de las proteinas en agua es funcion de numerosos pardmetros. Desde un
punto de vista termodinamico, la solubilidad supone una separacion de moléculas del
disolvente, separacion de moléculas de proteina y dispersion de las dltimas en las
primeras con maxima interaccion entre proteina y disolvente. Para ser soluble, una
proteina debe, por consiguiente, interaccionar tanto cuanto sea posible con el disolvente
(Fennema, 1993). Depende esencialmente de la distribucion de los grupos polares
(cargados o no) y apolares (hidr6fobos) de la cadena lateral de los aminoécidos que la
constituyen. (Cheftel, 1989).

1.-La interaccién hidréfoba no es el resultado de repulsiones entre las moléculas de agua y las moléculas apolares,
como sugiere el término, de hecho las interacciones entre estas son favorables en amplio intervalo de temperatura,
aungue menores que los contactos de Van der Waals en el liquido apolar o los puentes de hidrogeno en el agua. Es el
resultado de la tendencia de las moléculas no polares a interaccionar preferentemente entre si en lugar de hacerlo con
el agua (Mifiones, 2002).
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Bigelow ha sugerido que la hidrofobicidad promedio de los residuos de aminoacidos y
la carga son los dos méas importantes factores que determinan la solubilidad de las
proteinas (Harrington, 1961).

Niveles de estructura de una proteina

En la figura tres se bosqueja los niveles de estructuracion que pueden tener las proteinas
desde una secuencia lineal y ordenada de aminoacidos como es la estructura primaria
que indica la conectividad covalente que existe entre los atomos y residuos de
aminoacidos que existen en la molécula. Muchas de las propiedades de las proteinas
derivan directa o indirectamente de la estructura primaria. Cualquier pliegue, enlace de
hidrogeno o actividad catalitica depende de la estructura primaria.

Las cadenas peptidicas tienden adoptar ciertos ordenamientos moleculares debido a
interacciones de enlaces de hidrogeno. En particular, los atomos de oxigeno del grupo
carbonilo forman enlaces de hidrdégeno con los hidrégenos del grupo amida (N-H).
Existen, en general, dos ordenamientos moleculares de las proteinas gracias a los
enlaces de hidrogeno: la hélice a y la lamina B-plegada. Cada uno de estos dos tipos de
ordenamientos moleculares debidos a los enlaces de hidrogeno, en el caso de que se
produzcan, se conoce como estructura secundaria de la proteina. La estructura
terciaria de una proteina es su conformacion tridimensional completa. Esta estructura
incluye todas las estructuras secundarias, por ultimo puede existir asociaciones de dos o
mas cadenas peptidicas de una proteina activa a lo que se le denomina estructura
cuaternaria de la proteina.

Niveles de organizacion
en las proteinas

—Ala-Glu-Val-Thr-Asp-Pro-Gly-

Estructura primaria

Estructura terciaria Estructura cuaternaria

Figura 3. Niveles de estructura de las proteinas
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Fuerzas estabilizadoras de los diferentes niveles estructurales de una
proteina (Fennema, 1993 y Badui, 2006).

Uniones disulfuro

Cuando en la estructura primaria de un polipeptido existe mas de una cisteina, es
posible que se formen uniones disulfuro entre diferentes segmentos de una misma
cadena polipeptidica o entre diferentes cadenas polipeptidicas. Esto depende de donde
se encuentren colocadas las cisteinas, ya sea en una misma cadena 0 en cadenas
diferentes.

Uniones electrostaticas

Para que se establezcan uniones electrostaticas entre las cadenas laterales de los
aminoacidos que componen a una proteina, se requiere también que esta adquiera
previamente una conformacion en la que las cadenas con cargas opuestas se dispongan
en el espacio de una manera tal, que estas puedan atraerse y contribuir asi a estabilizar
la conformacién. Las atracciones electrostaticas contribuyen a la estabilidad de zonas de
la proteina que estan localizadas en su interior, lejos del alcance del solvente y rodeadas
de aminoéacidos cuyas cadenas laterales tienen caracteristicas apolares.

estructura helicoidal de ® atraccidén
puentes de hidrégeno clectrostudtica
entre grupos R
idnicos
coordinacién con con cargas
. wali ‘
i y iones metdlicos \_~\ipuesu.s
de puentes de = >
hidrageno o n = ‘ :2
‘—‘:-% & =
% T ) ~Nio
/I,,I’,, == l i M s
N =
d : s R, /('H:
r') == coo- C
H O s o
= = N —n
o=cC = H.c -
] = “cH.
/ C\l:l » H :C
@ pucrnites de CH:
hidrégeno
entre cadenas ® interacciones
R laterales hidrofébicas de
un conjunto de puente de
grupos R apolares disulfuro

Figura 4. Formas de interacciones que se desarrollan para la formacién de una proteina.
Uniones de Van der Waals
Entre cualquier par de atomos existe una fuerza de atraccion, que se origina cuando en

un momento dado se vuelve asimétrica la distribucion de los electrones que giran
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alrededor de los nucleos; debido a eso, en los atomos vecinos modifica la distribucién
de sus propios electrones.

De esta manera un dtomo es atraido hacia otro, porque la distribucién asimétrica de sus
nubes electronicas produce la aparicion de polos en cada atomo, y estos se atraen al
interactuar el polo negativo de unos con el polo positivo de otros.

Uniones por puentes de hidrogeno

Con el término de puente de hidrogeno se designa a la interaccién de un atomo de
hidrégeno unido a un 4tomo electronegativo como el nitrdégeno, el oxigeno o el azufre,
con otro 4tomo electronegativo.

Desnaturalizacion de las proteinas

La conformacién de una proteina, ligada a su estructura secundaria y terciaria, es labil.
Por ello, el tratamiento de las proteinas con &cidos, alcalis, disoluciones salinas,
disolventes, temperaturas elevadas y radiaciones citando algunas formas de alterar la
estructura de las proteinas, pueden modificarla produciendo movimientos de los
diferentes dominios de la proteina, que conlleva un aumento en la entropia de las
moléculas, adoptando diferentes configuraciones.

La susceptibilidad de una proteina a la desnaturalizacion depende de la tendencia a que
los agentes desnaturalizantes rompan las interacciones o enlaces que estabilizan las
estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas. Como estas estructuras

son distintas en las diferentes proteinas, los efectos de los agentes desnaturalizantes
varian segun de gue se trate (Fennema, 1993).

MODELO DE DESNATURALIZACION DE PROTEINAS

Proteina nativa Proteina desnaturalizada

Figura 5. Modelo de desnaturalizacion de proteinas
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Temperatura

Esta desnaturalizacion va muy frecuentemente acompafiada de un descenso de la
solubilidad de la proteina, debido a la exposicion de los grupos hidréfobos y a la
agregacion de las moléculas proteicas desplegadas y de un incremento en la capacidad
de absorcion de agua de las proteinas.

Tratamientos mecanicos

Los repetidos estiramientos modifican la red proteica, principalmente por disrupcion de
la a-hélice.

Irradiacion

Los efectos de las radiaciones electromagnéticas sobre las proteinas son variables,
dependiendo de la longitud de onda y de la energia. Las radiaciones ultravioletas son
absorbidas por los restos de aminoacidos aromaticos (Triptéfano, Tirosina y
fenilanalina), lo que puede provocar una modificacion conformacional y, si el nivel
energético es suficientemente elevado provocard la ruptura de enlaces cruzados
disulfuro, las radiaciones gamma y otras radiaciones ionizantes pueden producir
también cambios conformacionales junto con oxidacion de restos aminoacidos y ruptura
de enlaces covalentes.

Acidos y alcalis

Un cambio en el pH del ambiente natural o fisiologico de las proteinas puede acarrear
modificaciones importantes en su conformacion debido a cambios en la ionizacion de
las cadenas laterales cargadas porque se afecta el nimero de los puentes salinos que
estabilizan la estructura nativa. La desnaturalizacion alcalina implica la neutralizacion
de la carga positiva de las cadenas laterales de Lisina, Histidina y Argenina, una
desnaturalizacion acida implica la protonacion de cargas de Asparagenina, Glutamina;
ambos casos impiden la formacién de una interaccion electrostatica (Fennema 1993).

Los pH écidos y alcalinos favorecen el que las proteinas fijen aniones y cationes
respectivamente. Esto puede afectar a las propiedades funcionales y en particular a la
solubilidad. A pH apropiados, la presencia de iones polivalentes o de determinados
polielectrolitos aumenta la formacion de puentes idnicos entre moléculas proteicas. Los
Ca™" pueden reticular las proteinas por sus grupos carboxilo o fosfoseril a pH neutro o
alcalino (Cheftel, 1989).

Ademas en esos valores de pH los grupos ionizables que adquieren cargas negativas
traen como consecuencia una expansion de las moléculas causadas por repulsion
intramoleculares debido a sus cargas iguales (Badui, 2006).
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Interfaces

Las moléculas proteicas que se adsorben en las interfaces de agua y aire o agua y fases
solidas o liquidas no acuosas suelen quedar irreversiblemente desnaturalizadas.

La velocidad de adsorcion, que se detiene cuando la interfase se encuentra saturada
(unos 2 mg/m?) con proteina desnaturalizada (Pp) se ve controlada por la velocidad a
que se difunde hacia la interfase la proteina nativa (Py). Algunos investigadores han
sugerido, para interpretar este fendomeno, que las moléculas de agua pueden existir en
dos niveles energéticos:

a) Las situadas lejos de la interfase, que se encuentran en el nivel energético inferior, y
pueden interaccionar con las zonas polares e idnicas de las proteinas y con otras
moléculas de agua, y

b) Las situadas en la proximidad de la interfase, que se encuentran en un nivel
energético superior y reaccionan fundamentalmente con otras moléculas de agua.

La desnaturalizacion proteica comienza con la difusion de la macromolécula hacia la
interfase. En esta etapa, la proteina interacciona con las moléculas de agua de la
interfase, de alto nivel energético y se producen microdesplegamientos de la estructura.

En la siguiente etapa la proteina parcialmente desplegada se hidrata, se activa y se
inestabiliza (P"), ya que existen muchos grupos hidréfobos expuestos a la fase acuosa.
Los restos hidréfilos e hidréfobos intentan orientarse hacia sus respectivas fases, acuosa
y NO acuosa, a traves de nuevos desplegamientos y de la extension de la proteina en la
interfase. La proteina, asi adsorbida en la interfase, se desnaturaliza.

Algunas proteinas desprovistas de regiones fundamentalmente hidréfilas o hidréfobas, o
que poseen estructuras estabilizadas por puentes disulfuro, no se adsorben con facilidad
en la interfase (Fennema, 1993).

Cualquier sustancia tensoactiva tiende a acumularse en la interfase aire/agua o
aceite/agua formando peliculas monomoléculares que se denominan monocapas. Si la
concentracion del tensoactivo es elevada, estas peliculas son fuertemente condensadas.
El comportamiento de las moléculas de proteina en la interfase es diferente al de
moléculas simples y pequefias de otros surfactantes. Las sustancias de alto peso
molecular con actividad interfacial, como proteinas, pueden acumularse en la interfase
gracias a que presentan en su estructura cantidades significativas de grupos polares y no
polares (Dickinson, 1992; Damodaran, 1996). Sin embargo a altas concentraciones
pueden agregarse. Ello dependera de la solubilidad que presente la molécula, lo cual
estara en funcion de las interacciones existentes con el agua.
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Ademas dichas interacciones estaran influenciadas por el pH, fuerza ionica, temperatura
y composicion de la subfase acuosa. La habilidad de las moléculas de un tensoactivo en
evitar las interacciones directas entre los liquidos inmiscibles esta gobernada por el
empaquetamiento Optimo en la interfase, que dependera de la geometria molecular,
composicion de aminoécidos presentes en las cadenas laterales que son méas propensas a
la repulsion electrostatica.

Aspectos energéticos de la desnaturalizacién de proteinas

La termodindmica del proceso de desnaturalizacién es complicada. Se puede, sin
embargo, considerar en forma simplificada de la siguiente manera:

Proteina nativa (Pn) <—= Proteina desnaturalizada (Pp)

La constante de equilibrio es:

Kp = P.] (Ec.1)

Los parametros termodinamicos; AG®, AH®, AS° y ACp°® pueden obtenerse haciendo
uso de las ecuaciones habituales.

AGO:—RTInKD (ECZ)

_ o(InKy)
AH = R[—5(1/T) L (Ec.3)

Y de la ley de Van’t Hoff

S(INK,)  AH®

ACpO:(gAH )
ot Jp

:T(aAsoj
o Je
y

AS° =

AH® - AG® (Ec.5)
T
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El incremento de la entalpia que acompafia al desplegamiento de una proteina indica
que la forma nativa posee una energia libre menor que la desnaturalizada. EI incremento
de la entropia corresponde al desorden que acompafia al desplegamiento y el aumento
del ACp°® esta relacionado con la transferencia durante la desnaturalizacion de grupos
apolares alifaticos o aromaticos a un ambiente acuoso, con la consiguiente
desorganizacion de la estructura del agua (Fennema, 1993).

Caracteristicas de caseinato de sodio

El papel de la leche en la naturaleza consiste basicamente en nutrir y proporcionar
inmunologia al neonato (Maldonado, 2006). La composicién de la leche es
extremadamente compleja, contiene aproximadamente (NEM, 2001): 87.3 % de agua,
3.9 % de grasa lactea y 8.8 % de solidos no grasos. De estos ultimos: 3.25 % de
proteinas, 4.6 % de lactosa, 0.65 % de minerales, 0.18 % de acidos, enzimas y
vitaminas.

Las proteinas de la leche son de dos tipos, proteinas del suero lacteo y caseinas. Estas
ultimas constituyen mas del 80 por ciento de las proteinas totales de la leche. Son
proteinas flexibles que no presentan estructura cuaternaria (Dickinson, 2001). Las
caseinas de la leche se pueden subdividir basicamente en cinco tipos; caseinas o, s,

B,vyexk.

Composicion quimica

Todas las proteinas de la caseina son extremadamente flexibles y esencialmente
desplegadas debido a que tienen un caracter anfifilico que surge de una separacion entre
grupos hidréfobos y distintas regiones hidréfilas a lo largo de la cadena peptidica.
Debido a sus caracteristicas, las diferentes caseinas exhiben una fuerte tendencia a
asociarse a través de fuerzas hidrofdbicas e interacciones electrostaticas (Ruis, 2007)

Tienen un contenido de amino&cidos similar entre los distintos tipos, aunque la cisteina
solo esta presente en pequefias cantidades en las caseinas as; y k. Los residuos de
fosfoserina se encuentran en grupos y son responsables de la existencia de éareas
hidrofilicas de fuerte carga negativa. Las moléculas también contienen bloques de
residuos hidrofébicos. La caseina [ contiene la mayoria de los componentes
hidrofobicos y forman agregados con el grupo terminal hidrofilico N-terminal expuesto
al solvente y la parte hidrofdbica hacia el interior (Stryer, 1998).
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Tabla 2.- Las caseinas y caracteristicas quimicas (Ruis, 2007).

Fraccion Porcentaje  Peso molecular Residuos Punto Estructura
presente en fosforina isoeléctrico
el caseinato
Alfa g 38.5 23000 7-9 493 a hélice y B
plegada
Alfag, 6 25000 10-13 5.34 a hélice y B
plegada,
puentes
disulfuro
Beta 35.8 24000 5 5.24 a hélice y B
plegada
Gamma 7 11600-20500 061 5.24 a hélice y B
plegada
Kappa 12.7 1980 1 5.76 a hélice y B
plegada,
puentes
disulfuro

Estructura quimica

Recientemente, investigadores de la (USDA) Eastern Research Center of Philadelphia
Reagional han estudiado las caseinas mediante espectroscopia de rayos x. Ellos han sido
capaces de hacer estimaciones de la cantidad de estructura secundaria en las diversas
caseinas.

Estos investigadores describen la estructura como un corto segmento hidréfilo de la
derecha de la molécula conectado a un hidrofobo B-plegada en esta region.

Este estd conectado a la regidn que contiene los grupos fosfato que esta conectado a un
corto tramo de a-helicoidal del segmento. Este estd conectado a la muy hidréfoba
carboxi-terminal de dominio que contiene cadenas B extendidas. Este modo sugiere que
una o —caseina contiene aproximadamente 15 por ciento de alfa estructura helicoidal, 22
por ciento de estructura beta, giros 45 por ciento y 18 por ciento que no se puede
especificar. Esta es probablemente una aproximacién razonable de la conformacion de
la molécula en solucién y es razonablemente de acuerdo con las estimaciones hechas
por otros métodos.

[16]



Determinacién de pardmetros termodindmicos y cinéticos de tres proteinas adsorbidas en la interfase
(liquido-liquido)

Figura 7. Estructura de k-caseina (Dairy Chemistry and Physics)

En la conformacion k-caseina, estos cientificos describen esta estructura como “caballo
y piloto”. La seccion del terminal amino de la molécula constituye el "caballo” y la
seccion Carbano-terminal el "piloto”. Las dos patas del caballo se componen de [-
estructura. Esto sugiere que el modo de k-caseina contiene aproximadamente 16 por
cieto de alfa estructura helicoidal, 27 por ciento de estructura beta, giros 37 por ciento y
20 por ciento que no se puede especificar. La seccion de las “patas” son hidréfobos y
los autores han postulado que esa puede ser el area de la interaccidn con otras caseinas
(Se encuentra en: Base de datos de proteinas).
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Obtencion del caseinato de sodio

Los caseinatos pueden obtenerse a partir de la cuajada fresca de caseina acida o a partir
de la cuajada fresca de caseina acida desecada, mediante la reaccion en medio acuoso
con uno o varios alcalis diluidos. La solucién de caseinato que se obtiene se deshidrata
hasta que queda una humedad del 3- 8 por ciento.

