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FE DE ERRATAS

En diversos puntos del texto se han detectado las siguientes erratas:

PAGINA

DICE

DEBE DECIR

108, ultimo parrafo

.... Agua desde un criostato (Figura
44.). ...

.... Agua desde un criostato (Figura
45). ...

111, ler. parrafo

... intervalo comprendido entre  y 20

LM

... intervalo comprendido entre | y
100 pM. ...

142, Figura 5.6

A) 0,01, B) 0,1 y (C) 1 molitro.

. (A) 0,01, (B) 0,1y (C) 1%en
peso.

153

Tabla 5.4.

Tabla 5.5.

156, pié de pigina

El signo del segundo miembro de la ecuacion (5.2) es positivo.

Figuras 5.9a5.12

El tiempo representado en el eje de abscisa (como 8”) se mide en segundos.

178, 2° parrafo

Con etanol en ¢l medio acuoso (Figura
5.15, curvas 4, 5y 6) .....

Con etanol en el medio acuoso
(Figura 5.15, curvas 2, 3y 4)...

178, 2° parrafo

..... de etanol estudiada M, curva

..... de etanol estudiada (M, curva

180, 1% pdrrafo

.... (Figura 5.15, curvas 2y 3) ...

...(Figura 5.15, curvas 5y 6)....

180, 2° parrafo

... (Figura 5,15, curvas 1, 4, 5y 6) .....

....(Figura 5,15, curvas 1, 2, 3y 4).....

196, Figura 6.7

...interfase aire-disolucion acuosa de
etanol 0,5 M. ...

...interfase aire-disolucién-acugsa de
etanol.

199, Figura 6.8 ...interfase aire-disoluciones acuosas de | ...interfase aire-disoluciones acuosas
sacarosa 0,5 M. ... de sacarosa. ....
202, 2° parrafo .... medio acuoso del 0°1%, en ....medio acuoso del 0°1%, en peso.

volumen. .....

207, apartado (B)

.... La actividad superficial sc reduce

.... La actividad superficial aumenta

207, apartado (C): (1)

.... y reduciendo la actividad superficial

.... Y aumentando 1a actividad
superficial ....

220, ultimo parrafo

.... Tensioactivos sobre interfaces

.... Tensioactivos sobre interfases

237, leyenda de figura
7.2

. 1,64 (simbolos sélidos), 8,21
(simbolos abiertos)

. 1°64 (simbolos abiertos), 8°21
(simbolos sélidos)

250, figura 7.8: A

El simbolo para el module dilatacional superficial de peliculas de
monoestearina esparcidas sobre disolucion acuosa de sacarosa 0’5 M (funcién

creciente. M debe ser: @,

257, 2° parrafo

.... Cuando la sacarosa esta presente en
1a interfase. .....

.... Cuando la sacarosa esta presente
en la subfase. .....

301, figura 7.32: B simbolo V para tg 6 simbolo{ para tg 6
312, figura7.36: B simbolo A para noe. Simbolo V¥ para nw.
313, recuadro incluido | n0 no

en la figura 7.37: A

315, figura 7.38. B
(modulo dilatacional
superficial de
monooleina, a los 60
minutos tras el

Linea superior con simbolos B

Linea superior con simbolo U

esparcimiento)
315, figura 7.38: C Simbolos LI v @, unidos por las lineas | gimbolos O y ®  unidos por las
(pelicula de BSA pura) | discontinuas. ’

lineas discontinuas.

320, 2° parrafo

En estado estacionario (Figural ....

7.41B) ...

En estado estacionario (Figura
7.40B) |

339, ler. parrafo

.... Los indicados en la tabla 4.5.

.... Los indicados en la fabla 4.6.




342, 2° parrafo

... En las figuras 8.2 y 8.3 se muestran, | ...

a titulo de ejemplo, las fotografias de
drenajc  obtenidas con  peliculas
estabilizadas por BSA (0,1%, en peso),
sobre disoluciones acuosas de etanol
IM y de sacarosa 05 M,
respectivamente. En las figuras 8.4, 85
y 8.6 se muestran, a titulo de ejemplo,
las fotografias de la secuencia del
drenaje  obtenidas con peliculas
estabilizadas por la mezcla de BSA y
Tween 20 sobre agua y disoluciones
acuosas de etanol 1 M y de sacarosa 0,5
M, respectivamente.

En las figuras 8.2 a 8.63 se
muestran, a titulo de ejemplo, las
fotografias de drenaje obtenidas con
peliculas estabilizadas por Tween 20,
BSA y sus mezclas sobre disoluciones
acuosas de etanol y de sacarosa, segin
se indica en las tablas 8.1 2 8.3

349, leyenda de figura
852

...y Tween 20 (2 tM).....

...y Tween 20 3 M.

354, tabla 8.2

Etanol 1 M. BSA: 0,1%, en peso. ...
Ver figura 8.2.

Etanol 1 M. BSA: 1.107% %, en peso.

Sacarosa 0,5 M. BSA: 0,1% en peso...
Ver figura 8.3.

Sacarosa 0,5 M. BSA: 1.10% % en
$0... .