El caseinato de sodio que se empled para este estudio contenia 92 por ciento de
proteina, 6 por ciento de agua, 0.3 por ciento de lactosa, 0.45 por ciento de minerales y
1.25 por ciento de grasa de acuerdo con la ficha técnica brindada por LACTOPROT
Mexico S. de R.L. de C.V.

Material de partida

A4

L, 63 °C
Pasteurizacion
30 min

A\ 4

H,SO, > Ajuste pH 4.5-5
Y

Filtracidn/centrifugacion
\ 4
Lavado

v

NaOH2.5M » Neutralizacidon

Envasado

Figura 8. Diagrama de proceso para la obtencion de caseinato de sodio (Vega, 2006).

La neutralizacion de los precipitados de caseina é&cida y lactica insoluble,
transformandolas en sales de sodio, potasio, amonio o calcio permite obtener un
producto soluble m&s comdnmente denominado caseinato. En forma de subunidades
monomeéricas o en forma de agregados, los caseinatos pueden migrar rapidamente a la
interfase aceite-agua de las emulsiones o de las espumas y estabilizarlas contra la
coalescencia o el hundimiento. Los caseinatos muestran igualmente buenas propiedades
emulsificantes cualquiera que sea el pH y la fuerza i6nica, con un maximo de pH 10.4
(Linden, 1996).
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El caseinato de sodio® es utilizado corrientemente en los productos alimentarios por su
solubilidad, su absorcion de agua, su estabilidad al calor, sus propiedades tensoactivas
(emulsificacion, formacién de espuma) debidas a su conformacién, asi como por su
viscosidad que puede generar.

Antecedentes de uso en la industria alimentaria.

El caseinato de sodio es unos de los ingredientes mas versatiles en la industria lactea
debido a su buena solubilidad (dependiendo del pH, temperatura, etcétera), naturaleza
surfactante, resistencia al calor y capacidad de retencion de agua. Es frecuentemente
usado como agente estabilizante en emulsiones tales como: mezclas para helado,
substitutos de crema para café, cremas al licor y cremas batidas. Como ejemplo, el
helado es una espuma congelada que es estabilizada por un par de mecanismos
simultaneos: la formacion de hielo y subsiguiente concentracion de los solutos en la fase
no-congelada (en especial la proteina) y la desestabilizacion de la grasa debido al batido
e incorporacion de aire. El segundo mecanismo estd directamente ligado a la
incorporacion de polisorbatos y/o mono y diglicéridos los cuales desplazan a la proteina
de la superficie de la superficie del glébulo graso y crean una muy delgada membrana
alrededor del mismo que es extremadamente sensible a la accion mecéanica, lo que
permite que a medida que el aire es incorporado, los glébulos de grasa parcialmente
coalescan y crean una especie de collar de perlas alrededor de las burbujas de aire para
estabilizarlas. Si el surfactante no desplaza a la proteina, dicha estructura no puede ser
creada y el helado seré de baja calidad lo que se manifestard en encogimiento durante el
almacenado y muy rapido derretimiento (independientemente del contenido de gomas
en la formulacion) (Vega, 2006).

El caseinato de sodio es muy resistente a ser desplazado por otros surfactantes. (Wilde,
2004). Debido a la tolerancia al alcohol, caseinato de sodio es un emulsificante para
estabilizar licores en crema.

2- La caseina es una proteina de la leche del tipo fosfoproteina que se separa de la leche por acidificacion y forma una
masa blanca. Las fosfoproteinas son un grupo de proteinas que estan quimicamente unidas a una sustancia que
contiene &cido fosforico, por lo tanto su molécula contiene un elemento fdsforo. La caseina representa cerca del 77 al
82 por ciento de las proteinas presentes en la leche y el 2.7 por ciento en la composicion de la leche liquida. Cuando
coagula con renina, es llamada paracaseina, y cuando coagula a través de la reduccion del pH es llamada caseina
acida. Cuando no esta coagulada se le llama caseindgeno. La caseina es un sélido blanco-amarillento, sin sabor ni
olor, insoluble en agua. Se dispersa bien en un medio alcalino, como una solucién acuosa de hidréxido de sodio:
NaOH, formando caseinatos de sodio (Ruis, 2007).
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Caracteristicas de suero lacteo

Durante el proceso de elaboracion de los quesos, el remanente era vertido en el sistema
de drenaje, vislumbrandose modificaciones drasticas en el medio ambiente, se ha
investigado y sugerido maximizar la utilidad del suero lacteo modificando su
funcionalidad y aprovechar la versatilidad de esta proteina ya que es usado como
sustrato para fermentaciones industriales o destinada a alimentacion animal, por
diferentes técnicas (membranas de ultrafiltracion, secado spray, nanofiltracion) se
obtienen sueros en polvo por medio de secado spray; concentrados de proteinas y
aislados de proteina. Estos productos encuentran gran aplicacion en la industria de los
alimentos. Este suero es rico en proteinas especialmente lactoalbuminas y
lactoglobulinas.

Composicion quimica

La lactosa es el componente mayoritario del suero lacteo después del agua, azucar Unico
en la leche de los mamiferos, azucar indispensable en los primeros estados de la vida.
Es un disacérido, formado por glucosa y galactosa. La galactosa es esencial para el
desarrollo del sistema nervioso; la glandula mamaria la sintetiza a partir de la glucosa
sanguinea en el ser humano, y a partir de los acidos volatiles en los rumiantes. Se
presenta bajo las formas alfa y beta, en un perfecto equilibrio estereoquimétrico y en la
proporcion de un 37 por ciento para la forma alfa y en un 63 por ciento en la forma beta
(Caric, 2010).

El &cido lactico en su utilizacion de &cidos organicos en raciones de lechones es una
practica profilactica para evitar las diarreas por entero-bacterias. Si se produce una
acidificacion del aparato digestivo, tendrd como consecuencia el freno de la poblacién
de entero-bacterias, con un aumento espectacular de los lacto-bacilos. Si esta
acidificacion procede de la presencia de acido lactico es mas favorable que si la
acidificacion procede de la presencia de acidos inorganicos (acido clorhidrico), que dan
lugar a sales no siempre deseables, como son los cloruros. La concentracion de acido
lactico en los sueros lacteos es del 1-2 %, en 100 gramos de extracto seco. El valor
nutritivo es de 3.500 calorias de energia metabolizable por kilogramo (Caric, 2010).

El contenido en minerales del lactosuero que es relativamente elevado en relacién al
extracto seco. El lactosuero contiene la mayor parte de las vitaminas hidrosolubles
presentes en la leche; es particularmente rico en riboflavina, acido pantoténico y
piridoxina (Linden, 1994).

Si todas las fracciones, anteriormente consideradas y someramente descritas, tienen un

valor importante dentro de la nutricion, todavia cobra mayor importancia cuando se
hace referencia a esta fraccion que queda por analizar.
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Estructura quimica

Las proteinas del suero lacteo estan compuestas por un 50 por ciento aproximadamente
de B-lactoglobulina, un 30 % de a-lactoalbimina, un 10 por ciento de globulina y un 10
por ciento de proteosas-peptonas en las que se engloban lactoferritinas (proteina roja),
glicoproteinas y enzimas; nucleasas, lactoperoxidasas, xantina oxidasa, lipasa estearasa,
amilasa, fosfatasas &cidas y alcalinas, lisozima, aldolasa, catalasa, inhibidor de la
tripsina, lactosa sintetasa, ceruloplasmina, sulfidriloxidasa y otras (Camino, 2010).

La B-lactoglobulina es el componente dominante entre las proteinas del concentrado de
suero lacteo y tiende a gobernar sus propiedades funcionales (Mulvihill & Donovan,
1987; Apenten Khokhar y Galani, 2002). El poliformismo genético es una caracteristica
de la B-lactoglobulina, pudiéndose identificar siete variantes denominadas A, B, C, D,
E, F y G, siendo las mayoritarias las formas A y B (Eigel y col, 1984). Todas las
variantes de la B-lactoglobulina poseen 162 residuos de aminoacidos, sin embargo cada
variante puede diferir en una a tres posiciones de los residuos, causadas por mutaciones
en el codigo genético de la proteina.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la B-lactoglobulina (Morr y col, 1993)

Propiedad B-lactoglobulina (-19)

Peso 18000
molecular(Daltons)
Estructura Ramificada
Punto isoeléctrico 5.2
Hidrofobicidad 1075
promedio
(Kcal/residuo)
Residuos apolares/mol 54
Residuos cisteina/mol 5
Residuos disulfuro/mol 2
Residuos 2
sulfihidrilo/mol
Residuos lisina/mol 15
Residuos acido 16
glutamico/mol
Residuos acido 10
aspartico/mol

En la tabla anterior se muestran las caracteristicas quimicas de la fraccién proteica que
constituye el suero lacteo (B-lactoglobulina), observando que poseen en mayores
proporciones aminoacidos con caracter apolar, factor determinante en la adsorcion en
una superficie.
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Estructura de la B-lactoglobulina

Una reciente comparacion de las secuencias de aminoacidos en la familia de la B-
lactoglobulina ha revelado un promedio de homologia en 33 aminoéacidos lo que indica
que esos residuos son decisivos en la estructura y conformacion de la proteina. EI méas
alto grado de homologia entre las proteinas ocurre en la region amino- terminal de cada
molécula de proteina, siendo consistente las posiciones de las uniones disulfuro
formadas entre Cis160-Cis 66 y Cis119-Cis106 y un grupo tiol en Cis121.

Se describe la estructura secundaria de la B-lg como monomero esférico (diametro
aproximado 36 A) (Verheul y col, 1999) y conteniendo una region de estructura plana p.
Se ha reportado que la molécula contiene un 10-15 por ciento de estructura a-hélice, 43
por ciento de regiones planas 3 y un 47 por ciento de estructura desordenada (Timasheff
y col, 1966).

Figura 9. Estructura terciaria del monémero de B-lactoglobulina. Las flechas indican las zonas
planas B, nominadas con letras A-1. También se indica la ubicacion de las uniones disulfuro y el
grupo tiol libre ( Philips y col, 1994).
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Obtencion de concentrados de suero lacteo

Suero lacteo sin proceso

Tratamiento térmico

Clarificacion —» Nata del suero lacteo
Concentracion
v \4
L Secado . o
Cristalizacion de lactosa Desmineralizacion

A

Secado
Figura 10. Diagrama de proceso para la obtencion de lactosa, suero lacteo y suero lacteo
desmineralizado (Morr, 1993).

El suero lacteo presentd: 79.6 por ciento de proteina, 6.8 por ciento de agua, 5.3 por
ciento de grasa y minerales 3.1y sélidos solubles 5.2 por ciento de acuerdo a la ficha
técnica de LACTOPROT México S. de R.L. de C.V.

Antecedentes de uso en la industria alimentaria.

Los sueros y concentrados de proteinas de suero lacteo tienen muchas aplicaciones de
valor funcional como ingrediente alimentario. Pueden modificar algunos o todas las
propiedades de los alimentos: organolépticas, de hidratacion, surfactantes, estructurales,
de textura y reoldgicas resultando una mejora en la aceptacion por el consumidor del
producto acabado. Las proteinas de suero ofrecen un amplio abanico de potenciales
aplicaciones. Un numero importante de factores influyen en la funcionalidad de las
proteinas de suero e incluyen la fuente de suero, el contenido de proteina, el tratamiento
de calor aplicado al suero o al retenido durante la manufactura y el contenido en lipidos
y sales.

Las proteinas de suero lacteo poseen la capacidad de ligar agua, por ejemplo esta agua
mantenida en un gel tridimensional puede reducir los costos en la produccion de
alimentos y mejorar la percepcién sensorial, la capacidad de ligar agua es importante
cuando se usan proteinas de suero para productos viscosos como bebidas, sopas,
salchichas y flanes. La capacidad de retener agua de las proteinas y sus consecuencias:
hinchazon, gelificacion y viscosidad son los mayores determinantes de la textura en
muchos alimentos como queso, yogurt y productos ligeros en grasa. Dependiendo de su
estado, las proteinas contribuyen a obtener la viscosidad deseada en sopas, salsas para
ensaladas, rebozados. La formacion de emulsiones, generalmente aceite en agua, es un
proceso dindmico y enérgico en el cual se crea una interfase aceite-agua. Esa interfase
estd protegida por la adsorcion de surfactantes y puede perderse por re-coalescencia
cuando las gotas de grasa no estan protegidas por surfactantes. La re-coalescencia es un
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fendmeno importante en las emulsiones estabilizadas con proteinas debido al lento
desarrollo de la pelicula de proteina en las gotas de grasa de la nueva emulsion. Las
proteinas de suero lacteo pueden actuar rapidamente sobre las interfaces aceite-agua y
estabilizar las emulsiones, pueden aumentarse con la desnaturalizacion controlada de la
proteina.

En particular la difusion y desplegado de la nueva interfase aceite-agua va aumentando
la estabilizacion de las gotas de emulsion. El desplegado de las proteinas de suero
expone a los residuos hidrofobos de los aminoécidos y facilita la habilidad de la
proteina de orientarse en la interfase aceite-agua (Villalta y Monferrer, 2001).

En teoria, si se alteran las estructuras de la proteina, seria posible crear un impacto en la
percepcion del sabor, de tal forma que se puedan elaborar alimentos modificados, tales
como productos bajos en grasa que sean comparables a productos similares con grasa.

Es decir, si se manipula la estructura de la gelatinizacion se afectarian las condiciones
fisicas que afecten la retencién o liberacion del sabor. También se esta investigando la
habilidad que las proteinas derivadas del suero pueden tener para estabilizar los
alimentos congelados. La teoria es que debido a la forma en que las proteinas derivadas
del suero estructuran el agua, es factible de alguna manera alterar la estructura del agua
en postres lacteos congelados, retardando el crecimiento de los cristales de hielo. En el
proceso de investigacion se encontrd que el impacto de las proteinas en el tamafio de los
cristales de hielo, depende del tipo de proteina, y que las proteinas no retardaron el
crecimiento de los cristales de hielo, pero los produjeron de menor tamaiio inicial. Por
lo que se esta investigando la relacion entre el crecimiento de los cristales de hielo y la
influencia de varias fracciones de suero y tipos de azucar.

La proteina de suero lacteo mejora la estructura cremosa y el sabor a leche en yogurt,
leche recombinada y en otras aplicaciones lacteas. Usando concentrados de proteina de
suero en combinacién con otros ingredientes lacteos, se obtiene una palatabilidad y una
cremosidad excelente en el yogurt final, de igual forma reduce la sinéresis y en
productos recombinados se usa proteina de suero lacteo debido a su alto valor nutritivo
y a su alto contenido en proteina (Gunasekaran y col., 2006).

En espumas vegetales o crema chantilly la proteina de suero lacteo mejora el volumen y
también la textura de la espuma, ademas funciona como estabilizante en sistemas de tres
fases, especialmente en toppings con un bajo valor de pH.

Caracteristicas de proteina de soya hidroliza

La soya Glycinemax, es una importante semilla perteneciente a la familia de las
leguminosas, existen tres especies principales: Glicyneussuriensis- en estado natural,
Glycinemax- cultivada y Glycinegracilis-intermedi. Siendo Glycinemax la maés
desarrollada en el todo el mundo (Salunkhe, 1992).
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La soya contiene pequefias cantidades de péptidos y aminoacidos con dimensiones
moleculares variables, lo cual puede deberse al residuo de una sintesis proteica
incompleta o a la posibilidad de una degradacién proteica. El contenido de lipidos de la
soya y la composicién de sus &cidos grasos es influenciado por genética asi como
también por factores ambientales (Salunkhe, 1992).

Composicion quimica

Tabla 4. Composicion promedio de las partes de la soya (Salunkhe, 1992)

Constituyente  Semilla entera Cotiledones Hipocotiledones
(%) (%) (%)

Soya americana
Proteina cruda 40.4 43.4 40.8 9.0
Grasa cruda 22.3 24.3 12 0.9
N-libre + fibra 31.9 27.4 42.7 86.2
Cenizas 4.9 5.0 4.5 4.0
Soya Japonesa
Proteina cruda 39.2 41.7 40.7 8.6
Grasa cruda 18.4 20.0 11.2 1.3
N-libre + fibra 37.4 33.3 44.0 86.6
Cenizas 5.0 5.0 4.2 4.5

Tabla 5. Contenido de aminoécidos del concentrado de soya (Salunkhe, 1992)

Aminoéacidos Contenido (g/16 g
Nitrégeno)

Lisina 6.4
Metionina 1.1
Cistina 1.4
Triptofano 14
Isoleucina 4.6
Leucina 7.8
Fenilalanina 5.0
Valina 4.6
Arginina 7.3
Histidina 2.6
Tirosina 3.8
Serina 5.5
Acido glutamico 11.8
Glicina 4.3
Alanina 4.3
Prolina 5.5
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Las proteinas de soya y de otras oleaginosas son una mezcla heterogénea de globulinas
(60 a 75 por ciento del total) y de albuminas, con pesos moleculares muy variados,
solubles en disoluciones salinas y en agua, y precipitan en su punto isoeléctrico en el
intervalo de 4.2 a 4.8. Estos polimeros se caracterizan por tener una estructura
cuaternaria muy compleja que se disocia en subunidades cuando se tratan con &cidos,
alcalis y otros agentes quimicos (Badui, 2006).

Tabla 6. Caracteristicas de las proteinas de la soya (Salunkhe, 1992)

Fraccion Total (%) Punto Isoeléctrico Peso molecular
2S 22 4.5
Inhibidores de
tripsina 8000- 21500
Citocromo C 12000
Globulina2.3S 18200
Globulina 2.8 S 32000
Alantoinasa 50000
7S 36
Hemaglutinina 6.1 11000
Lipoxigenasa 54 10800
B-Amilasa 5.8 61700
Globulina 7S (186-210) X 10°
11S 31 4.8 350000
Globulina11 S
158 11 4.8 600000

Estructura quimica

La fraccidon 2S estd compuesta por polimeros de peso molecular bajo, solubles en su
punto isoeléctrico y contiene inhibidores de tripsina de Bowman y de Kunitz.

La fraccion 7S estd basicamente integrada por cuatro proteinas, dos de las cuales son
enzimas (B-amilasa y lipoxigenasa), una es hemaglutinina y la otra, la globulina 7S.
Esta dltima, la mas abundante, es baja en metionina, contiene hidratos de carbono y
presenta nueve grupos amino terminales: dos serinas, acido aspartico y glutamico,
alanina, glicina, valina, leucina y tirosina, lo que indica que su estructura cuaternaria
consta de nueve cadenas polipeptidicas que integran un complejo altamente organizado;
a un pH de 7.6 y una fuerza ionica de 0.5, tiene un peso molecular de 186000 a 210000
daltons mientras que a una fuerza idnica de 0.1, la proteina se disocia y alcanza un peso
molecular de 37000 daltons.

La globulina 7S de soya posee tres fracciones con diferentes propiedades fisicoquimicas
designadas: - Conglicinina, y- conglicinina y la basica 7S globulina. La - conglicinina
es la mas prevaleciente de esas tres fracciones constituyendo 30-50 por ciento total de
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proteina del grano. Tiene un peso molecular 150-200 kDa y tiene sub unidades a’ (72
KDa), a (68 kDa) y B (52 kDa). La B- Conglicinina es una glicoproteina. Thanh y
Shibasaki analizaron que contienen carbohidratos como sub unidades y propusieron que
las sub unidades o y o’ contienen dos fracciones de carbohidratos. Yamauchi analiz6 la
secuencia de aminoacidos de los glicopéptidos: Asn, Gly, Thr y Asn-Ala Thr
(Damodaran y Paraf, 1997).

En la fraccion 11S sélo se ha encontrado un tipo de proteina llamada globulina 11 S o
glicinina, de alto peso molecular y que de manera individual es el polipéptido mas
abundante en la soya, pues esto representa el 31 por ciento del total. Al ponerse en una
disolucién con un pH de 7.6 y una fuerza ionica de 0.5 se demuestra su estructura
cuaternaria compleja integrada por doce aminoacidos terminales: ocho glicinas, dos
fenilalaninas y dos leucinas o dos isoleucinas. Parece ser un dimero de dos monémeros
iguales, los que a su vez estan constituidos por seis subunidades o verdaderos
mondmeros cada uno de éstos, algunos tienen puntos isoeléctricos en el lado acido y
otros en el alcalino. Los pesos moleculares de las subunidades son de 37200 y 22300
daltons para las acidas y las béasicas, respectivamente. Las propiedades funcionales de
esta fraccion, a su vez tienen una gran influencia en las propiedades funcionales de los
derivados comerciales de la soya (Badui, 2005).

Por su parte, la 15S no se ha estudiado tanto como las anteriores, pero se supone que
puede ser un polimero de la 11S; esta es la fraccion de mayor peso molecular (Badui,
2006).

Figura 11. Estructura cuaternaria de la proteina de soya (Dairy Chemistry and Physics)
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Obtencion de proteina de soya

Los concentrados de soya son productos mas refinados que las harinas y contienen un
minimo de 65 por ciento de proteina; en su manufactura se elimina la mitad de los
hidratos de carbono de las harinas, ademas de otros componentes de menos importancia.
Los aislados son la forma comercial mas purificada de las proteinas de soya, ya que
contienen 90 por ciento o mas de ellas; se logra eliminando de los concentrados los
polisacéridos, los oligosacaridos residuales y algunos otros componentes. El proceso de
aislamiento se basa en las diferencias de solubilidad de las fracciones globulinicas con
respecto al pH; para su obtencion se parte de harinas desgrasadas que han recibido un
tratamiento térmico, y la extraccion se efectla con una disolucién acuosa de hidréxido
de sodio a 60 °C y pH 9-11, el residuo insoluble contiene principalmente polisacaridos
que se eliminan por centrifugacion. El extracto se acidifica a pH 4.5, lo que hace
precipitar la mayor parte de la proteina en forma de crema, que se separa del suero
(fraccion soluble) por centrifugacion; posteriormente se lava y se neutraliza con
hidréxido de sodio para resolubilizarla, y por Gltimo, se seca por aspersion, asi se
obtiene un proteinato de sodio que es mas soluble en agua que la proteina en su punto
isoeléctrico. Los aislados todavia contienen ciertos compuestos de bajo peso molecular
como saponinas, fosfolipidos, isoflavonas y algunos glucésidos (Badui, 2006).

Antecedentes de uso en la industria alimentaria.

La soya es una excelente fuente de proteinas. Una variacion significativa en el
contenido de proteina existe de un cultivo a otro. El contenido de proteina esta en un
rango de 35 a 44 por ciento. Hay una consideracion negativa entre el contenido de
proteina y el rendimiento de la semilla. También existe una relacién inversa entre el
contenido de proteina y el contenido de aceite (Salunkhe, 1992). La mayoria de las
proteinas en la soya son de alto peso molecular, cerca de un 80 por ciento de las
proteinas tienen pesos moleculares de 100,000 6 mas Daltons. Las proteinas de soya son
a menudo afadidas a los alimentos en bajos niveles para utilizar sus propiedades
funcionales tales como emulsificacion, absorcion de agua y adhesividad que impartan
caracteristicas deseables al alimento. A estos niveles, su contribucion nutricional es
menor. A niveles méas altos, estas proteinas son una importante fuente de proteina y
contribuyen con los efectos funcionales deseados.

Por problemas de disponibilidad de alimentos de origen animal y por razones de salud,
en los ultimos afos han surgido diversas tecnologias que permiten la incorporacion de
proteinas vegetales, hasta llegar a la total substitucion de las de carne, huevo y leche.
Las propiedades funcionales incluyen su capacidad como emulsionante, espesante,
hidrantante, gelificante, espumante, formador de peliculas, promotor de viscosidad,
termoplasticos, etcétera. Se emplean ampliamente en la elaboracién de diversos
derivados carnicos (salchichas, mortadelas, albondigas, hamburguesas entre otros), ya
que contribuyen a formar emulsiones estables, pues cuando gelifican producen una
estructura firme; en la panificacion (pasteles, galletas, donas, harinas preparadas,
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etcétera) y en pastas tipo macarrones, en la industria lactea (sustitutos de leche de vaca,
quesos procesados Y frescos, etcétera); en sustitutos de leche humana; en complementos
alimenticios, en dulces y confiteria, en liquidos viscosos (cremas, sopas, graviers),
debido a que producen espumas estables se usan como sustituto de clara de huevo en
helados y merengues (Badui, 2006). Las proteinas de soya refuerzan las peliculas en la
interfase aceite-agua, asi pues limitan la coalescencia de los globulos grasos y la rotura
de las emulsiones. Esta propiedad de estabilizacion asociada a las propiedades de
gelificacion de las proteinas es ventajosa para los productos basados en una emulsion
que deban sufrir una coccion o una esterilizacion (salsas, cremas, rellenos, etcétera)
(Linden y Lorient, 1994).

Conceptos fundamentales del comportamiento interfacial de
proteinas

Se le llama fase a cada una de las partes homogéneas que componen un sistema
heterogéneo. Por lo tanto, una solucion pura se puede considerar como homogénea de
una fase del sistema, mientras tanto una dispersion de particulas como la leche, es un
sistema de multiples fases heterogéneas. La dispersion es un sistema constituido por
particulas discretas situadas en el seno de una fase fluida continua (Fennema, 1993).

La interfase es la region entre dos fases diferentes y se compone de moléculas de los
dos. Si estas fases son inmiscibles y la interfase se puede aproximar a un espacio
bidimensional de la interfaz, término que se emplea en su lugar. La Interfaz se refiere a
la region estrecha a través del cual las propiedades de una fase estdn cambiando
continuamente en la otra fase. Con el fin de aplicar el formalismo termodindmico a
estos sistemas hay diferentes modelos, pero uno de los mas empleados es deteniéndose
especialmente en la interfaz como una superficie de Gibbs. Una superficie de Gibbs es
la superficie geométrica con cero espesor, que mantiene la forma de la interfase y se
coloca en la zona de la interfaz donde las densidades de las dos fases es igual (Tejera,
2008).

El estudio del comportamiento de solutos con actividad superficial (descenso de la
tension superficial del disolvente) o tensoactivos, permite conocer la relacion entre las
propiedades de la superficie y las propiedades del disolvente. La ecuacion de adsorcion
de Gibbs es la expresion termodinamica fundamental en el estudio de tensoactivos, que
cuantifica la adsorcion o concentracion de solutos en la superficie de contacto entre
fases (interfase liquido/gas o liquido/liquido), mediante la variacion de la tensién
superficial con respecto a la concentracién de soluto (Novelo y Tejera, 2003). La
intensidad de las fuerzas atractivas varia con el disolvente y los solutos presentes, la
especie molecular que sea la menos atraida hacia el centro de la solucion serd menos
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eliminada que las otras de la superficie y se encontrara preferencialmente adsorbida en
la interfase (Linden, 2003).

En el seno de una solucién, las moléculas estan rodeadas de otras de su misma especie,
y las fuerzas de interaccion entre éstas son iguales en todas las orientaciones (Castellan,
1998). Sin embargo, las moléculas en la superficie del liquido (o en una interfase entre
dos liquidos inmiscibles) estan sujetas a una fuerza neta, porque las fuerzas de atraccion
ejercidas por las moléculas en el seno de la solucion son diferentes a las ejercidas por
las de la fase vapor (o la otra fase liquida). El desbalance de fuerzas se traduce en una
energia libre de interface (o superficie) o energia libre de Gibbs (Malmsten, 2003).

Como la energia libre de las moléculas en la interfase es mayor que en el seno de la
solucion, el liquido tiende a contraerse para minimizar la superficie expuesta. Una
expansion de dicha superficie (AA) de contacto requiere de un trabajo proporcional a
dicha expansion (w) segun:

W= 7AA (Ec.6)
Donde: vy es la tension superficial si la interfase es aire — liquido o la tension interfacial
para interfases liquido/liquido y tiene unidades de [fuerza]/[longitud] (ejemplo:

Dinas/cm). Cuanto menor sea y, menor es el trabajo necesario para aumentar la
superficie (Malmsten, 2003).

Debido a su naturaleza anfifilica, las proteinas pueden concentrarse en la superficie
formando peliculas mono o multimoleculares disminuyendo la tension superficial y
generando una presion superficial (m), que se define como yo-y donde yo € v son la
tension superficial del solvente y la solucidn respectivamente. Aunque en algunos casos
dicha expresion proporciona una estimacién razonablemente buena, la evidencia
experimental de la ecuacion no esta demostrada y por el contrario son numerosas las
desviaciones de la misma (Maldonado, 2006). La evaluacion de estas fuerzas en
términos fundamentales resulta sumamente complicada y en su lugar, se estima el valor
de la tension interfacial a partir de los valores de las tensiones superficiales de los
liquidos puros.

Y12=Y1+Y2-W12 (Ec.7)
Donde v1, v, son las tensiones de los liquidos puros y Wi, es un término de trabajo que
depende del grado de interacciones heteromoléculares en la interfaz entre las moléculas
de tipo uno y dos. En esta ecuacion se observa como la tension interfacial es tanto
mayor, cuanto menor sea la interaccion entre las moléculas de las fases adyacentes.
Existen muchos modelos en la bibliografia en los que teniendo en cuenta diversos tipos
de interacciones, se obtienen expresiones para W2, asi como estudios experimentales en
los que se trata de buscar una tendencia en las tensiones interfaciales de liquidos de una
misma familia como los alcanos (Maldonado, 2006); pero hasta ahora, no se ha
encontrado una ecuacion de estado sencilla entre las tensiones interfaciales de un
sistema binario liquido-liquido (Israelachvili, 1991).
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Figura 12. Fuerzas de interaccion entre moléculas en el seno de la solucién y en la
interfase.

Tension superficial: 1soterma de Gibbs (Castellan, 1998, Maldonado,
2006 y Malmsten, 2003).

Para dos componentes, la ecuacion de Gibbs-Duhem con contribucién de la energia
superficial, puede escribirse de la forma siguiente:

dG =VdP — SdT + ydA + gdn, + u,dn, (Ec.8)
dG = ydA+ s4dn, + w,dn, }, . =cte (Ec.9)
0= Ady +n,dg, +n,du, (Ec.10)
0= Ady +n;du, (Ec.11)

Representando el exceso de moles del componente dos que se acumula en la superficie:

ns d
¥ =—2=—ﬁ (Ec.12)
2

En este momento se define una nueva cantidad, I';, (moles/cm?) que corresponde a la
concentracion de superficie de las especies participantes en el proceso de adsorcion o

- - n.
concentracion superficial del soluto. T = XI

El inverso de esta cantidad es el 4rea superficial “A” (cm?*/mol)

d, = RTInc, se transforma en: (Ec.13)
r,=-14 ar (Ec.14)
RT dinc, '

Ecuacion que recibe el nombre de isoterma de adsorcion de Gibbs.

Puede verse que en virtud del comportamiento de la tension superficial de la disolucion
de una sustancia frente a la concentracion, el soluto puede clasificarse como tensoactivo
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cuando la tensién superficial disminuye, lo cual se produce por la acumulaciéon de un
exceso de soluto (I';) en la superficie, y no como un activo superficialmente, cuando se
presente un comportamiento contrario. Cuando la concentracion no es demasiado
elevada, la tensién superficial de disoluciones de agentes tensioactivos puede expresarse
mediante una relacion lineal del tipo:

¥ =7,Bc,
Donde el parametro B representa la pendiente, es decir; B = d% c
2

En estos casos, la ecuacion catorce puede escribirse de la forma siguiente:
7o —v =I,RT
Asimilando el descenso en la tension interfacial de la dispersion a una presién
S

superficial, 7 =y, —y (Ec. 18) y teniendo en cuenta que I, = rk (Ec. 19), la ecuacion

catorce pone de manifiesto que el comportamiento de las moléculas del tensoactivo en
la superficie de la disolucion equivale al de un gas ideal bidimensional, con ecuacion de
estado:

7A =nSRT

Medicidn de tension superficial

Existen numerosos métodos de medicion de la tension superficial, los cuales se
clasifican de acuerdo al principio que usan:

=  Meétodos basados sobre la medicién de una fuerza.
Método de la placa (Whihelmy)
Método del anillo (DuNoly)

Métodos basados sobre la medicion de una presion.
Ascenso capilar
Presion de burbuja

Métodos basados sobre una propiedad geométrica.
Gota pendiente
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Gota colocada

Gota giratoria

Extensiones del método de la gota giratoria
Método del volumen de gota

En el presente trabajo se hicieron las mediciones de la tensidn superficial mediante un
tensiometro de anillo Fisher Scientific Surface Tensionar *21, por lo que se explica el
fundamento y funcionamiento del dispositivo en el anexo uno, para el lector interesado
en los otros métodos de medicion ver la referencia Salager y Santon, 2005.

Se sabe que la tension es una fuerza por unidad de longitud de linea de contacto
trifasico. Tal método se aplica por tanto al caso en que hay tres fases: un fluido (gas o
liquido), un liquido y un solido. La tension superficial o interfacial entre los dos fluidos
se mide como una fuerza aplicada sobre una cierta longitud de la linea de contacto

trifasico. ]
Sélido

\

Liquido 1 \ Tension
1

Liquido 2

Figura 13.- Linea de contacto trifésico.

El tensiometro de DuNoly emplea un anillo torico suspendido horizontalmente, en
forma perfectamente paralela con la superficie o interfase. El anillo tiene un radio (R) y
esta hecho con un alambre de radio (r), resultando en un perimetro total de L = 4nR.
Notese que este perimetro es una aproximacion, ya que no toma en cuenta la posicion
exacta de la linea de contacto trifasico respecto al anillo. En todo caso es valido si r<<R.

Para medir la tension superficial, se procede mojando (completamente) el anillo y luego
levantarlo hasta el arranque.