Etanol 1 M. BSA: 0,1%, en peso. ...
Ver figura 8.3.1.

Etanol 1 M. BSA: 1.10" %, en peso.
Incluir en tercera columna: Ver figura

832
Sacarosa 0,5 M. BSA: 0,1%en

peso...

Ver figura 8.4.1.

Sacarosa 0,5 M. BSA: 1.102 % en
peso... Incluir en tercera columna: Ver
figura 8.4.2.

355, tabla 8.3

Agua. Tween 20 (10 uM). Ver figura
5.4

Agua. Tween 20 (10 pM). Eliminar:
Ver figura 8.4

362, apartado D)

.... acuosa de etanol 0°5Afes ...,

... acuosa de etanol / Mes ....

362, apartado F)

..... enla Figura8.11, .....

370, 1¥ parrafo

... (tablas 8.1 a 8.3, figuras 8.2y 8.3)

... (tablas 8.1 a 8.3, figuras 8.3.1
832 851y852) ..

370, 2° parrafo

...{figuras 8.2y 8.5, y tablas 8.2 y 8.3).

... de drenaje (Figuras 8.2y 8.5), a
concentraciones de Tween 20
superiores ala ....

... (tablas 8.2y 8.5) ...

... (figuras 8.3.1, 8.3.2,85.1y
8.5.2, ytablas 82y 8.3). .....

... de drenaje (Figuras 8.5.1v8.5.2),
a concentraciones de Tween 20
inferioresala ...

... (tablas 8.2v 8.3) ...

371, 1% parrafo

.... de segregacion (Figuras 8.6.1 vy

.... de segregacion (Figuras 8.3y 8.6)

8.62) ...
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1. INTRODUCCION.

Muchos alimentos son dispersiones complejas tales como emulsiones y
espumas. El principal problema de estos sistemas es su inestabilidad. En ausencia de un
emulsionante las emulsiones y espumas colapsan con el tiempo, dando como resultado
una separacion de las fases. Por esta razdn, las emulsiones y espumas alimentarias
contienen protefnas y tensioactivos de bajo peso molecular (lipidos) como
emulsionantes. Individualmente, los emulsionantes pueden producir dispersiones

estables, pero los alimentos contienen mezclas de ambos tipos de emulsionantes.

Los tensioactivos, debido a su carcter anfifilico, es decir, debido a su afinidad
por las fases oleosa y acuosa, se adsorben y orientan en las interfases fluido-fluido con
el grupo hidrofobico orientado hacia la fase oleosa (en emulsiones) o hacia el aire (en
las espumas), y el grupo hidréfilo orientado hacia la fase acuosa. Esta ordenacion
molecular del tensioactivo en la interfase reduce la tensién interfacial entre las fases y
estabiliza las emulsiones y espumas.

Las protefnas, al ser de caricter anfifilico, actGan como tensioactivos
macromoleculares en la interfase. Estas macromoléculas, ademas de reducir la tension
interfacial, pueden formar una pelicula continua en la interfase por medio de complejas
interacciones intermoleculares, comunicindole una deseable rigidez estructural a la
interfase. El desarrollo de esta pelicula interfacial, con elevada resistencia mecanica,
puede no ser factible en el caso de tensioactivos de bajo peso molecular debido a que

las interacciones intermoleculares son mas débiles.
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El coﬂocimiento de como los diferentes emulsionantes interaccionan en las
interfases aceite-agua o aire-agua, y de como se comportan bajo diferentes condiciones
es de considerable interés practico. Desde un punto de vista cuantitativo, se conoce
muy poco acerca de los mecanismos de las interacciones moleculares lipido-proteina en
la interfase. Las propiedades superficiales de los complejos lipido-proteina -- tales
como caracteristicas estructurales, estabilidad y propiedades mecénicas y dinamicas de
la pelicula -- dependen de los mecanismos de interaccién. Los cambios de
conformacion de las moléculas de proteinas, causados por la formacion de complejos
con los lipidos, afectan a la estructura y a la capacidad de formacion de la pelicula
adsorbida alrededor de las gotitas de aceite o burbujas, que son importantes factores en
la formacién y estabilidad de emulsiones y espumas alimentarias.

Los objetivos del trabajo se han centrado en el estudio de las caracteristicas
dindmicas y estiticas de formacién de una pelicula de proteina (BSA) y de las
interacciones lipido-proteina sobre la interfase entre el aire y un medio acuoso. Se ha
analizado el comportamiento de lipidos soluble (Tween 20) e insolubles (monoestearina
y monooleina) en agua. Como medios acuosos se han usado disoluciones acuosas de
etanol, sacarosa y electrélitos, que simulan formulaciones alimentarias. La temperatura,
la concentracion de proteina en el seno de la fase acuosa (entre 10°% y 1%, en peso),
la concentracion de lipido en el seno de la fase acuosa, o esparcido sobre la interfase, la
relacion lipido-proteina y la composicion dg la fase acuosa, han sido las variables
estudiadas.