Figura 14. Geometria de anillo de DuNoly

El anillo esta fabricado en una aleacién de platino con iridio. Las dimensiones tipicas
son radio del toro R=9.545 mm, radio del alambre r= 0.185 mm, la longitud de la linea
de contacto L= 120 mm. Desde el punto de vista practico, mientras mas grande (R) y
mas pequefio (r), mejor la precision; sin embargo méas grande (R), mas dificil asegurar la
posicion perfectamente horizontal y mayor el volumen de liquido requerido. Nétese sin
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embargo que se puede usar un recipiente de tipo anular para reducir la cantidad de
liquido requerido (Salager y Santon, 2005).

Cuando se forma una pelicula en la superficie de un liquido, por ejemplo, del agua con
la parte polar, (-COOH 6 —OH) orientada hacia el agua y la cola hacia la otra fase, si
hay bastante superficie disponible, todas las moléculas se encuentran en una capa
monomolecular form&ndose lo que se Ilama una monocapa.

Las monocapas son peliculas monomoleculares de sustancias de carécter anfifilico que
se disponen en interfaces. Las monocapas de macromoléculas presentan algunas
diferencias con respecto a las monocapas de surfactante. En primer lugar, las proteinas
son en general solubles en la fase acuosa. Esto introduce una complicacion afiadida al
método de formacién de monocapas puesto que al depositarlas en la superficie se
disuelven en la fase acuosa en lugar de quedarse ancladas en la misma. Para superar esta
dificultad se suele utilizar el denominado “Método de Trurnit” (Trurnit, 1960).

Cuando una proteina alcanza una interfaz, sufre un cambio conformacional mediante el
cual expone preferentemente sus residuos hidréfobos a la fase no polar mientras que los
residuos hidrofilos se disponen preferentemente en contacto con la fase acuosa. Este
proceso se denomina desnaturalizacion interfacial y constituye una diferencia béasica
entre proteinas y surfactantes.

Energia libre en la interfase (Jaycock, 1981)

Considerando un plano cerrado en la interfase, con una composicién fija, la tensién
superficial (y), esfuerzo tangencial, como variable intensiva, es decir, que evaluado para
todo el sistema como un todo y no la suma de los valores de varios puntos en el sistema.

Sustituyendo la ecuacion: g, = 1dS (Ec.21)

De la ecuacion de la primera ley de la termodinamica:

dU = q+w (Ec22)

Y empleando la ecuacion W = —PdV ° + ydA (Ec. 23) se obtiene:

dU =TdS - PdV + ydA (Ec.24)
Las usuales funciones termodinamicas se definen:
Entalpia H =U + PV (Ec.25)
Energfa disponible A=U —TS (Ec.26)
Energia libre de Gibbs G=H —TS=U + PV —TS (Ec.27)
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Considerando la energia disponible A y diferenciando la ecuacion:

dA=dU —TdS — SdT (Ec.28)
Sustituyendo:
dA=—SdT - PdV + ydA (Ec.29)
Y consecuentemente:
{GA} _, (Ec.30)
oA Lry
[‘% _ s (Ec.31)
oT |, »
2~
YA (Ec.32)
A temperatura constante
dA=dU - TdS
=W
= —PdV +dA (Ec.33)

En otras palabras la energia superficial estd en asociacion con el volumen vy el area,
estaran cambiando.

La funcion de Gibbs para un sistema en la interfase para un volumen de fase en el
sistema es normal considerar que el cambio en la funcién de Gibbs representa el trabajo
neto en el sistema.

dG =dU + PdV +VdP —TdS — SdT (Ec.34)
Sustituyendo:
dG =—SdT +VdP +3dA (Ec.35)
Por lo tanto:
[0G ] _, (Ec.36)
LOA It p
‘@‘ _ s (Ec.37)
. aT JdP,A
oG _vV (Ec.38)
L ap AT ,A

Trabajando a temperatura y presion constante
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dG =dU + PdV —-TdS

=W, +PdV (Ec.39)

# trabajo neto

Entropia de superficie

En el seno de un liquido, las moléculas estan rodeadas por todos lados por moléculas
vecinas, cuando se forma una superficie, las moléculas que se encuentran en ella tienen
un ambiente distinto por uno de sus lados, por lo que, comparadas con las demas
moléculas tienen una posibilidad de azar.

AS = (%j (Ec.40)

Adsorcion

La naturaleza dual hidréfoba-hidréfila de los surfactantes y de las proteinas es
responsable de que este tipo de moléculas tengan habilidad para situarse en interfases.
La ocupacion de un area interfacial con alta energia libre (72.5-73 mJ/m? en el caso de
la interfaz aire—agua) produce una reduccién considerable de la energia libre del sistema
y esto se traduce en una reduccién de la tension superficial de la disolucién
(Maldonado, 2006).

El proceso mediante el cual este tipo de moléculas anfifilicas se dirigen desde el seno de
la disolucion a la interfaz y se concentran alli, se denomina adsorcion y el andlisis de la
evaluacion de la tension superficial del sistema a lo largo del proceso de adsorcién
proporciona informacién estructural de la pelicula interfacial formada. La actividad
superficial de una molécula es una medida de su habilidad para acumularse en una
interfase. Esta tiende a acumularse cuando la energia libre del estado adsorbido es
significativamente menor que la del estado de disolucion. La diferencia energética entre
ambos estados esta determinada por las variaciones en las energias de las interacciones
de las moléculas involucradas, como también por efectos entropicos. (Mifiones, 2002).

Los cambios en las energias de las interacciones que ocurren como consecuencia de la
adsorcion, tienen su origen en dos puntos, uno asociado con la interfase y otro con las
moléculas del tensoactivo en si mismas. Con respecto al primer punto, al adsorberse una
molécula del tensoactivo en una interfase es capaz de disminuir el contacto entre las
moléculas de ambas fases. El contacto directo de ambas es remplazado por contactos
entre segmentos no polares del tensoactivo y moléculas de la fase no-polar y entre
segmentos polares y moléculas de agua. Estas interacciones disminuyen la energia libre
generada en la interfase. Con respecto al segundo punto, los polimeros tensioactivos
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tienen en sus moléculas segmentos polares y no-polares; cuando la molécula se disuelve
en agua estos Ultimos manifiestan un efecto hidrofébico, energéticamente desfavorable,
la consecuencia es entonces su adsorcion a la interfase. Las moléculas del tensoactivo
son capaces de maximizar el nimero de interacciones favorables entre los segmentos
polares y el agua mientras minimizan el nimero de interacciones desfavorables entre
segmentos no-polares y el agua. La fuerza impulsora que gobierna la adsorcion de las
moléculas anfifilicas en una interfase es la hidrofobicidad (Camino, 2010).

Cuando se trata de grandes macromoléculas, como los polipéptidos y las proteinas,
conteniendo un gran numero de residuos, que deberian estar todos situados en la
superficie para alcanzar el estado energéticamente més favorable, es posible que esto no
suceda por varias causas:

a) Porque la superficie disponible para el desplegamiento completo de las cadenas
polipeptidicas sea insuficiente.

b) Porque no se haya esperado el tiempo suficiente para completar el proceso
anterior.

c) La barrera de energia correspondiente al proceso de desplegamiento es tan
elevado que no se llega a alcanzar la completa extension de la proteina.

En estas situaciones no todos los residuos estan en contacto con la superficie adoptando
las cadenas polipeptidicas diferentes conformaciones en la interfaz, tal como se muestra
en la figura 15. Los segmentos en contacto con la misma constituyen una fila, mientras
que los situados entre las filas, suspendidos en el interior del agua, reciben el nombre de
lazos, siendo las colas los segmentos terminales de la cadena, que suelen estar cargados
y, por lo tanto, inmersos en el seno de la fase acuosa (Camino, 2010).

Filas

l Aire o aceite

Colas

Solucion acuosa
LLazos

Figura 15. Configuracion de un polimero tensioactivo en la interfase aceite- agua o aire
—agua.

La distribucion de filas, lazos y colas en una proteina extendida en la interfase depende
de su flexibilidad, de la naturaleza de la subfase, del tipo de disolvente de extension, del
area de la superficie, del tiempo de espera después de esparcir la proteina (Malmsten,
2003).
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En el caso especifico de proteinas globulares, éstas adoptan en solucién una
conformacién tridimensional en la cual los aminoécidos no-polares se disponen
preferentemente en el interior de la molécula, de forma que se mantienen ocultos al
agua (Camino, 2010). Cuando una proteina se adsorbe en la interfase se encuentra
menos rodeada de moléculas de agua, de forma que puede reducir su energia libre
alterando su conformacion, orientando sus amino&cidos hidrofobicos hacia la fase aire o
aceite y los hidrofilicos hacia la acuosa (Dalgleish, 1996).

Cinética de adsorcion

Las proteinas en disolucion acuosa, tienden a adoptar una configuracion en la cual los
grupos no-polares se congregan en el centro de la molécula y los grupos polares se
disponen en la superficie. De esta manera la energia del sistema se minimiza reduciendo
la interaccidn entre grupos no-polares y moléculas de agua. En la practica ésta es una
estructura ideal y existen evidencias de que debido a restricciones de tipo estérico, la
periferia de la molécula contiene grupos no-polares que interaccionan con el agua y
conducen a la proteina a la interfaz. Ademas, una vez que la proteina se ha situado en la
interfaz puede adoptar una nueva configuracion estructural en la cual los grupos polares
interaccionen predominantemente con el agua y los no-polares con la fase no-polar. Este
proceso se ha mencionado anteriormente como desnaturalizacion interfacial vy
constituye la diferencia bésica con el proceso de adsorcidn de surfactantes, puesto que
debido a este proceso, el area interfacial de la proteina no es constante a lo largo de todo
el proceso. A continuacion se describe en la figura 16 cada una de las etapas que
caracterizan el proceso de adsorcidn de proteinas en interfases liquido-fluido. Muestra
las etapas del proceso de adsorcion en términos de la disminucién de la tension
interfacial de la disolucion en funcion del tiempo. En esta figura se distinguen tres
regiones: Periodo de induccién (a), periodo de penetracion (b-c) y periodo de saturacion
(c-d).

e Periodo de induccién. Durante los primeros instantes del proceso de adsorcion
se produce un aumento de la densidad interfacial, que no va acompafiado de una
disminucion de la tension interfacial. La tension interfacial comienza a disminuir
a partir de un valor minimo de la densidad interfacial que se suele encontrar
entre un 10-20 por ciento de recubrimiento interfacial (Miller, 2000). El tiempo
necesario para alcanzar este grado de recubrimiento interfacial es lo que se
denomina periodo de induccion y es caracteristico del proceso de adsorcion de
proteinas en interfases liquido-fluido. Su existencia se puede explicar debido a la
pequefia contribucién de la entropia de la cara interfacial a la presion interfacial
(Miller, 2000). Asi pues, la existencia de este periodo es un rasgo caracteristico
de las disoluciones de proteina en el seno de la disolucion. Sobre la existencia
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de este periodo de las disoluciones de proteina, siendo tanto mayor cuanto
menor sea la concentracidn de proteina en el seno de la disolucion.

Periodo de penetracion. Una vez que se ha alcanzado un cierto recubrimiento
interfacial, se produce bruscamente una rapida disminucion de la tension
interfacial. Esto se debe tanto a la difusién de moléculas que llegan a la interfaz
desde el seno de la disolucion, como a la reorganizacion estructural que sufren
estas Ultimas en contacto con la fase no polar (Tripp, 1995; Buverung, 1999;
Miller, 2000).

'y (a)

(b}

(<)
(d}

- Proteina nativa
o Proteina desnaturalizada

Figura 16. Etapas del proceso de adsorcion dindmico de proteinas en interfases
liquido-fluido (Wege, 2002).

Periodo de saturacion de la interfase. Parece claro que una vez que la capa
interfacial se encuentre saturada de proteina se alcanzara un valor constante de la
tension interfacial del sistema. Experimentalmente, se observa sin embargo que
la tensidn interfacial no se mantiene constante sino que entra en una fase de
disminucion muy lenta. Este hecho se justifica debido a la existencia de varios
fendmenos en la capa interfacial. Para disoluciones muy diluidas, la progresiva
disminucion de la tension interfacial se debera fundamentalmente a la gradual
desnaturalizacion interfacial de la proteina, que podria estar acompafiada de una
condensacion bidimensional (agregacion) o a tiempo suficientemente largos de
una gelificacion interfacial (Beverung, 1999).

Para el caso de disoluciones concentradas, la llegada de nuevas moléculas a una capa
interfacial ya saturada, implica un aumento de la densidad interfacial que no va
acomparfiado de la correspondiente disminucion de la tension interfacial. En este caso, la
formacion de multicapas bajo la capa interfacial justifica éste fendmeno y la pequefia
disminucion de la tensidn interfacial se debe a la aparicion de los tres procesos citados
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anteriormente. Es mas, esta Ultima fase de disminucién lenta de la tension interfacial
continlia durante semanas.

Ademaés de conocer la disponibilidad de un tensoactivo para adsorberse, sobre lo cual
informa la termodinamica, es muy importante también conocer la velocidad a la que
este proceso ocurre. Dicha velocidad debe ser suficientemente alta para que las
moléculas puedan adsorberse en la interfase de gotas o burbujas creadas durante la
formacion de la emulsidn o la espuma respectivamente. Esta caracteristica, junto con la
disminucion de la tension superficial y la de poder crear una pelicula interfacial son las
tres propiedades méas importante que debe presentar cualquier tensoactivo en la
estabilizacion de emulsiones o espumas. La velocidad de adsorcion depende de las
caracteristicas moleculares del emulsionante (tamafio, conformacién e interacciones
electrostaticas), la viscosidad de la fase continua y de las condiciones ambientales
(temperatura, pH, agitacién mecanica, etcétera) (Camino, 2010).

Emulsiones y Espumas

En términos generales, las emulsiones y las espumas son dispersiones que presentan
numerosas analogias entre ellas; una de ellas es la disminucion de la tension superficial.
En cualquier caso, se va a realizar una descripcion general.

Caracteristicas de una emulsién

Se ha hecho mencién que una emulsion es una dispersion termodindmicamente
inestable de dos liquidos inmiscibles, normalmente de naturaleza apolar y polar, en la
que uno de ellos forma gotas de pequefio tamafio (de 0.1 a 100 micras) que se denomina
fase dispersa o interna y el otro, fase continua o externa. En la practica debe contener un
tercer componente, un emulsionante, sustancia anfifilica que facilita la formacién de la
emulsion disminuyendo la tensién interfacial entre la fase polar (acuosa) y la apolar
(oleosa) y ademas aporta al menos una cierta estabilidad fisica durante un tiempo finito,
que puede ser mas o menos largo, dependiendo de la composicion, caracteristicas de
procesado y condiciones externas durante el envejecimiento (Camino, 2010).

Estabilidad de emulsiones
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Depende principalmente de los dos siguientes factores:
1) Espesory compactibilidad de la pelicula protectora (capa de la interfase) y

2) Carga eléctrica de las gotas o de la pelicula. Ademas la estabilidad depende de la
viscosidad del medio de dispersion y de la diferencia de densidad entre los dos
liquidos.

El poder emulsificante de los polvos finamente divididos depende de como sean
humedecidos por los liquidos. En las condiciones humidificantes més adecuadas, las
gotas son rodeadas por una capa de las particulas del sélido el cual previene la
coalescencia (Jirgensons, 1965).

Caracteristicas de una espuma

Las dispersiones de gases en liquidos se forman cuando un gas, el cual debe ser
completamente insoluble en el liquido, se fuerza hacia adentro del liquido a través de
una boquilla conteniendo canales u orificios finos. Asi, el aire se puede hacer pasar
forzadamente dentro del agua para formar soles de aire turbio y opalescente (Jirgensons,
1965).

Debido a la gran cantidad de superficie libre que presentan las espumas, la energia
superficial del sistema es muy alta, la presencia de un agente tensoactivo en la
disoluciéon acuosa, promueve la formacion de una capa de moléculas anfifilicas
adsorbidas en las superficies de las burbujas de tal manera que la energia superficial del
sistema disminuye (Maldonado, 2006).

Formacion de una espuma

Cuando se forma una espuma a partir de una disolucién de moléculas superficialmente
activas, en términos generales lo que estd sucediendo es la creacion de un area
superficial que debe ser ocupada rapidamente por moléculas. Asi pues, tres factores
fundamentales afectan a este fendmeno: la cantidad de moléculas en el medio, la
velocidad de adsorcion de las moléculas sobre la superficie y las propiedades
dilatacionales de la capa de moléculas adsorbidas (Maldonado, 2006).
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Actividad preliminar 1

Establecimiento de concentraciones de soluto con actividad superficial en convenio a la
reglamentacion en alimentos en el uso de agentes emulgentes y espumantes.

Se ha mencionado que el uso de emulgentes y espumantes en alimentos tiene un amplio
campo de uso en la industria alimentaria, como el uso de caseinatos en el mercado de
los lacteos (Wilde, 2004) o bien el uso de proteinas de suero lacteo que tiene
aplicaciones en el sector lacteo, mejorando la estructura cremosa de yogurt o en el
sector de la panaderia haciéndolos mas esponjosos, es decir; disminuyen la tensién
interfacial de la fase discontinua y la fase continua estabilizando sistemas superficiales
como emulsiones y espumas.

Se revisaron reglamentaciones oficiales de México, de diferentes productos alimenticios
que dentro su formulacion usaran agentes emulgentes y espumantes.

Tabla 7. Agentes emulsionantes empleados en distintos sectores de la industria
alimentaria.

Norma Agente emulgente Uso
NOM -036-SSA1-1993 Caseinato de sodio, alginatos Helados de crema, de leche
de amonio, gomas, esteres de 0 grasa vegetal, sorbetesy
acido deacetil tartarico entre bases o0 mezclas para
otros (maximo 10 g/Kg) helados.

NMX-F-341-S-1979 Goma arabiga, goma guar, Aderezos y mayonesas
goma karaya, goma traganto,
pectina y otros autorizados.
(De uno solo o su mezcla
0.75% méaximo)

NMX-F-065-1984 Polifosfato de sodio Salchichas

NOM-147-SSA1-1996 Monogliceridos acetilados, Pan
Fosfato de sodio, metilcelulosa
entre otros (Buenas practicas
de manufactura)

En funcion de las normas consultadas se tomo para el estudio las concentraciones de
agentes emulsionantes y espumantes Ilamandoles asi a las proteinas por poseer
caracteristicas anfifilicas; como limite superior maximo uno por ciento en peso de
proteina y limite inferior minimo 0.1 por ciento, haciendo un barrido de concentraciones
de multiplos de dos en la cual se midid la tension superficial. Las proteinas de estudio
fueron: caseinato de sodio presentando como minimo 92 por ciento de proteina
(LACTONAT EN) y proteina de suero lacteo con 79.6 por ciento (LACTOMIN)
proveidos amablemente por Lactoprot Mexico filial de Lactoprot international y
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proteina de soya hidrolizada con 82 por ciento de proteina facilitada por Safe
Iberoamericana S.A.

Actividad preliminar 2

Establecer las formulaciones de los sistemas en estudio.

En funcion a las limitaciones de concentraciones de uso de surfactantes en la industria
alimentaria, se precisan las formulaciones de los sistemas de la siguiente forma:

Tabla 8. Formulaciones de proteina de suero de leche pH 9

(%) A B C D E =
H,O 81 81.1 81.2 81.3 81.4 81.45
desionizada
Buffer 18 18.1 18.2 18.3 18.4 18.45
Proteina 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1

Tabla 9. Formulaciones de proteina de suero de leche pH 5

(%) A B C D) E F
H,O 89.9 90 90.1 90.2 90.3 90.4
desionozada
Buffer 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5 9.5
Proteina 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1

Tabla 10. Formulaciones de proteina de soya hidrolizada pH 9

(%) A B C D E F |
H,O 81 81.1 81.2 81.3 81.4 81.45
desionozada
Buffer 18 18.1 18.2 18.3 18.4 18.45
Proteina 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1

Tabla 11. Formulaciones de proteina de soya hidrolizada pH 5

(%) A B C D E F |
H,0 89.9 90 90.1 90.2 90.3 90.4
desionozada
Buffer 9.1 9.2 9.3 94 9.5 9.5
Proteina 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1
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Tabla 12. Formulaciones de caseinato de sodio pH 9

(%) A B C D E F
H,O 81 81.1 81.2 81.3 81.4 8145
desionozada
Buffer 18 18.1 18.2 18.3 18.4 18.45
Proteina 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1

Tabla 13. Formulaciones de caseinato de sodio pH 8
() A B C D E F |

H,O 93.2 933 93.4 935 93.6 93.65
desionozada

Buffer 5.8 59 6.0 6.1 6.2 6.25

Proteina 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1

Actividad preliminar 3

Elaboracion agentes amortiguadores de pH

En este estudio fue imprescindible mantener el potencial de iones hidrogeno (pH)
estable, a pesar de que se agreguen &cidos y bases. Muchas de las reacciones quimicas
que se producen en solucién acuosa necesitan que el pH del sistema se mantenga
constante, para evitar que ocurran otras reacciones no deseadas. Las soluciones
reguladoras son capaces de mantener la acidez o basicidad de un sistema dentro de un
intervalo de pH, asi poder determinar la influencia del pH en la actividad superficial de
las proteinas en estudio. Estas soluciones contienen especies predominantes; acido y su
base conjugada en concentraciones apreciables (mayores a 10 Molar).

Para la elaboracion de las soluciones amortiguadoras se usaron los siguientes reactivos
de grado analitico:

Tabla 14. Reactivos implementados para la elaboracion de las soluciones reguladoras de

pH.
Solucion reguladora pH 5 Solucion reguladora pH 9
Acido acético(CH;COOH)/ Acetato de Amoniaco(NHs" )/Cloruro de
sodio (CH3COONa) amonio(NHsCl)

Para la elaboracion de estas soluciones fue necesario hacer calculos de estequiometria
por medio de la ecuacion de Henderson Hasselback que se muestra detalladamente el
procedimiento en el anexo dos.
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Actividad preliminar 4

Manejo del Tensiometro de Du Noly

Para la determinacion de la tensién superficial se uso un tensiometro Fisher Scientific
Surface Tensionar *21, este equipo mide la fuerza maxima, sin importar el angulo de
contacto y la direccion de aplicacion de la fuerza de tension, varia a medida que se
extrae el anillo del liquido. En esta posicion la proyeccion vertical de la fuerza de
tension es maxima.

Es necesario calibrar el equipo antes de usarlo para establecer las posibles causas de
variacion y no caer en el error de que las evaluaciones de parametros sean debidas a
errores de medicion y no a cambios requeridos por el proceso. Las técnicas estadisticas
de validacidn sirvieron para la formacion de juicios que permitieron interpretar de forma
confiable la informacion experimental.

En la préactica los instrumentos de medicién determinan en general algunos valores
inexactos en la variable de salida, estos se apartan en mayor o menor grado el valor
verdadero de la variable de entrada, lo cual constituye errores de medida (Lopez, 1995).

Precision

En esta prueba se observa la variacion de los datos respecto a su medida por la cual se
hacen mediciones en un medio constante en este caso etanol que tiene 22.3 dinas/cm de
tension superficial y con acetona que presenta una tension superficial de 23.3 dinas/cm a
veinte grados centigrados respectivamente (Toral, 1973). ES necesario comentar que
esto se realizaba al dia de experimentacion ya que el equipo se operaba manualmente
habiendo mas probabilidad de cometer un error de paralaje (Lopez, 1995).

Repetibilidad

Para conocer que tan repetitivos son las lecturas obtenidas por los sensores, se hacen
mediciones del parametro a diferentes tiempos con dos o tres replicas en un medio
constante. Al utilizar un instrumento para medir ciertos parametros muchas veces por
un tiempo definido o indeterminado, la respuesta no es lo mismo, presentando una
dispersion o desviacion en los datos obtenidos, a esta desviaciéon se le conoce como
error de repetibilidad. Para determinar si existe o no el error de repetibilidad, el analisis
de varianza es el mejor apoyo para dar a conocer las posibles variaciones (Lépez, 1995).
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Objetivo particular 1: Determinacion de tension superficial en
funcion de la concentracion de soluto y pH del medio.

Al elaborar los sistemas que se presentaron anteriormente en la actividad preliminar
dos, se empleo un dispersor de propela a una velocidad de 100 revoluciones por minuto
durante veinte minutos a temperatura ambiente.

Se disperso primeramente la proteina con agua desionizada, siendo en este momento el
mezclado un tratamiento mecanico que probablemente cause una ligera
desnaturalizacion debido a los repetidos estiramientos que modifican la red proteica,
principalmente por disrupcion de la a-hélice. Despues se agrego el agente amortiguador
de acuerdo al sistema en estudio y ya que estas moléculas son un foco rico de nutrientes
para la proliferacion de microorganismos fue necesario agregar benzoato de sodio como
conservador a una concentracion de 0.01 por ciento en peso.

Los sistemas se dejaban reposar durante veinte y cuatro horas. Esto se hizo con la
finalidad de que una vez adsorbidas en la interfase, las moléculas poliméricas
interactdan en la misma, para lograr un estado de menor energia libre. Con el
incremento de la cantidad del biopolimero adsorbido el ordenamiento de las moléculas
en forma extendida disminuye y la pelicula interfacial cambia su estructura de
expandida a comprimida. El proceso de desnaturalizacion de una proteina puede
comenzar en segundos u horas luego de la adsorcion, dependiendo de la flexibilidad y
de la estructura de la misma y puede continuar en un grado méas bajo durante dias,
reteniéndose la estructura terciaria en algunas peliculas (Camino, 2010).

Previamente se calibra el potenciémetro 209 HANNA INSTRMENTS en el anexo tres
se describe detalladamente la metodologia de calibracion del equipo, destacando que
esto se hacia al dia de experimentacion.

Cabe mencionar que la seleccion del pH del sistema se tom6 en consideracion el punto
isoeléctrico de las distintas proteinas; Primeramente el comportamiento interfacial de
caseinato de sodio a pH de ocho y nueve, tomando estos pH lo suficientemente alejados
del punto isoeléctrico de las fracciones mayoritarias del caseinato de sodio; kappa y alfa
uno, en este caso 5.24 y 4.93 respectivamente, que en estos rangos de pH las moléculas
proteicas son insolubles, provocando sedimentacion de los biopolimeros, fendmeno que
se observo en primeras instancias de experimentacion.

La proteina de suero lacteo de acuerdo a las recomendaciones de los proveedores posee
alta solubilidad en un amplio rango de pH, en este caso a pH 4.5- 5.5 se han observado
dos efectos macroscopicos: inicialmente la solubilidad de las proteinas aumenta vy,
después de llegar a un maximo, decrece. Esto se considera a partir de una red con la
base de interacciones electrostaticas no especificas entre la molécula de proteina
cargada y su medio (Villalta y Monferrer, 2001), por lo que se considerd hacer el
estudio termodindmico y cinético de superficie de la proteina de suero lacteo en medio
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acido (pH 5= pl) y en medio alcalino distante del punto isoeléctrico de la proteina (pH
9).

Por ultimo la proteina de soya hidrolizada presenta una estructura cuaternaria,
poseyendo en mayor proporcion (60-75 por ciento) de una mezcla heterogénea de
globulinas, precipitando en su punto isoeléctrico de 4.2 y 4.8. Dado que la formacion de
una monocapa estable depende del balance existente entre la atraccion por la superficie
de la subfase y las fuerzas de cohesion del biopolimero a extender, aunque en estos
casos no se requiere un alto grado de insolubilidad del mismo. En macromoléculas con
grupos ionizables, la presencia de cargas eléctricas en las mismas conduce a pérdidas de
la monocapa por disolucion, las cuales son las responsables de que las areas ocupadas
por la pelicula varien con el pH. En estas circunstancias, la extension es mas completa
cuando el pH de la subfase es proximo al del punto isoeléctrico de la proteina, en donde
su carga neta alcanza el minimo valor y la macromolécula es menos soluble (Mifiones,
2002), por lo tanto se propuso dispersar la proteina de soya hidrolizada en medio acido
(pH 5) para observar el comportamiento interfacial y a su vez dispersarla en medio
basico para determinar la influencia que presenta la proteina frente a un pH lejano al
punto isoeléctrico.

Para la determinacion del comportamiento interfacial de las proteinas adsorbidas en la
interfase fue necesario medir la tension superficial de una proteina dispersa en un medio
acido o basico, a las diferentes concentraciones de soluto establecidas en la actividad
preliminar uno, destacando que al medir la tension interfacial de soluciones que
contienen surfactantes de alto peso molecular se presenta un problema: saber el tiempo
de equilibrio. En efecto en este método, se modifica la superficie al arrancar el anillo, en
particular en la zona donde se ejerce la fuerza de tension. En consecuencia fue necesario
proceder de la siguiente manera:

- Primeramente levantar el anillo hasta sobrepasar la fuerza méaxima, pero sin
producir el arranque del anillo.

- Luego volver a bajar el anillo un poco y esperar algunos segundos.

- Volver a levantar el anillo hasta sobrepasar la fuerza maxima sin arrancar el
anillo y asi sucesivamente.

Se obtendra una serie de fuerzas que después de cierto tiempo se logra un valor estable
que se puede considerar como el equilibrio. El tiempo requerido puede ser mayor que lo
que se pueda pensar. Por lo tanto se realizaba la medicion de la fuerza después de haber
transcurrido diez minutos, este procedimiento se efectlo por triplicado con muestras
independientes.

Una vez obtenidas las diferentes fuerzas interfaciales a diferentes concentraciones de
soluto de proteina en un determinado sistema, se construye una grafica de tension
superficial en funcién de la concentracion de la proteina dispersa en un medio acido o
alcalino.

(48]



Determinacién de pardmetros termodindmicos y cinéticos de tres proteinas adsorbidas en la interfase
(liquido-liquido)

Tension interfacial en Funcion de la

concentracion
60

> \
54

52 \
\’__.

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracion [g/g]

50

(y)Tension interfacial (Dinas/cm)

Figura 18. Grafica de tension interfacial en funcion de la concentracion de un soluto en
estudio disperso en medio acido o basico.

Para conocer lo que ocurre con la fuerza neta que va dirigida hacia la derecha es decir:
la presion interfacial expresandose de la siguiente manera: [(y, o ® X) — (7, ®X)], en

funcion de la concentracion. Tomando como referencia la tension superficial del agua a
veinte grados centigrados (72.75 dinas/cm) (Toral, 1973).
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Figura 19. Gréafica de presion interfacial en funcion de la concentracion de un soluto
disperso en medio acido o basico.

Tal como se observé anteriormente, un soluto tensoactivo se concentra o adsorbe en las
interfases liquido/gas o liquido/liquido formando una capa de mayor concentracion en la
que las moléculas se empaquetan en una pelicula de espesor de una sola molécula; en tal
caso se dice que se ha formado una pelicula monomolecular de adsorcién o monocapa
de adsorcion.
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Esta monocapa se encuentra en equilibrio reversible con la disolucién, ya que en cada
instante un cierto numero de moléculas se disuelven en la subfase y, simultdneamente,
igual nimero de aquellas pasan a la pelicula, de modo que estadisticamente el numero
de las que constituyen la monocapa permanece invariable.

Termodindmicamente, el proceso espontaneo de extensidn de una sustancia A sobre un
liquido B debera ir acompafiado de una disminucion de la energia libre (y), por lo que
teniendo en cuenta que en dicho proceso desaparece la interfase entre el liquido B y su
vapor, sustituyéndose por otras dos nuevas (la del liquido A y su vapor y la que se
forma entre A y B, se debe cumplir que:

(dG)p,T = Ginal — Giniciat = (7 a0A+ yzdA) — y,dA< 0 (Ec.41)
y
monocapa F A
AU s ey supertie impa
— — — OCC0UCEO00000 IO — — — —— — —— —— — 7
e Nt

Figura 20. Extensién de una sustancia A sobre un liquido B.

La condicion de extension se suele expresar también en funcion de los trabajos de
adhesidn y cohesion, definiéndose el primero como el trabajo necesario para disminuir
en un centimetro cuadrado la interfase entre dos liquidos A y B y aumentar en esta
misma cantidad las superficies de A y su vapor y la de B y su vapor, es decir:

We =Va+7s =7V (Ec.42)
Expresion conocida como ecuacion de Dupré (Mifiones, 2002).

Combinando las ecuaciones 41 y 42, y considerando dA= 1cm? se obtiene que la
condicidn para la extension es:

(Ec.43)
W > 2y,

Es decir, el trabajo de adhesion entre el liquido A y el liquido B debe ser superior a 2ya,
el cual representa el trabajo de cohesion de la sustancia A (trabajo necesario para
separar en dos partes una columna de 1cm? de seccion del liquido A) (Mifiones, 2002).
De esta manera se elaboran graficas sobre el comportamiento de cohesion de las
proteinas en funcién de la concentracion dispersas en un medio acido o alcalino.
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Figura 21. Gréfica de trabajo de cohesion en funcién de la concentracion de soluto
disperso en medio &cido 6 basico.

Por medio de la isorterma de adsorcion de Gibbs se puede conocer la concentracion
superficial de una pelicula (0 mas exactamente, su exceso de concentracion con respecto
a la masa de la disolucién) o en su defecto el inverso, es decir, su area molecular.

Concentracion superficial en fncion de la
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(r) Exceso de soluto (mol/cm?)

Figura 22. Concentracion interfacial en funcién de la concentracion de soluto disperso
en medio 4cido o basico.

Implementando la ecuacion de Gibbs (ecuacion 14), se puede conocer la cantidad de
moléculas de las proteinas adsorbidas en la interfase a diferentes concentraciones de
estas.
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Objetivo particular 2. Determinacion de la tensién superficial con
respecto al tiempo.

Con la informacién obtenida del objetivo particular 1; pardmetros termodinamicos (y,
[, m, y Weon) de las tres proteinas adsorbidas en la interfase en medio &cido o basico, se
consideraron para el estudio de la cinética de adsorcion, los puntos méximos de
saturacion de soluto en la interfase -informacion adquirida mediante la isoterma de
adsorcion de Gibbs.

Se emplea la misma metodologia de preparacion de los sistemas de estudio que se
realizo en el objetivo particular uno, salvo con una excepcion; la cual transcurrido el
tiempo de mezclado del sistema, en seguida se toma lectura del pH del sistema e
inmediatamente se hace la medicion de la tension superficial por triplicado
considerando ese momento como el tiempo cero de la cinética de adsorcion. La
medicion de la tension superficial se realizo cada hora.