La cinética de adsorcion de la proteina y sus interacciones con los lipidos
soluble (Tween 20) e insolubles (monoestearina y monooleina) en agua, sobre la
interfase aire-medio acuoso, se ha determinado a partir de la medida de la tension

superficial en funcién del tiempo de adsorcidn, asi como su valor en estado
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estacionario. Se ha usado el métodb de la placa de Wilhelmy, para la medida de las
propiedades superficiales dinamicas (a tiempos prolongados de adsorcién) y estaticas.
Para el estudio de la etapa inicial de difusién de la proteina hacia la interfase que,
dependiendo de las condiciones de operacion, puede ser la controlante del proceso, se
ha utilizado el método de la gota pendiente.

La existencia de interacciones lipido-lipido, proteina-proteina o lipido-proteina
sobre la interfase puede tener repercusiones sobre las propiedades reologicas de la
pelicula. Es decir, las caracteristicas reologicas superficiales de peliculas de lipidos,
protefnas o de sus mezclas, pueden ser muy sensibles a la existencia de interacciones
entre tales emulsionantes. El estudio de las caracteristicas reoldgicas de las peliculas de
los emulsionantes puros y de sus mezclas, en condiciones de dilatacion-compresion --
médulo dilatacional superficial, componentes elasticas y viscosas y tangente del dngulo
de pérdida -- se ha realizado a partir de los datos obtenidos en una balanza de superficie
especial, que utiliza el método de amortiguacién de una onda superficial.

La coalescencia; es decir, la rotura de la pelicula interfacial que rodea a las
gotitas o burbujas en una emulsién o espuma, respectivamente, depende, no solo de las
caracteristicas estructurales de la pelicula interfacial, sino también del movimiento
relativo de las distintas especies que forman la pelicula interfacial, si bien ambos
fenémenos estdn interrelacionados. 'I;Z‘l movimiento relativo de las moléculas de
emulsionantes que forman la pelicula mterfamal (lipidos y proteinas) se ha determinado
cualitativamente -- a partir de experiencias de drenaje en peliculas delgadas, mediante
microscopia con epi-iluminacién -- y cuantitativamente -- a partir de la determinacién
del coeficiente de difusion superficial, mediante la técnica de recuperaciéon de la
fluorescencia tras el fotoblanqueo (FRAP).
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Del andlisis y discusion de los datos experimentales se concluye que:

(A) La velocidad de adsorcién de BSA sobre la interfase aire-agua (A/W) se
incrementa con la concentracién de BSA en la fase acuosa y con la temperatura. Con
etanol en la subfase se observa la existencia de un periodo de induccion que se atribuye
a la existencia de interacciones BSA-etanol en la interfase y en el seno de la fase. La

velocidad de adsorcion de BSA se incrementa en presencia de sacarosa en la subfase.

(B) La existencia de interacciones lipido-proteina, confirmada a partir de las
experiencias de tensiometria en condiciones dindmicas y en estado estacionario,
depende de la concentracion relativa lipido-proteina y de la composicién del medio
acuoso. En general, las caracteristicas interfaciales de las peliculas mixtas estan
dominadas por la especie de mayor actividad superficial.

(C) Las peliculas de lipidos, BSA y de sus mezclas, sobre los medios acuosos
estudiados, presentan un comportamiento reologico viscoeldstico, practicamente
elastico. El valor del médulo dilatacional superficial depende fundamentalmente del tipo
de emulsionante o emulsionantes, de su concentracion sobre la interfase y de la

composicion del medio acuoso.

(D)  Eldrenaje' de peliculas delgadas es%bilizadas por lipidos es cadtico y rapido,
en contraste con lo que se observa con ;moléculas de proteinas adsorbidas. El
comportamiento de drenaje de sistemas que contienen lipidos y proteinas es intermedio
entre los citados anteriormente. Esto es debido a que las moléculas de lipido pueden

reducir la interacciones proteina-proteina y prevenir la formacién de una pelicula

'En esta Memoria se define el drenaje como el proceso mediante el cual el liquido contenido
entre dos peliculas horizontales de sustancias superficialmente activas fluye, desde el centro hasta
los alrededores, por la succién ejercida por los bordes de Plateau, debida a fuerzas de capilaridad.

6
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viscoelastica, como se confirma a partir de las experiencias reoldgicas. Las
caracteristicas de drenaje de peliculas delgadas dependen también de la composicién de
del medio acuoso. A partir de estos resultados se proponen dos mecanismos de
estabilidad de peliculas delgadas que dependen de la especie que predomina sobre Ia
interfase, el lipido o la proteina.

(E) A partir de las experiencias de difusion superficial se ha podido establecer que
las peliculas estabilizadas por lipidos poseen una gran movilidad superficial, en
contraste con las peliculas estabilizadas por proteinas que, debido a sus caracteristicas
viscoelasticas, poseen un coeficiente de difusion superficial practicamente nulo. Los
datos de difusién superficial en peliculas estabilizadas por mezclas lipido-proteina
permiten deducir una relacién superficial critica de ambos emulsionantes que delimita
las caracteristicas de la pelicula y su estabilidad. Esta relacién critica superficial de

ambos emulsionantes, depende, de nuevo, de la composicion del medio acuoso.
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2. ANTECEDENTES.