Para el estudio de la cinética de adsorcion se emplearon los parametros termodinamicos
de presion interfacial y trabajo de cohesion en funcion del tiempo para delimitar que
proteinas presentan mayor facilidad para adsorberse en la interfase y de este modo
minimizar la incertidumbre del conocimiento del comportamiento superficial de las
proteinas en este caso en fendmenos superficiales que tienen repercusion en sistemas
termodindmicos inestables como lo son emulsiones y espumas.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Determinacion de parametros termodindmicos de caseinato de sodio
disperso en medio basico de pH 8 y pH 9.

Esta proteina se disperso en la experimentacion en medio acido pero esta fue insoluble
en dichas condiciones e inclusive precipita, las particulas exhiben en una dispersion una
carga eléctrica debido a los iones adsorbidos, por lo que al presentarse iones de la
misma carga, estas seran repelidas, aumentando la entropia en la interface ocasionando
que existan mas probabilidades de un acomodo tal que se sitlen las moléculas en la
interfase y de este modo disminuyendo la tension superficial (Camino, 2010).

La grafica 1 muestra el abatimiento de la tension superficial que provoca el caseinato de
sodio al dispersarse en sistemas alcalinos diferentes, cumpliéndose la actividad
superficial (3y/6¢)p 1< 0, de igual manera hay similitudes en las concentraciones 0.2 y
0.6 % en peso de caseinato de sodio confirmando la cualidad anfétera que presenta el
caseinato de sodio en estas concentraciones, que indica que independientemente del pH
al que esté sometida dicha proteina se comportara andlogamente en la actividad
superficial.
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Gréfica 1. Abatimiento de la tension interfacial que provoca el caseinato de sodio
disperso en sistemas alcalinos pH 8 (rojo) y pH 9 (azul).

Ahora es momento de mostrar el descenso de la tension interfacial en funcion de la
concentracion mostrando compatibilidad las moléculas proteicas en un sistema alcalino;
distante de su punto isoeléctrico, acarreando modificaciones en la conformacion de la
estructura secundaria de la proteina debido a la ionizacion de las cadenas laterales de
dominio que contienen cadenas beta (B) extendidas (Ruis, 2007), aumentando la
probabilidad de acumulacién de moléculas proteinicas en la interfase pensando que las
moléculas adoptaran en la superficie filas de moléculas, exponiendo asi la parte
hidrofobica de la caseina beta que contiene la mayor parte de elementos hidrofébicos
orientados hacia la fase discontinua y los agregados con el grupo terminal hidrofilico
expuestos hacia el solvente. El caseinato de sodio a una concentracion de 0.8 % en peso
disperso en un pH de ocho muestra el mayor abatimiento de la tension interfacial.
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Gréfica 2. Presion interfacial en funcién de la concentracion de caseinato de sodio
disperso en sistemas alcalinos pH 8 (rojo) y pH 9 (azul).

La alta flexibilidad estructural que presenta el caseinato de sodio hace que sea resistente
a cambios estructurales drasticos ya que se adopta facilmente sin romperse su estructura
(Vega, 2006), cosa que sucedio al dispersarse en medio basico, ya que al aumentar la
concentracion de caseinato de sodio aumenta la presion interfacial, presentandose
ligeramente una mayor presion interfacial en medio basico de pH igual a 8 en las
concentraciones de 0.4 y 0.8 % en peso, de modo que se acumulan méas moléculas en la
interface, traduciéndose en una disminucion de la tension interfacial.
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Gréfica 3. Trabajo de cohesidn en funcidn de la concentracion de caseinato de sodio
disperso en medios alcalinos pH 8 (rojo) y pH 9 (azul)
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En el grafico 3 se muestra la disminucién de la energia necesaria para separar en dos
partes una columna de un centimetro cuadrado de seccién de liquido conforme aumenta
la concentracion de caseinato de sodio, resaltando que cuando se dispersan cantidades
mayores del 0.8 % en peso tiende a aumentar el trabajo de cohesion en las moléculas
que estan dispersas en medio de pH 8 o en su defecto no hay un descenso de la tensién
superficial después de estas concentraciones atribuyéndolo a una sobresaturacion en la
interfase que provocara que muchas moléculas migren al seno de la dispersion. Al tener
menor cantidad de energia cohesiva en la superficie, facilita la repulsion de las
moléculas, de este modo se realiza el reacomodo de las moléculas de la proteina en la
interfase para exponer sus grupos no polares con la fase discontinua y polares con el
disolvente, formando una pelicula en la interfase.

Ahora bien la variacion del pH en una unidad condujo modificaciones significativas en
la actividad superficial debido a que los cambios en la ionizacion de la cadena lateral
cargados negativamente como alanina, isoleusina entre otros aminoacidos no polares
provoca una repulsion entre las moléculas existiendo mayor energia entrdpica en la
interfase, de esta manera la proteina se distribuye al azar, provocando que se sitlen los
grupos hidrofobos en la interfase y los grupos polares se orienten con el solvente,
mostrandose en la grafica tres que a partir de la concentracion de 0.8 % en peso la
superficie esta saturada.
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Gréfica 4. Concentracion interfacial en funcion de la concentracién de caseinato de
sodio disperso en medios alcalinos pH 8 (rojo) y pH 9 (azul)

El caseinato de sodio posee una estructura plegada que al ser adsorbidas en la interfase,
puede penetrar mas 0 menos acusadamente en la interfase. Esta confirmada la existencia
de varias capas de proteina en una interfase (Maldonado, 2006). Cabe admitir, que el
desplegado de la proteina, mas o menos acusado, las regiones hidrofobas desplazan el
agua de la interfase con el medio discontinuo del sistema, trae consigo una reduccion de
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la tension interfacial tan considerablemente que facilita las energias necesarias para
desplegar la proteina y acumularla sobre la interfase, fendmeno que se observa en la
gréfica uno.

Los cambios conformaciones que provoco el pH del sistema sobre la estructura del
caseinato de sodio es presumible que esa nueva configuracion de la molécula sea més
extendida ocupando mayor area superficial ejemplificada en la grafica cuatro, se
muestran las dos posibles alteraciones visibles en la cantidad de moléculas adsorbidas
en la interfase presentandose dos maximos en el exceso de moléculas concentradas en la
interfase de caseinato de sodio a pH de ocho, a concentraciones de 0.3 y 0.7 % en peso,
predominando en mayor cantidad de moléculas adsorbidas a la concentracion de 0.7 %
en peso, limite el cual puede informar de una posible condensacion de las moléculas de
caseinato de sodio en la interfase, exhibiendo 6.3787 E® mol/cm? que si se convierte a

unidades de moléculas/cm? con el uso del nimero de Avogadro - N, =6.02214E%

moléculas/mol-, se tiene 3.8413 E*® moléculas/cm?®, fendémeno que se bosqueja en la
misma grafica, el descenso de la cantidad de moléculas adsorbidas en la interfase,
dependiente ese fendbmeno de la solubilidad que presenta el caseinato de sodio, lo cual
estard en funcidén de las interacciones existentes con el agua, influenciada directamente
por la presencia de un agente alcalino (pH 8). Caso contrario en la dispersion de la
misma proteina a un pH 9 el cual presenta un méximo a una concentracion de 0.6 % en
peso de caseinato de sodio disperso en dicho sistema.

Determinacion de pardmetros termodinamicos de proteina de suero
lacteo disperso en medio basico pH 9 y medio acido pH 5.
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Gréfica 5.- Tension superficial en funcidn de la concentracion de proteina de suero de
leche, pH 5 (rojo) y pH 9 (azul)

(56]



Determinacién de pardmetros termodindmicos y cinéticos de tres proteinas adsorbidas en la interfase
(liquido-liquido)

En la grafica 5 se observa como la proteina de suero de leche en condiciones alcalinas
presenta una actividad superficial positiva, (3y/dc)p 1< 0 (Mackie, Gunning, Wilde y
Morris, 1998 - Vernon, Colaboradores, 2000), para todo el intervalo de concentraciones
de pH alcalino.

Sin embargo en las dispersiones &cidas se tienen bajas tensiones interfaciales en
contraste con el medio béasico pero conforme aumenta la concentracion de soluto
aumenta gradualmente la tension interfacial, atribuyéndolo a que empieza existir menor
cantidad de moléculas proteicas en la interfase, implicado por la protonacion de cargas
de Asparegenina, glutamina, impidiendo la formacién de interacciones electrostaticas
provocando asi que la B-lactoglobulina no logre desplegarse y asi no oriente los grupos
hidréfobos a la fase discontinua provocando que precipite por estar proxima a su punto
isoeléctrico, por otra parte se pueden observar dos efectos macroscopicos: inicialmente
la solubilidad de las proteinas aumenta (salting-in) decreciendo la tension interfacial y
después de llegar a un méaximo, decrece (salting-out) precipitando. El salting-in se
considera a partir de una red con base de interacciones electrostaticas no especificas
entre moléculas de proteina cargada y su medio (Villalta y Monferrer, 2001). Salvo el
valor de la tension interfacial en las concentraciones de 0.1- 0.4 % en peso que presenta
la actividad superficial positiva, siendo las concentraciones adecuadas para aprovechar
la desnaturalizacion del suero de leche y asi fructificar la funcionalidad interfacial de la
proteina, ya que protona las cargas de los aminodcidos asparagina (Asp), acido
glutdmico (Glu) y lisina (Lis), estos aminoacidos impiden la formacién de una
interaccion electrostatica. El desplegado de las proteinas de suero de leche expone los
residuos hidréfobos de los aminodcidos y facilita la habilidad de la proteina de
orientarse en la interfase aire/agua.

Si el solvente acuoso tiende a eliminar de su seno a aquellos grupos no polares con los
que su interaccién requeriria gran cantidad de energia, forzandolos a un arreglo tal que
los situe lejos del solvente en el interior de la molécula proteica, el pH acido provoca
ese desenvolvimiento de la proteina causando que los grupos no polares se orienten a la
fase discontinta y los aminoacidos polares se reorienten hacia la fase continua.
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Gréfica 6.- Presion superficial en funcion de la concentracion de suero de leche, pH
5(rojo) y pH 9 (azul)

En la grafica 6 se muestra la presion interfacial de suero de leche a dos distintos valores
de pH en funcion de la concentracion, a pH acido se tienen presiones interfaciales
mayores en contraste que a pH 9, en concentraciones < 0.4 % en peso, la proteina de
suero de leche presenta grupos que se pueden protonar minimizando las interacciones
entre si desplegandose la estructura terciaria que tiene la beta B-lactoglobulina
existiendo mayores posibilidades de ocupar un &rea superficial. Se reporta que los
aminoacidos de que estd compuesta la proteina de concentrado de suero de leche
adoptan una conformacion de lazo en la interface y esto ocasiona que haya una
condensacion en la superficie, y a presiones grandes se desplacen a la fase de bulto y
que se colapse en un punto, que es la saturacién de la monocapa o presion de superficial
critica, (Cornec, Kim, Narsimhan, 2001) y (Mackie y colaboradores, 1999). Por otra
parte el comportamiento del suero de leche dispersas en pH alcalino presenta bajas
presiones superficiales y va ascendiendo conforme aumenta la concentracion.
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Gréfica 7.- Trabajo de cohesion en funcion de la concentracion de proteina de suero de
leche, pH 5 (rojo) y pH 9 (azul).

En la gréafica 7 se muestran mayores trabajos cohesivos en la interfase aire-agua de la
proteina de suero de leche dispersa en pH alcalino es decir se necesita mayor trabajo
para separar las moléculas del liquido que se esta extendiendo en la superficie y ese
trabajo se veré reflejado en la suma de energia libre de Gibbs siendo mas elevado, y por
ende no cumplird su funcion superficial la cual es el abatimiento de la tensién
superficial. Esta variable podria reflejar la interaccion con la fase acuosa en la interfase
(Aire/Agua), la interaccion cohesiva con las moléculas de agua (Gunasekaran, 2006).
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Gréfica 8.- Concentracion superficial en funcion de la concentracién de proteina de
suero lacteo, pH 5 (rojo) y pH 9 (azul).

(59]



Determinacién de pardmetros termodindmicos y cinéticos de tres proteinas adsorbidas en la interfase
(liquido-liquido)

En la grafica 8 se muestra que la maxima concentracion en la disolucion de un soluto
adsorbible es a una concentracion de 0.7 % en peso de concentrado de suero lacteo, de
acuerdo a las curvas de valoracion acido-base de la B-lactoglobulina, parece que las tres
variantes tienen dos grupos B ¢ y COOH donde el pKa de ionizacion esta modificado
(Camino, 2010). Es decir, presenta la maxima acumulacion de moléculas en la interfase
aire/agua ya que solubiliza cuando esta distante de su punto isoeléctrico. Considerando
un hipotético equilibrio entre soluto-disolvente, ya que esta influenciado por la
acumulacién de las moléculas del soluto que depende a su vez de la concentracion, del
estado de desplegamiento y su estado de asociacion (microestructual).

Por otra parte en condiciones acidas el concentrado de suero lacteo presenta 3.6499 E™
moléculas/cm?, cantidad quiz& insignificante en comparacién de la concentracion
superficial en medio basico, pero cabe recordar que a ésta concentracion superficial
muestra un abatimiento de la tension superficial de 10 dinas/cm menos que la dispersion
en medio alcalino.
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Determinacion de parametros termodinamicos de proteina de soya
hidrolizada dispersa en medio basico pH 9 y medio &cido pH 5.
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Gréfica 9.- Tensidn interfacial en funcidn de la concentracion de proteina de soya
hidrolizada, pH 9 (rojo) y pH 5 (azul)

En la grafica 9 se muestra que a pH alcalino presenta la proteina de soya una actividad
superficial positiva hasta la concentracion de 0.6 % en peso, en estas concentraciones
empieza a existir una acumulacion de moléculas en la interfase ocasionando el aumento
de la tension interfacial, caso contrario, en medio acido la dispersion de proteina de soya
hidrolizada, donde a la misma concentracién inicia la actividad positiva interfacial.

En primera estancia la desnaturalizacion de la B-conglicinina en medio &cido provocado
por la protonacién de las cargas de leucina, asparagina que impiden la formacion de una
interaccidn electrostatica, ocasionando la repulsion de estos compuestos y originando
que la estructura cuaternaria se desdoble mostrando los grupos hidrofobos terminales
tales como; leucina, fenilalanina y leucina orientados a la fase discontinua del sistema y
produciendo el descenso de la energia interfacial aunado a su bajo peso molecular -
140000-175000 Da- existe mas probabilidad de desenvolvimiento facilitando la
exposicion de dichos grupos de aminoacidos. Por otra parte se muestra en la grafica, dos
puntos de interseccion en ambos sistemas, esto es atribuible a la glicinina que se disocia
facilmente en sus subunidades, con baja fuerza ionica (0.01) a pH acido 6 alcalino, esta
destabilizacion se logra por un aumento de la hidrofobicidad superficial de las
subunidades (Euston y col, 2009), que favorecen asi las interacciones hidréfobas entre
subunidades 6 bien por una neutralizacion de los grupos cargados por los iones salinos
(Na" y CI), por ejemplo, con descenso de las repulsiones electrostaticas entre
subunidades. (Cheftel, 1989).
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Gréfica 10.- Presion superficial en funcién de la concentracion de proteina de soya
hidrolizada pH 9(rojo) y pH 5 (azul).

El establecimiento de uniones covalentes entre residuos de cisteina limita el numero de
estructuras posibles y contribuye a su estabilizacion, asi las moléculas proteicas que
contengan de cinco a siete uniones disulfuro, son acusadamente estables, caracteristicas
que no posee esta proteina ya que cuenta con 23 uniones disulfuro presentando mas
sensibilidad frente a una desnaturalizacion irreversible que esta en funcion del pH del
sistema ya que rompe las interacciones o enlaces que establecen las estructuras terciaria
y cuaternaria, ahora bien la presion interfacial es definida como una medida directa del
cambio de la actividad termodinamica de las moléculas en la interfase, pudiendo afirmar
que existe la mayor actividad interfacial de la proteina de soya en un medio béasico a una
concentracion del 0.6 % en peso, lo mismo que ocurre a la maxima concentracion de
proteina empero disperso en medio acido. Debido a la naturaleza anfifilica de la
proteina ésta quedara en la interfaz una vez haya expuesto los grupos hidréfobos hacia
la fase discontinua y los grupos polares hacia la fase acuosa formando lo que se
denomina una monocapa, una vez hecho esto, se trata de comprimir lentamente la
superficie, de manera que la concentracion superficial aumenta paulatinamente, la
ocupacion de una area superficial, se traduce en un aumento en la presion interfacial.

[62]



Determinacién de pardmetros termodindmicos y cinéticos de tres proteinas adsorbidas en la interfase

(liquido-liquido)
150
145 B pHo
140 !\ ‘-pHé——
135

130 \ | \
AR N
o LTI N L=

o e <
105 N T Y

~—

Trabajo de cohesién (dinas/cm)

100
95

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracion de proteina de soya hidrolizada [g/g]

Gréfica 11.- Trabajo de cohesion en funcidn de la concentracion de proteina de soya
hidrolizada, pH 9 (rojo) y pH 5 (azul)

Si el solvente acuoso tiende a eliminar de su seno a aquellos grupos no polares con los
que su interaccion requeriria gran cantidad de energia, forzandolos a un arreglo tal que
los sitie lejos del solvente en el interior de la molécula proteica con estructura
cuaternaria o terciaria, el pH acarrea modificaciones importantes en la conformacién
bosquejados en la grafica 10, por cambios en la ionizacién de las cadenas laterales
cargadas negativamente porque se afecta el nimero de los puentes salinos que
estabilizan la estructura nativa, iniciando una reaccion en cadena de destabilizacion de
la macromolécula, esto se puede traducir en el descenso del trabajo de cohesion que
ejercen aminoacidos como leucina, alanina y valina se exponen hacia la fase discontinua
y aminoacidos con caracter polar orientados hacia la fase continua formando la
monocapa en la interfase.

La proteina de soya posee caracteristicas anfifilicas que muestra que a bajas
concentraciones las moléculas tienen una afinidad con el disolvente en condiciones
acidas, pero al aumentar la concentracion, particularmente a la concentracion de 0.6 %
en peso, muestra que se haya mayor probabilidad de existencia de aminoacidos laterales
terminales no polares que migraran hacia la interfase como lo son glicininas,
fenilananinas, leucinas e isoleucinas formandose una monocapa mas rigida en la
interfase y por consecuencia se tiene menor energia de cohesién que ejerce en la
interfase.
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Graéfica 12.- Concentracion superficial en funcion de la concentracion de proteina de
soya hidrolizada, pH 9 (rojo) y pH 5 (azdl).

En la grafica 12 se muestra una confluencia de actividades superficiales —concentracion
superficial — en la concentracion de 0.56 % en peso, la cantidad de moles de proteina de
soya hidrolizado concentrados en la interfase es de 7.8744E™ moléculas/cm?,
confirmando que a estas concentraciones posee la proteina una cualidad anfétera. Al
aumentar la concentracion a partir de la confluencia que existid en los distintos medios
de pH, se observa que existe en medio acido los mondmeros de la proteina pueden
apreciablemente crear mayores contactos con la interfase, ya que las fuerzas son lo
suficientemente fuertes para que estas migren a la superficie, con el consecuente
recubrimiento en la interfase, en otras palabras existe adsorcion con alta afinidad.
Cuando las macromoléculas que se adsorben de forma irreversible en la superficie, las
particulas coloidales afectan fuertemente la estabilidad, a altos recubrimientos
superficiales forman peliculas viscosas, que los efectos estéricos impiden floculacién y
confieren resistencia a la coalescencia por lo tanto conducen a un incremento en la
estabilidad de un sistema superficial — emulsiones y espumas (Camino, 2010).

La ecuacion de Gibbs muestra que la tension superficial sera menor cuando mayor sea
la concentracion en la disolucién de un soluto adsorbible, pero no indica la relacién que
existe entre la tension superficial, presion superficial y la concentracion superficial con
la concentracion de la solucién, ya que las proteinas al estar presentes en medios
alcalinos o acidos muestran demasiadas diferencias.

La habilidad de las moléculas de un tensioactivo en evitar las interacciones directas
entre los liquidos inmiscibles esta gobernada por el empaquetamiento Optimo en la
interface, que dependera de la estructura de la proteina, al igual que la conformacion
que adoptan cuando ocurre en la desnaturalizaciéon informacién que se obtiene a partir
del estudio termodinamico de fenémenos superficiales.
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Estudio cinético de adsorcion de caseinato de sodio en medio
alcalino.

Las condiciones idoneas donde se presento mayor actividad superficial del caseinato de
sodio fueron:

Tabla 15. Concentraciones idoneas de caseinato de sodio que presentaron mayor
actividad superficial.

0.7 8
0.6 9

Primeramente se muestra el comportamiento cinético de adsorcion de caseinato de sodio
graficando las variaciones de la presion interfacial en funcion del tiempo, hasta llegar a
un punto de equilibrio o seudo- equilibrio.
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Gréfica 13. Cinética de adsorcién de caseinato de sodio en funcion del pH 9 (rojo) y pH
8 (azul).

En la interfase aire/agua, las isotermas m-0 no fueron sigmoideas y no se observa
ninguna inflexion aparente en la presion interfacial hasta haber transcurrido cuatro horas
del proceso de adsorcion, sugiriendo que no ocurre cambio estructural aparente en la
estructura en ese lapso de tiempo, sin embargo en condiciones donde hay méas [OH],
existe mas posibilidad de neutralizar las cargas positivas de los aminoacidos de la
cadena lateral y por lo tanto un reacomodo rapido de las moléculas formando filas de
moléculas adsorbidas en la interfase con el consiguiente abatimiento de la tension
interfacial ocupando una mayor &rea superficial en un lapso de dos horas de haber
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transcurrido el proceso de adsorcion, cuando a condiciones menos basicas el descenso
de la tension superficial ocurre en cuatro horas.
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Gréfica 14. Cinética del trabajo cohesion que ejerce el caseinato de sodio en la interfase
en funcion de pH 8 (azul) y pH 9 (rojo).

Las moléculas proteinicas de caseinato de sodio migran mas rapidamente del seno de la
dispersion hacia la interfase en un medio mas basico -pH 9-, atribuyéndolo a su bajo
peso molecular y a la estructura secundaria, aunado que al haber mas cantidad de iones
hidréxido que ionizan rapidamente las cadenas laterales cargadas negativamente como
alanina, isoleusina entre otros aminoacidos no polares, provocando asi una repulsion,
con el respectivo aumento en la entropia superficial y de esta manera la proteina se
distribuye al azar, provocando que se sitden los grupos hidréfobos en la interfase y los
grupos polares se orienten con el solvente mas rapidamente, transcurridas tres horas las
moléculas acumuladas en la interfase migran hacia el seno de la dispersion
acumulandose en esta zona que provoca la disminucion de la cantidad de moléculas en
la interfase con el consecuente aumento de energia cohesiva en la interfase, por lo que
aumenta la tension superficial perdiendo asi la actividad superficial el caseinato de
sodio.

Por otro lado en condiciones menos bésicas -pH 8-, el descenso de la energia cohesiva
en la interfase ocurre después de cuatro horas del proceso cinético de adsorcion, debido
a que existen menos fuerzas ionizadoras en las cadenas laterales de los aminoacidos no
polares, por lo tanto el proceso cinético de adsorcion se rige por la difusion de
moléculas de caseinato de sodio a la interfase seguido por una etapa mas lenta y
controlada por la penetracion, desplegamiento y reordenamiento de las moléculas
adsorbidas y de esta manera provoca una mayor disminucion de la energia cohesiva,
reflejandose en el descenso de la tension superficial.
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Ahora bien, para observar como influye el pH en el abatimiento de la tensién
superficial, se disperso el caseinato de sodio en agua desionizada en condiciones neutras
de pH, la disminucion maxima de la tension superficial fue de 47 dinas/cm transcurridas
veinticuatro horas del proceso de adsorcion, cuando en condiciones basicas -pH 8- fue
de 39 dinas/cm en un lapso de cuatro horas, posteriormente una cantidad de moléculas
migraron al seno de la dispersion llegando a un pseudo-equilibrio después de seis horas
presentando una tension superficial de 42 dinas/cm.

Estudio cinético de adsorcion de proteina de suero lacteo en medio
acido (pH 5) y medio basico (pH 9).

En el estudio dindmico de adsorcion de proteina de suero lacteo se implementaron las
concentraciones donde se mostro mayor cantidad de moléculas acumuladas en la
interfase, actividad que se desarrollo en el objetivo particular uno.

Tabla 16. Concentraciones idoneas de proteina de suero lacteo que presentaron mayor
actividad superficial.
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Gréfica 15. Cinética de adsorcién de proteina de suero lacteo en funcion del pH 5 (rojo)
y pH 9 (azul).

Cuando el pH es mayor a siete, ocurren cambios conformacionales caracterizados por
un aumento en la reactividad del grupo carbonilo oculto, el grupo tiol libre en Cisteina
121 y en el residuo de Tirosina. Por lo tanto la disociacion del dimero en monémeros de
B-lactoglobulina podria reducir la actividad del grupo tiol libre al quedar ocultos en el
interior de las moléculas asociadas, segun la conformacion, el grupo tiol estaria mas o
menos accesible y podria participar en los intercambios de uniones disulfuro, que
condicionan numerosas caracteristicas y en particular la solubilidad (Philips y col,
1994), entonces en la grafica 15 se bosqueja que las moléculas de suero lacteo se van
acumulando en la superficie mas rapidamente presentando mayores presiones
interfaciales, es apreciable que el proceso es espontaneo ya que ocurre en el intervalo en
que se inicia el proceso de dispersion de la proteina en medio béasico, después de
transcurrir una hora del proceso de adsorcion, una fraccion de las moléculas proteicas
descienden al seno de la dispersion, debido a la solubilidad que presenta en este sistema,
trayendo como consecuencia una disminucion en la presion interfacial.

Por otro lado en medio acido las moléculas de suero lacteo estan presentes como
dimeros, entonces tiene un peso molecular mayor en comparacion de si las moléculas
estuvieran dispersas en medio basico, siendo el proceso de difusion mas lento, asi como
también la penetracién y reorganizacion de las moléculas en la interfase,
manifestandose en bajas presiones superficiales y asi perder su actividad superficial
conforme transcurre el tiempo.
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Gréfica 16. Cinética del trabajo cohesion que ejerce la proteina de suero lacteo en la
interfase en funcién de pH 5 (azul) y pH 9 (rojo).

La B-lactoglobulina bovina existe generalmente como dimero a 25 °C entre pH 5y 7.5
(Mckenzie, 1971). Esta asociacion entre monomeros de B-lg se debe a interacciones
electrostaticas entre los residuos Asp 130 y Glu 134 con los residuos de lisina en la
molécula vecina. A pH cercanos a cinco se producen una transicion mediante la cual la
proteina se asocia en octdmeros, en esta forma esta presente en un rango de pH de tres a
cinco aproximadamente (Relkin, 1996). Esta asociacion que se da entre las moléculas de
proteina en diferentes condiciones del medio afecta la estabilidad de la misma frente a la
desnaturalizacion ya que limita la exposicion de grupos ocultos (disulfuro y tiol) en las
zonas de unién de las moléculas y la consiguiente formacion de enlaces covalentes entre
las moléculas parcialmente desplegadas, el reordenamiento de las moléculas adsorbidas
en la superficie puede ser retardado por los lentos reordenamientos moleculares,
formacién de complejos y formacion de una estructura tridimensional (Lucassen-
Reynders, 1993), como consecuencia traera que en la acopio de las moléculas en la
interfase provocara mayores energias cohesivas, expulsando una parte de las moléculas
hacia el seno de la dispersion.

Por otro lado en la dispersion de la proteina de suero lacteo en medio basico las energias
cohesivas son minimas en el instante que inicia la adsorcion, ya que la difusion de las
moléculas es mas rapido porque se estan transportando moléculas de menor peso
molecular y una configuracion mas sencillas que facilita la penetracion y el
reacomodamiento molecular en la superficie, por lo tanto la méaxima cantidad de
moléculas adsorbidas indica que probablemente el &rea minima a la cual pueden llegar
con la compresion sin que la pelicula se rompa, este fendbmeno se observa en la grafica
dieciséis que al transcurrir una hora del proceso la superficie se condensa por lo que el
resto de las moléculas se situan en el seno de la dispersion provocando un aumento en el

[69]



Determinacién de pardmetros termodindmicos y cinéticos de tres proteinas adsorbidas en la interfase
(liquido-liquido)

trabajo de cohesion, fendmeno desfavorable para la adsorcion de moléculas perdiendo
asi la funcionalidad superficial las proteinas de de suero lacteo.

Estudio cinético de adsorcidn de proteina de soya hidrolizable (pH 5)
y medio basico (pH 9).

Y por ultimo y no menos importante, se muestran los resultados del proceso cinético de
adsorcion de moléculas de proteina de soya hidrolizada datos obtenidos en el objetivo
particular uno, donde se obtienen las concentraciones adecuadas para ser empleadas
como agente reductor de la tension superificial, estas concentraciones dispersadas en

distintos pH son:

Tabla 17. Concentraciones idoneas de proteina de soya que presentaron mayor actividad

superficial.
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Gréfica 17. Cinética de adsorcion de proteina de soya hidrolizada en funcion del pH 5
(rojo) y pH 9 (azul).

En la adsorciéon de proteina de soya hidrolizada, los serpentines tridimensionales se
desdoblan, causando un apreciable aumento de presion interfacial en la superficie al
comienzo del proceso en condiciones basicas -pH 9-, pero al continuar la adsorcién de
las moléculas proteicas éstas migraran hacia el seno de la dispersion, habiendo menos
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moléculas localizadas en la superficie con la consiguiente aumento de la tension
superficial. Por otro lado en condiciones &cidas las moléculas proteicas de soya, el
proceso de induccion es bosquejado en la grafica 17, donde transcurrida una hora del
proceso la proteina empieza a desorganizarse, desplegarse para que acusadamente
penetre en la interface, fendbmeno que ocurre en dos horas después del inicio del proceso
de adsorcion, pero estas moléculas empiezan a descender al seno de la dispersion,
minimizando el contenido de moléculas acumuladas en la superficie perdiendo toda
actividad superficial.
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Gréafica 18. Cinética del trabajo cohesidn que ejerce la proteina de soya hidrolizada en la
interfase en funcion de pH 5 (rojo) y pH 9 (azul).

La estructura cuaternaria que presenta la B-conglicinina es factor imperante en la
cinética de adsorcion, como se puede apreciar en la grafica 18, donde al principio de la
adsorcion las moléculas no se desdoblan del todo, suponiendo que cuando las moléculas
de la proteina de soya migraran hacia la interfase por medio de difusion estas adoptan
formas de lazos y colas en dicha area superficial no ocupandola en su totalidad por lo
que se traduce en bajas energias cohesivas en los primeros instantes del proceso cinético
de adsorcion en medio acido, mientras tanto al transcurrir el tiempo estas moléculas no
se desdoblan en su totalidad ocasionando que la mayoria se sitlen en el seno de la
dispersion, y las pocas moléculas que se encuentran en la interfase interactden
ocasionando fuerzas cohesivas mayores.

Por otro lado en medio béasico las moléculas proteicas se difunden hacia la interfase,
situandose estas particulas en la interfase empiezan a desplegarse no en su totalidad ya
que se minimiza el trabajo cohesivo de las moléculas que ejercen en la interfase en un
lapso de dos horas después de haber iniciado el proceso considerando que se siguen
adoptando formas de lazo, colas y también de filas en la superficie, pero no es suficiente
para gque siga abatiendo la energia cohesiva existente, sugiriendo que las moléculas
anfifilicas estan situadas en el seno de la dispersion, provocando que conforme pasa el
tiempo las fuerzas cohesivas sean mas grandes y por lo tanto la proteina de soya
carecera de funcionalidad superficial.
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Conclusiones

Se ha demostrado que las proteinas con una actividad de superficie apropiada para fines
tecnoldgicos deberan poseer tres atributos:

e Adsorberse rapidamente en la interfase.

e Conocer la disponibilidad de un tensoactivo para adsorberse.

e Capacidad, una vez situadas y orientadas en la interfase, de interaccionar con las
moléculas vecinas y formar una pelicula viscoelastica fuerte, que soporte los
movimientos mecanicos y térmicos.

El estudio termodinamico y cinético de adsorcion de proteinas en la interfase; muestran
que las diferencias en actividad superficial estan primordialmente relacionadas con las
que se dan en la conformacién proteica.

El caseinato de sodio presenta una alta flexibilidad estructural que hace que sea
resistente a cambios estructurales, observando; que adopta conformaciones estructurales
para que pueda situarse en la superficie, predominando en mayor cantidad de moléculas
adsorbidas (3.8413 E'® moléculas/cm?) a la concentracion de 0.7 % en peso, limite el
cual puede informar de una posible condensacién de las moléculas de caseinato de sodio
en la superficie de un medio alcalino (pH 8), también se puede uno percatar que a esta
concentracion de soluto la energia cohesiva existente en esa interfase es minima,
favoreciendo una tension superficial menor, pero no hay suficientes cargas negativas
para que puedan ocasionar una reorganizacion rapida para que la estructura secundaria
que tiene el caseinato de sodio se adsorba en la interfase ya que tienen que transcurrir
cuatro horas para que se sitlen las moléculas necesarias que provoquen un abatimiento
marcado de la tension superficial, fendmeno contrario que se observé cuando se tiene un
potencial de iones hidréxido [OH7] alto (pH 9), donde la maxima presion interfacial se
alcanza al trascurrir dos horas del proceso cinético empero se tienen en la superficie
(2.386 E*® moléculas/cm?®) a una concentracion de proteina de 0.6 % en peso.

Se hizo menciéon de los antecedentes referentes a las caracteristicas quimicas y
estructurales del suero lacteo, la - lactoglobulina es la proteina que se encuentra en
mayor proporcion por lo tanto rige la funcionalidad, al adsorberse ésta estructura
globular en medio neutro en una cantidad de soluto de 0.3 % en peso, se observé que el
descenso de la tension superficial fue de 53.4 dinas/cm, cuando la proteina se disperso
en medio alcalino presenta las caracteristicas de un surfactante —la actividad superficial
es positiva-, es decir; conforme aumente la cantidad de soluto en el sistema disminuira
la tension superficial observando que a la concentracion maxima (1.0 por ciento en
peso) que se fijo como estudio, la reduccion de dicha magnitud fue de 52.9 dinas/cm,
empero a estas concentraciones de soluto la interfase se encuentra sobresaturada,
informacidn que se obtiene de la grafica 8 mostrando que a una concentracién de 0.7 %
en peso se encuentran las méaximas posibles moléculas (5.19 E* moléculas/cm?)
proteicas acumuladas en la interfase.
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En el proceso cinético de adsorcion de las moléculas proteicas lacteas la penetracion y
reorganizacion en la superficie es en los primeros instantes del fendmeno fisicoquimico,
donde en medio basico las energias cohesivas que se generan en la superficie son
minimas (81.46 dinas/cm) en comparacion cuando se dispersa en medio &cido (98.73
dinas/cm) suponiendo que en ambos casos la superficie se encuentra saturada trayendo
como consecuencias que las moléculas lacteas se dirijan al seno de la dispersion y las
moléculas existentes en la superficie interaccionen entre si provocando que aumente el
trabajo de cohesion en la superficie conforme transcurre el tiempo.