El desarrollo de la Ciencia de la Tecnologia de Alimentos durante las tiltimas
décadas estd intimamente relacionada con el uso de agentes de superficie, o
tensioactivos, especialmente en el amplio campo de aplicacion de las emulsiones y
espumas alimentarias. En efecto, uno de los usos mds importantes a considerar para los
tensioactivos dentro del sector industrial, debido principalmente a sus propiedades
emulsionantes y espumantes, es en la industria de la alimentacion (Larsson y Friberg,
1990; Als y Krog, 1991; El-Nokai y Comell, 1991; Sjéblom, 1992; Krog, 1992;
Dickinson y Walstra, 1993). Las emulsiones y espumas constituyen un grupo de
productos industriales cuyo volumen de produccion se ha incrementado enormemente
en los ultimos afios. A la cabeza del grupo se encuentran las emulsiones y espumas
alimentarias seguida de los cosméticos. Aunque los términos emulsion y espuma no son
sindnimos, en el contexto en el que se usan en esta Memoria, pueden utilizarse

El uso de emulsionantes naturales en la industria de la alimentacién es muy
antiguo. De hecho, los emulsionantes estan presentes en muchos de los productos
basicos naturales usados en la alimentacion, tales como huevo, leche, mantequilla, etc.
Es un hecho interesante que la primera emulsion alimentaria que el hombre encuentra
en su vida es probablemente también la mas antigua. Se hace referencia concretamente
a la leche. La vida de los mamiferos comenzd varios millardos de afios después del Big
Bang (de la gran explosion), probablemente hace del orden de unos 100 millones de
afios. Y con los mamiferos lleg6 la leche. En Ia tabla 2.1 se representa una corta (y
obviamente abreviada) historia de las emulsiones alimentarias. La manufactura de
productos alimentarios basados en una emulsién, a escala industrial, data de hace

10



2. ANTECEDENTES

aproximadamente un siglo. Comienza con la produccion de margarina en 1870, seguida
con la comercializacién, a principios de este siglo, de grasas y aceites hidrogenados
(Leadbeter, 1990; Krog, 1992; Dickinson, 1992).

Tabla 2.1. Breve historia de las emulsiones alimentarias y de su estudio.

ALIMENTO FECHA DE
INTRODUCCION

Leche de mamifero S 24100 a-.cf.i:. o
Leche procedente de animales/mantequilla/queso 8500 a.C.
Cremas S. XVI-XVII
Helado 1740
Mayonesa 1845
Margarina 1869
Emulsién S. XVII
Clasificacién de emulsiones 1910
(Wolfgang Ostwald)
Teoria de la estabilidad 1948
coloidal (DLVO)
Microemulsion 1961
(Schulman y Montagne)

A pesar de su larga historia, el estudio cientifico de las emulsiones en general, y
de las emulsiones alimentarias en particular, es un fenémeno relativamente reciente. La

palabra EMULSION data desde los primeros afios del siglo XVII, aunque no

11
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precisamente con la connotacion actual. Sin embargo, la investigacion cientifica en este
campo no posee mas de un siglo de antigiiedad. Por ejemplo, la clasificacion de las
emulsiones como de aceite en agua o de agua en aceite data desde la publicacién de
Wolfgang Ostwald en 1910. Seria mas correcto decir que las primeras bases tedricas
sobre las emulsiones no existian hasta que, después de la Segunda Guerra Mundial, se
desarroll$ la teoria de la doble capa eléctrica, o teoria DLVO como se conoce, en
honor a los cuatro investigadores que la desarrollaron. Incluso mas recientemente,
desde luego, es el concepto de microemulsion que data del trabajo de Schulman y
Montagne en los Anales de la Academia de Ciencia de Nueva York en 1961. El primer
Congreso Mundial sobre emulsiones se celebré en Paris en el afio 1993.

La produccién moderna de productos alimentarios es una consecuencia de los
cambios del estilo de vida que han tenido lugar durante este siglo. Al comienzo del
siglo XIX todos los alimentos eran preparados en casas individuales usando a menudo
materias primas derivadas de la agricultura practicada a nivel familiar. La
industrializacién de nuestra sociedad ha creado una demanda de productos elaborados.
En la actualidad es muy frecuente realizar al menos una comida al dia fuera de nuestra
casa. El consumo de productos semi-elaborados, "snacks" (piscolabis), etc. se ha
incrementado debido a logicas conveniencias. Con el progreso en la tecnologia
alimentaria y el uso de sistemas modernos de transporte y almacenamiento, hoy los
alimentos pueden producirse a gran escala y. glstnbuuse a través de grandes distancias
hasta el consumidor, en el espacio de dias o" incluso de horas. Los requerimientos del
consumidor también han cambiado. El alimento no es considerado solo como una
fuente de energia para ser usada en la supervivencia diaria. En la actualidad, los
aspectos nutricionales relacionados con la salud, junto a la variedad y seguridad son
factores de gran importancia (Krog, 1990; El-Nokaly y Cornell, 1991; Becher, 1991).