Por otro lado, se sabe que al dispersarse las moléculas proteicas lacteas en medio acido
préximos al punto isoeléctrico, muchas moléculas precipitan, pero otras formaran
agregados en la interfase en bajas concentracion, refiriéndose a las concentraciones de
soluto de proteina de 0.1-0.4 % en peso que presentan una actividad superficial positiva
pero al aumentar la concentracion los agregados no lograran adsorberse, por lo que
muchas moléculas se localizaran en el seno de la dispersién, estd modificacion que
provoca el ambiente acido indujo que a la concentracién de 0.3 % en peso ocasionase
que el descenso de la tensién superficial llegara hasta 49.36 dinas/cm, pero contrastando
la adsorcion de moléculas a ésta concentracion se observd que hay muy pocas
moléculas concentradas en la interfase (8.5388E® moléculas/cm?), sugiriendo que ésta
pelicula sera delgada, proclive a no ser resistente ante esfuerzos mecanicos 0 térmicos.

La proteina de soya mostro una sensibilidad a la desnaturalizacion con acidos 6 bases
peculiar, porque al dispersar estas moléculas de B-conglicinina que posee una estructura
cuaternaria, se difunde hacia la superficie en un medio alcalino ¢ 4&cido
espontaneamente, atribuido a su bajo peso molecular, de este modo la penetracion en la
superficie es inmediata por lo que la reorganizacion y restructuracion de la proteina
dependié del medio acuoso y de la concentracién. La maxima cantidad de moléculas
adsorbidas en la superficie (10.022 E'® moléculas/cm?) fue en medio 4cido a la
concentracion de 0.74 % en peso, cuando en medio basico a la misma concentracion no
hay moléculas en la superficie mas bien se encuentran en el centro de la solucion
desempefiando el rol de retenedor de agua y no como un agente superficial.

Se hace mencion que la concentracion influyd en la adsorcion, porque se determino que
a la concentracion de 0.6 % en peso en medio basico es el limite superior en el cual se
puede emplear la proteina con fines superficiales pero en medio acido la proteina se
comporta contrariamente.

(73]



Determinacién de pardmetros termodindmicos y cinéticos de tres proteinas adsorbidas en la interfase

(liquido-liquido)

Recomendaciones

Es imprescindible hacer mencion de algunas inquietudes que se vislumbraron en el
desarrollo de este estudio y por lo tanto se realizan algunas sugerencias para profundizar
en el tema de fendmenos superficiales que es un universo coloidal.

>

Desarrollar un estudio termodindmico, empleando ecuaciones como la de exceso
de soluto de Gibbs, correlaciones numéricas, donde transmite informacién
concerniente de las cualidades y capacidades de un soluto al adsorberse,
fendmeno que se tiene que desarrollar para la formacién de espumas y
emulsiones.

Buscar alternativas de la medicion de la tension superficial ya que en los Gltimos
afios se han desarrollado metodologias mas modernas: balanzas para peliculas de
tipo langmuir donde se pueden estudiar procesos de relajacion y dilatacion por
aplicacion de ciclos comprension/ expansion, por mediciones dindmicas de
presion superficial y area interfacial ( Rodriguez Nié y col., 1998).

La concentracion superficial es un pardmetro de suma importancia, la estimacion
que se obtiene por la ecuacion de Gibbs es de ayuda para minimizar la
incertidumbre de cuénta cantidad es la necesaria para una Optima actividad
superficial, técnicas como los marcadores radioactivos (Hunter y col., 1991),
incluyendo elipsometria (Graham y Phillips, 1979); FRAP (flouresncence
recovery after photobleaching) donde se detrmina por difusién con marcadores
isotermas de adsorcion (n-I'), caracteristicas de drenado y de angostamiento de
la pelicula.

Conocer el espesor de la pelicula.

Explorar todas las posibles formas de modificar a las proteinas.

De igual forma se sugiere que las concentraciones donde se presento la mayor
cantidad de moléculas adsorbidas con el subsecuente abatimiento de la tensién
superficial y a la velocidad a la que se lleva a cabo dicho proceso, se apliquen a

sistemas como espumas y emulsiones profundizando en la formacion y
estabilizacion de dichos sistemas.
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Glosario

Adhesidn. Atraccion molecular entre superficies de cuerpos distintos puestos en
contacto.

Alifatico. Compuesto organico aciclico con estructura molecular en cadena abierta.

Anfipatica o anfifilico. Relativo a unamoléculaque posee dos extremos con
caracteristicas diferentes, como puede ser un detergente, que tiene un extremo polar
(hidrofilico) y un extremo no polar (hidrofébico), pero cuya longitud es suficiente
como paraque cada uno de los extremos manifieste sus propias caracteristicas
de solubilidad.

Coalescencia. Es la posibilidad de dos 0 mas materiales de unirse en un Unico cuerpo.
Las fuerzas o mecanismos se refieren tanto a las fuerzas creadas por las fuerzas
intermoleculares, los enlaces quimicos, asi como mecanismos de anclaje mediante
rugosidad, adsorcion y difusion.

Cohesion. Fuerza que actla entre las moléculas de un cuerpo y que hace que estas se
mantengan unidas

Efecto hidrofobico. Cuando la molécula en cuestién no es capaz de interaccionar con
las moléculas de agua ni por interacciones ion-dipolo ni mediante puentes de hidrégeno.
Tal es el caso de los hidrocarburos saturados. En esta situacion las moléculas de agua
en la vecindad del hidrocarburo se orientan y se asocian formando una estructura
parecida al hielo, creAndose una especie de jaula de moléculas de agua alrededor de la
molécula hidrofébica. Esta estructura se conoce como clatrato.

Estérico. Es un impedimento descrito en la quimica organica causado por la influencia
de un grupo funcional de una molécula en el curso de una reaccion quimica. También se
produce este efecto cuando un grupo sustituyente interacciona con 4&tomos o grupos de
atomos de la cadena en la que se incluye modificando alguna de sus caracteristicas,
como el punto de ebullicion.

Error de paralaje. Es la desviacién angular de la posicién aparente de un objeto,
dependiendo del punto de vista elegido. Se denomina asi a la diferencia de posicién de
una linea, dependiendo del angulo desde donde se le observa o traza.

Floculacion. Es la aglomeracion de particulas desestabilizadas en microfloculos y
después en los floculos mas grandes que tienden a depositarse en el fondo de los
recipientes construidos para este fin, denominados sedimentadores.

Hidrofobo. El término se aplica a aquellas sustancias que son repelidas por el agua, o
que no se pueden mezclar con el agua.
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Hidrofilo. Es el comportamiento de toda particula (o molécula, mas precisamente) que
tiene afinidad por el agua. En una solucion o coloide, las particulas hidrofilas tienden a
acercarse y mantener contacto con el agua.

Hidrofobicidad. La magnitud de la interaccion hidréfoba se suele expresar en términos
de la energia libre de transferencia, AGy, de moléculas no polares desde los estados
gaseoso, liquido o sélido a agua liquida.

Miscela. Al conjunto de moléculas que constituye una de las fases de los coloides. En
disoluciones acuosas las moléculas anfifilicas forman micelas en las que los grupos
polares estan en la superficie y las partes apolares quedan inmersas en el interior de la
micela en una disposicion que elimina los contactos desfavorables entre el agua y las
zonas hidréfobas y permite la solvatacion de los grupos de las cadenas polares. En otro
tipo de medios, las moléculas anfifilicas se pueden organizar como micelas inversas.

Monocapa. Son peliculas monomoleculares de sustancias de caracter anfifilico que se
disponen en interfases. Es una sola capa de atomos o moléculas estrechamente
empaquetados.

Sinéresis. Es la separacién de las fases que componen una suspension o mezcla. Es
la extraccion o expulsién de un liquido de un gel, por lo que el gel pasa de ser una
sustancia homogénea a una segregacion de componentes solidos separados y contenidos
en la fase liquida.
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ANexos

Anexo 1
Para complementar el estudio, se adjunta el fundamento y cémo se empleo del
tensiometro de Du Nodly.

La tension superficial (y) se presenta en las interfases y se define como la energia
necesaria para la expansion de la superficie por unidad de &rea y actda como una fuerza
perpendicular a la superficie del liquido que se dirige hacia el seno de este. La tension
superficial en una interfase liquido-gas, se debe a que las fuerzas de atraccion
intermoleculares que afectan a cada molécula son diferentes en el interior del liquido y
en la superficie. Asi, en el seno de un liquido a cada molécula esta sometida a fuerzas de
atraccion que en promedio se anulan. Esto permite que la molécula tenga una energia
bastante baja. Sin embargo, en la superficie hay una fuerza neta hacia el interior del
liquido.

En la pagina treinta y uno se hizo mencién de las caracteristicas del dispositivo por lo
que se explica de forma detallada el procedimiento del uso del equipo, haciendo
hincapié que esto se hacia diario y por triplicado.

Espejo de referencia para
la medicion de la tension

superficial

Soporte donde se cuelga

el anillo de Iridio Manija que sirve para

levantar el anillo de la
muestra en estudio.

Plataforma donde se pone

la muestra Lectura de la tensidn
superficial (dinas/cm)
Disco para ajustar la

altura de la muestra

Figura 23. Tensiometro de Du Noly

(81]



Determinacién de pardmetros termodindmicos y cinéticos de tres proteinas adsorbidas en la interfase

(liquido-liquido)

Materiales y reactivos

Materiales

12 Cajas de petri

1 Piseta con agua desionizada facilitada por el laboratorio multidisciplinario de farmacia
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

1 Term6metro

1 probeta de 50 ml

Reactivos

Agua desionizada

Acetona

Etanol

Procedimiento experimental

Manejo del tensiometro

Poner Imagen

1.

En una probeta de 50 ml se miden 45 ml de etanol y se toma lectura de la
temperatura

Se vacia el liquido en estudio en una caja de petri y se coloca en la plataforma
del dispositivo.

Con ayuda de un disco ajustable que se encuentra por debajo de la plataforma
donde se coloca la muestra y con la manija con la que se manipula la aguja que
indica la magnitud de la tension superficial, dicha aguja debe estar localizada en
el punto cero y no debe existir movimiento alguno, en caso de que haya alguna
perturbacion en el medio, esperar a que se mantenga fija como se mencion6 en
la pagina 42 se determino esperar diez minutos y se procedia a la medicion y con
la metodologia que de igual forma se menciono en dicha pagina.

Una vez que la aguja se encuentre intacta, se comienza a manipular la manija y
el disco que se encuentra debajo de la plataforma, manteniendo cuidado que esta
aguja se mantenga en la linea negra que se encuentra en el espejo circular.

Hacer dicha operacion hasta que el anillo se desprenda del liquido y tomar
lectura.

Realizar cuantas veces sean necesarias hasta que los valores coincidan con los
correspondientes a los liquidos de referencia, en caso contrario es necesario
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calibrar el dispositivo por medio del ajuste del pufiito que rige la tension del
alambre de torsion.

7. Realizar medidas estadisticas como desviacién estandar y coeficientes de
variacion considerando como un 5 por ciento como limite estadistico donde los
datos son confiables.

Anexo 2
Célculos estequimétricos para la elaboracion de los reactivos amortiguadores que se
hicieron por medio de la ecuacion de Henderson Hasselback (Ayres, 1977).

Las soluciones amortiguadoras son soluciones de acidos, HA, o bases débiles con sales,
NaA, de estos electrolitos, que tienen un idn comdn y poseen la propiedad de mantener
el pH de las soluciones mas o menos constantes a pesar de adiciones de cantidades
pequefias de acidos o bases fuertes.

El equilibrio involucrado es el del acido o la base débil, en donde la concentracion del
anion comun A, proviene casi exclusivamente de la sal, NaA.

HA=H"+A (Ec.44)

, =M rHeo ] +]E‘H[§]CO5 ) (Ec.45)
H]= Ka'[:A] (Ec.46)
Ka= [égg(j)] (Ec.47)

Ka €s un valor de una constante y, se conoce el pH de la solucién sacando el logaritmo
a la ecuacion que esta igualada a [H] y quedando de la siguiente forma:

pH = pK, +log [A] (Ec.48)

[HA]

Elaboracion de la solucion amortiguadora con pH 9 con NHj; (amoniaco)/NH,CI
(cloruro de amonio)

e Calcular y pesar los gramos de cada reactivo con grado analitico que se
requieren para preparar un litro de disolucion amortiguadora.

NH3 29 % de pureza

pnra= 0.8192 g/mol
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Trabajando estos reactivos con las siguientes concentraciones molares:

0.2 M NH;
0.3 M NH.CI

Realizando las ecuaciones de disociacion:

NH, + H,0 < NH, + H,0 (Ec.49)
NH, + H,0 <> NH, + OH" (Ec.50)

Entonces:

NH5=K,=5.7E'° (Referencia de quimica analitica)

K, 1E™* .
Ky = =57 = LT5E °
[NH;|=0.3
[NH,]=0.2
[H30]= (Ka)[NHZ] — (57E710X03) — 8.55E_10
[NH, ] (0.2)
1.0E* _
loH-]= ((8 ceE 12) ~1.17E°

pH =—log8.55E° = 9.07

Conociendo las concentraciones molares, se obtiene la cantidad de reactivo que se
requiere para preparar un litro de solucion amortiguadora de pH 9.

53.46gNH,Cl

0.3molesNH CI *
1moINH CI

j *11 =16.038gNH ,ClI

0.2molesNH * 250NH, |, | 17.099NH, ), il 11 =10.38ml
1009 ImoINH, 0.8192gNH,

e Calcular y pesar las cantidades necesarias para preparar un litro de solucion
amortiguadora de pH 5 con los siguientes reactivos acido acético (CH;COOQOH)
con acetato de sodio (CH3COONa)
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Preparar un litro de una solucion 0.1 N de acido acetico, para lo cual se calcularon los

mililitros de la solucién concentrada.

CH3COOH =99.8 %
Densidad = 1.05g/mol

(99.8CH3000H j . (1.059 ) ) (1000m| *lequi — ng 175N
100m| ml 60gCH,COOH

Na =17.5N

Va #17.5N =1000ml *0.1N

Va =6ml

Y por ultimo se calculan los gramos de CH3COONa que se deben afiadir a un litro de
CH3COOH 0.1 M para la solucion reguladora de pH 5.

K,=1.78E7 H*=1E>

K,=H"= Ca
CS
-5
c. =2 " _o18m
1E

0.18M =1l = 0.18mol

0.18mol = 829 _ 14.76gCH,COONa
1mol

Anexo 3

La calibracién de los medidores de pH es un proceso en donde se caracteriza y verifica
el electrodo de medicion, y posteriormente se calibra el potenciémetro y sensor de
temperatura mediante una comparacién directa con un patron de mayor jerarquia
metrologica.

La calibracion se define como el conjunto de operaciones que establecen, en unas
condiciones especificadas, la relacion que existe entre los valores indicados por un
instrumento o sistema de medida, o los valores representados por una medida
materializada y los correspondientes valores conocidos de una magnitud de medida
(BIMP, 1993).
Mantenimiento
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El electrodo es de vidrio que necesita ser inmune a las interferencias de color, turbidez,
material coloidal. La lectura del pH no serd confiable cuando este sucio con grasa o
material organico insoluble en agua.

El electrodo tiene que ser enjuagado con agua desionizada, este no se seca con una
franela, solo se coloca en un papel para que se seque.

Es necesario que sea calibrado periddicamente para asegurar la precision.

Precauciones
e El electrodo siempre tiene que estar humedo.
e No guardarlos o dejarlos todo el tiempo en agua desionizada, ya que este
disolveria a los iones con el bulbo de vidrio y el electrodo se volvera indtil.

Calibracion

Para verificar la calibracidn es necesario tener soluciones amortiguadoras en el intervalo
de pH 4, 7 y 10 y se registran en el potenciometro los valores de potencial
correspondientes en milivoltios a una temperatura ajustada a 20 °C.

Una vez verificado el buen funcionamiento, se conectan los electrodos de vidrio y de
referencia, sumergiéndolo en una solucion amortiguadora de pH 7 atemperada a 20 °C
con una precision de + 0.1 y se realiza la lectura en milivoltios. Posteriormente se
introduce el electrodo en soluciones de referencia de pH 4, 7 y 10, realizando las
lecturas correspondientes en milivoltios.

(86]



	Portada

	Índice

	Resumen

	Introducción

	Marco Teórico

	Metodología Expermiental

	Resultados y Discusiones

	Conclusiones

	Recomendaciones

	Glosario

	Bibliografía

	Anexos