12
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La creciente demanda de productos con bajo contenido en grasa y la de
alimentos instantineos han proporcionado una gran demanda de emulsionantes
alimentarios. Las recomendaciones nutricionales, dietéticas y sanitarias han inducido en
el consumidor la necesidad de reducir los niveles de consumo de grasas en los
alimentos. La reduccion de grasa puede conseguirse mediante el uso de pequefios
niveles de emulsionantes, sin cambiar la textura y consistencia del producto (Als y

Krog, 1991).

La produccién moderna de alimentos a escala industrial requiere una avanzada
tecnologia, incluyendo sustancias que ayuden al procesado tales como emulsionantes,
estabilizadores, etc. Por lo tanto, la produccion industrial de alimentos ha creado una
gran demanda de estos aditivos. La funcién de estos ingredientes menores en los
alimentos es facilitar la produccién a gran escala y netamente automatizada de
productos uniformes, con una vida media adecuada a las necesidades de uso, y que
pueda soportar el transporte y almacenamiento, hasta que su consumo tenga lugar.

13
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2.1. COLOIDES ALIMENTARIOS.

Cualquier alimento es un complejo sistema multicomponente y multifisico. Se
pueden distinguir dos tipos de entidades: particulas y macromoléculas (Dickinson,
1987a, 1987b, 1988, 1992).

* Las particulas pueden ser esféricas (burbujas de gas, gotitas de agua o aceite)
o aproximadamente esféricas (globulos de grasa, granulos de proteina o almidén).
Pueden encontrarse en un amplio intervalo de tamafios: desde nanémetros (micelas de
tensioactivo), a micrOmetros (gotitas de emulsi6n) hasta milimetros (burbujas de
espumas). Pueden existir particulas como entidades dispersas aisladas, o pueden estar
aglomeradas juntas para formar agregados de varias formas, tamafios o estructuras. Las
particulas no esféricas pueden ser de forma de aguja o de casi platos (cristales de hielo,
grasa o azucar), fibrosas o como hojas (filamentos, membranas), o esferas deformadas
(gotitas, burbujas) distorsionadas por fuerzas mecénicas o por una alta densidad de

empaquetamiento.

* Las macromoléculas alimentarias pueden ser compactas y altamente
organizadas (proteinas globulares), o como cadenas y desorganizadas (muchos
polisacéridos y proteinas desnaturalizadas). El peso molecular varia entre decenas de
miles de daltons (muchas proteinas) Y., varios millones de daltons (muchos
polisacaridos). Los agregados de macromoléculas o particulas pueden ser tan grandes
que se extiendan hasta dimensiones macroscopicas, produciéndose de este modo una
especie de gel. Las macromoléculas (especialmente proteinas) pueden adsorberse sobre
la superficie de particulas s6lidas, gotitas o burbujas, o pueden producir enlaces entre
estas entidades contribuyendo al estado de agregacion de las particulas.

14
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Una clasificacion de los coloides alimentarios es complicada porque la mayoria
de ellos son coloides mutltiples complejos. El helado, por ejemplo, es una emulsién, una
espuma, una suspension, y posiblemente también un gel, ya que contiene gotitas de |
grasa, células de aire, cristales de hielo, todo disperso en una fase acuosa continua, y
agregado en el interior de una matriz semisélida congelada con una estructura cremosa.
La mayor parte de los coloides alimentarios son basicamente emulsiones, aunque otras
fases dispersas (especialmente aire) pueden introducirse en el interior de la emulsion en
una etapa posterior del proceso de fabricacién. Incluso algunas emulsiones
aparentemente simples de aceite en agua, como la leche homogeneizada o la mayonesa,
contienen también particulas de proteina dispersas en la fase acuosa. En Ia tabla 2.2 se
incluyen algunos ejemplos de emulsiones alimentarias, en cuya formulacion se incluyen
lipidos y proteinas, como las que se tratan en este estudio (Dickinson, 1987a, 1988,
Charalambous y Doxastakis, 1989; Kinsella, 1976, 1978, 1984; Krog et al, 1985;
Larsson y Friberg, 1990; Leadbeter, 1990).

Aunque el objetivo del tecndlogo de alimentos debe dirigirse a producir
coloides alimentarios estables, la atencion debe estar también encaminada para
conseguir otras propiedades esenciales de naturaleza quimica, fisica, microbiologica,

nutricional u organoléptica, sin dejar de lado su inocuidad.

La fraccién en volumen de la fa}se dispersa puede mantenerse baja por razones
de economia (emulsiones de condimentos, con sabores a, etc.), de caracter nutricional
(postres con bajo contenido en grasas) o, por el contrario, alta para controlar la textura

(mayonesa) o satisfacer limitaciones legislativas (cremas). Los alimentos emulsionados

15
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Tabla 2.2, Ejemplos de emulsiones alimentarias.
EMULSION | FASE DISPERSA | FASE CONTINUA| FACTORES DE
ESTABILIZACION
Helado (O/W) Grasa de mantequillao | Aguay cristales de hielo. | Glébulos de grasa
vegetal parcialmente Proteinas de leche. aglomerados formando
cristalizada Carbohidratos células de aire. Monoy
diglicéridos
Sustituto de nata | Aceites vegetales y grasas | Disolucién acuosa de Pelicula de proteina
omw caseina, sacarosa, sales e | adsorbida. Tras aireacion,
hidrocoloides gldbulos de grasa
aglomerados.
Monoglicéridos y ésteres
de poliglicerol
Blangueadores de | Aceites vegetales y grasas | Disolucién acuosa de Tensioactivos aniénicos y
café (O/'W) proteinas, sales, no iénicos. Proteinas
carbohidratos e adsorbidas
hidrocoloides
Margarina (W/O) | Fase acuosa con leche, Grasas y aceites Gotas de agua fijas en una
sales, sabores parcialmente matriz semisélida de
hidrogenados cristales de grasa. Mono y
diglicéridos y ésteres de
sorbitano
Mayonesa (O/'W) | Aceite vegetal Disolucion acuosa de Proteinas de la yema de
yema ’de huevo, sales, huevo y fosfitidos
etc. |
Salsas de | Aceite vegetal Disolucién acuosa de Proteinas de yema de
ensalada (O/W) yema de huevo, fécula, { huevo. Hidrocoloides.
alifios, etc. Tensioactivos
Masas de | Particulas semisolidas de | Medio acuoso de Mono y diglicéridos
panaderia y| grasa composicién compleja
bolleria (O/W)
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tipo agua en aceite (margarina, productos de cubrimiento) han de poseer una textura
especifica y un comportamiento de flujo determinado después de su almacenamiento en
el refrigerador. La fase acuosa puede contener una alta salinidad (emulsiones de carne),
un bajo pH (jugos de frutas), o un alto contenido de alcohol (licores crema).

Algunas emulsiones alimentarias pueden contener otras fases dispersas
presentes, tales como particulas de protefnas (leche homogeneizada), granulos de
almidon (pasteles de mantequilla), o burbujas de aire (batidos de cubrimiento).
Finalmente, pueden existir requerimientos extras para el producto: turbidez controlada
(bebidas no alcohdlicas), la formacion de una‘ espuma sobre la dispersion (cerveza), la
capacidad de resistir temperaturas extremas, bajas (helados), o altas (salsas de carne,
cremas). Por lo tanto, en muchos casos ha de lograrse un compromiso entre la

estabilidad coloidal del producto y sus otras propiedades esenciales (Dickinson, 1992).
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2.2. ESTABILIDAD COLOIDAL.

Se dice que un coloide es estable si, sobre un cierto periodo de tiempo, existe

poca tendencia a la agregacion o sedimentacion de las particulas.

En muchos sistemas coloidales, un estado termodinamicamente estable solo es
idealmente alcanzable cuando las particulas o gotitas estan formando una tUnica
estructura homogénea de fase dispersa. Por lo tanto, cualquier estabilidad aparente del
sistema debe ser considerada como un fenémeno puramente cinético. Un coloide no
puede formarse espontineamente y cuando se forma es termodindmicamente inestable,
o al menos metaestable. Pero, si la velocidad de cambio es lo suficientemente lenta,
sobre la escala de tiempo de interés, se puede decir que el coloide es estable. Sin
embargo, el significado del término en la practica es mas bien difuso y debera ir siempre
acompatfiado por la descripcion de la naturaleza de la estabilidad.

La estabilidad, en resumen, es un concepto cinético y no termodiniamico. En
este sentido, la escala de tiempo de utilizacion del alimento es fundamental para definir
la estabilidad del mismo. Por ejemplo:

* algunas emulsiones alimentarias, tales como las salsas y cremas cocinadas
necesitan solamente un corto periodo de vida, mientras que otras, tales como
los licores crema (licores irlandeses) deben permanecer estables durante afios.

Igual puede decirse del helado y de la mayonesa.

* Las espumas, sin embargo, necesitan un periodo de estabilidad menor que las
emulsiones alimentarias. La estabilidad de las espumas del champafia es de

18
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varios segundos, mientras que para una buena cerveza es suficiente una

estabilidad de minutos.

Uno de los objetivos, por lo tanto, del tecnblogo de alimentos es controlar la
velocidad del proceso que promueve la inestabilidad, una vez conocido el mecanismo o
mecanismos que Ia originan (Cheftel et al., 1989; Darling, 1987; Dickinson, 1987;
Dobias, 1993; Halling, 1981; Kinsella y Witehead, 1989; Larsson y Friberg, 1990;
Leadbeter, 1990; Paquin y Dickinson, 1990; Wan, 1990).

La agregacion es el proceso mediante el cual dos o mas particulas coloidales se
unen mediante fuerzas de origen y magnitud inespecificadas. Cuando la estructura del

agregado o la naturaleza del proceso de agregacion es razonablemente clara se usan los

siguientes términos (figura 2.1).
* Coagulacién (del latin "cogere": caminar juntos): formacién de agregados
rigidos.

* Floculacién (del latin "floccus": mechén de lana): formacion de agregados

débiles.

Los agregados producidos por coagulacién poseen distancia entre particulas
del orden de las dimensiones at()micag}, mientras que las particulas floculadas poseen
una estructura mas suelta. Las fuerzas entre las particulas coaguladas son fuertes,
mientras que en los agregados floculados (floculo) son débiles. El proceso de
floculacién se considera normalmente como reversible (puede transformarse en un
sistema disperso estable por agitacién). La coagulacién conduce a una separacién
irreversible de un coagulo. Las palabras reversible e irreversible se usan aqui con su

significado termodinamico. Bajo circunstancias favorables (especialmente con

19



CARACTERISTICAS INTERFACIALES DE LIPIDOS Y DE PROTEINAS

O 14r

COLISION
CREMOSIDAD \ /
DRENAJE

SEPARACION
® e 6. -]
@ee_0eo

GRAVITACIONAL

N )
o s=
S0 g? OI $

DIFUSION FLOCULACION
MADURACION DE OSTWALD /
O Oo l

v

COAGULACION

SEPARACION DE FASES

Figura2.l.  Representacion esquemdtica de los mecanismos de

desestabilizacion de sistemas dispersos (emulsiones y espumas).
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suspensiones) tanto la floculacidn como la coagulacion pueden cambiarse por los
correspondientes procesos en la direccion opuesta. Estos procesos se denominan,

respectivamente, defloculacion y peptizacion.

En las emulsiones y espumas de interés alimentario la existencia de coagulacion
dard lugar a una separacion irreversible del sistema. Es decir, la existencia de un grado
significativo de coagulacion en el sistema es incompatible con la aceptabilidad del

producto, como una emulsién o espuma.

La manifestacién mas evidente de mestablhdad coloidal es la agregacion de
particulas, gotitas, o burbujas bajo la accion de la gravedad: sedimentacion o
cremosidad, dependiendo de que Ia fase dispersa se mueva hacia abajo o hacia arriba.

La velocidad depende del tamafio de la particula que sedimenta y de la
diferencia de densidades de las fases. Un sedimento es la suspension concentrada
formada por sedimentacién de una suspensién diluida, y una crema es la emulsién
concentrada formada por la cremosidad de una emulsion diluida de aceite en agua
(o/w). La agregacion de una emulsion de agua en aceite (w/0) se denomina
cremosidad, por unos autores, o sedimentacion, por otros. Algunos autores restringen
el uso del término cremosidad a las emulsiones solamente (no a las espumas). Una
crema puede estar floculada o ser coloidalmente estable, pero la fase dispersa no debera
poseer una extension significativa dé coalescencia' . Si la coalescencia es intensa,

conduce a la formacién de una macrofase, y se dice que la emulsion se rompe. En este

'La coagulacién es el proceso de agregacién mediante el cual dos o més particulas coloidales se
unen para formar agregados rigidos. Segin la convencién de La Mer (Dickinson, 1992), los
agregados producidos por coagulacién poseen distancia entre particulas del orden de las
dimentiones atémicas. La coalescencia es el resultado del proceso de coagulacion.
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caso la estabilidad termodindmica se alcanza cuando todas las gotitas de la emulsion

han coalescido formando dos regiones homogéneas de aceite y agua.

Ademas de los procesos primarios de inestabilidad citados (cremosidad o
decantacion, floculacién y coalescencia) se puede citar un proceso compuesto,
denominado inversion de fase, que puede ser de importancia en el caso de emulsiones
con un elevado volumen de fase dispersa. Es un proceso segiun el cual una emulsion de
aceite en agua (o/w) se transforma en otra de agua en aceite (w/0), o viceversa. Esta
transformacion puede producirse por un cambio de temperatura, de concentracién de la
fase dispersa, etc. La inversién de fase puede buscarse durante la fabricacion de la
emulsion (para ahorrar energia) o durante su consumo (para realzar sabores en la boca)
(Dickinson, 1992; Lehnert et al., 1994).

La cremosidad y la floculacién casi siempre ocurren a un nivel limitado en casi
todos los alimentos. Son tolerados por el consumidor hasta un determinado nivel, ya
que son procesos generalmente reversibles. Se puede volver a la situacion inicial con
una simple agitacion del producto. Por €l contrario, la coalescencia asociada a la salida
de grasa desde una emulsion de aceite en agua, es normalmente inaceptable a cualquier

nivel.

En las espumas, el drenaje de la fasg-gontmua procedente de la pelicula liquida
que rodea a las burbujas gaseosas es la manifestacién mas evidente de la existencia de
floculacion y coalescencia en el proceso (Bikerman, 1973; Cheftel et al., 1989; Halling,
1981; Wan, 1990).

Una causa adicional (importante) de inestabilidad en las espumas es la difusion

("disproportionation"): crecimiento de las burbujas de mayor tamafio a expensas de las
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pequefias, por la difusion del gas entre ellas. El proceso equivalente en emulsiones se
denomina maduracion de Ostwal ("Ostwal ripening"): crecimiento de las gotitas
mayores a expensas de las pequefias, por el transporte del material de la fase dispersa
soluble a través de la fase continua. En la mayoria de las emulsiones alimentarias esta
causa de inestabilidad carece de importancia, debido a la baja solubilidad de los
triglicéridos (fase oleosa) en agua.

2.2.1. Fuerzas de interaccion entre particulas. Teoria DLVO.

La estabilidad de una dispersién coloidal puede ser analizada desde un punto de
vista energético, segin el cual, las particulas coloidales en un medio disperso estan
siempre sometidas al movimiento browniano, produciéndose colisiones frecuentes entre
particulas. La estabilidad del sistema estaria, pues, determinada por el resultado de las
interacciones entre particulas durante tales colisiones. Estas interacciones seran
béasicamente de dos tipos: atractivas y repulsivas. Cuando domina la atraccién, las
particulas pueden adherirse y la dispersion tiende a flocular o a coalescer. Cuando
domina la repulsién, el sistema puede permanecer en estado de dispersion estable
(Charalambous y Doxastakis, 1989; Dickinson, 1992; Dobias, 1993; Tadros y Vincent,
1983; Walstra, 1987).

En una dispersion de partl'culas‘ de similar composicion, las fuerzas atractivas de
van der Waals estan siempre presentes. Por lo tanto, una dispersion sera estable
unicamente cuando una fuerza repulsiva contrarreste la atraccién de van der Waals. La

repulsion entre particulas puede lograrse por varios caminos:
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A B
REPULSION .

IMPEDIMENTO ESTERICO

Figura 2.2.  Mecanismos de estabilizacion de una emulsion: (A)
estabilizacion estérica, por repulsion de las capas eléctricas superficiales, (B)
Estabilizacion estérica, por las moléculas de polimeros adsorbidos.

*  La repulsién puede producirse por interaccion entre las dobles capas eléctricas
(o cargas superficiales) adsorbidas sobre las particulas.

*  La repulsion puede originarse por interaccién entre capas adsorbidas de
materiales no idnicos, generalmente polimeros, incluyendo las moléculas
adsorbidas desde el medio de dispersion.

Los dos mecanismos bésicos que son fundamentales para lograr la estabilidad
de una dispersion coloidal se suelen denominar:
,"_;

* Estabilizacion eléctrica o estabilizacion clasica.

*  Estabilizacién estérica, que utiliza el efecto de moléculas de polimeros.
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En determinados sistemas coloidales se utiliza una combinacion de los dos
métodos citados. En este caso se denomina estabilizacion electro-estérica. Este
procedimiento se usa con frecuencia para estabilizar coloides alimentarios. Se han
propuesto otros métodos de estabilizacion de dispersiones coloidales; por ejemplo: uso
de efectos de solvatacion, efecto hidrofobico, etc. Pero estos fendmenos, si existen, no

se han podido emplear practicamente.

Para discutir la inestabilidad de coloides alimentarios (principalmente
emulsiones) por coagulacién y, especialmente, por floculacion, es muy conveniente el
conocimiento de la naturaleza de las fuerzas que son causa de que las particulas estén
Juntas o dispersas en el sistema. En este apartado se trataran los principales aspectos de

la estabilizacion electrostatica y estérica.

Una teoria que relaciona la carga superficial de Ia particula con la estabilidad de
la dispersién fue establecida por Detjaugin y Landau (1941), de la Uni6én Soviética, y
por Verwey y Overbeek (1948), de Holanda. Ambas teorias estdn basadas

esencialmente en la misma idea y, como consecuencia, se conoce como teoria DLVO.

La teoria DLVO constituye las bases de la teoria coloidal de la estabilizacion
clasica, a partir cie cargas superficiales. De acuerdo con la teoria, la estabilidad de una
dispersion estd determinada por un balaﬁlce entre la energia atractiva de van der Waals
y la repulsiva de caracter eléctrico. La"energia potencial total, Vr, entre las particulas

€s:

VT=VA+VR (21)
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En la figura 2.2-bis se representa la variacion de estas tres energias en funcion
de la distancia de separacion entre las particulas. Las consecuencias que se deducen de

esta representacion se resumen a continuacion:

* La curva Vt pasa por un maximo (Vmsx), que puede asociarse con la existencia

de una barrera de energia frente a la asociacion de las particulas.

* Cuando las particulas se aproximan a distancias inferiores a la correspondiente
a Vm, la curva de energia potencial total desciende bruscamente hacia la
presencia de un minimo primario. En esta situacion la inestabilidad del

sistema es mAxima, debido a la coalescencia de las particulas de la dispersion.

* A distancias mayores puede observarse la existencia de un minimo
secundario. Esta situacion se relacionaria también con una inestabilidad del.
sistema. Pero a diferencia del anterior, en el minimo secundario se produciria
una asociacién reversible de las particulas, que se identificaria con un proceso

de floculacién.

Las particulas de una dispersion pueden poseer, en general, una energia térmica
media del orden de kT. Por lo tanto si Vy >> kT, existirdn pocas particulas en

contacto, permaneciendo la mayoria de estas dispersas en el medio.
¥

De acuerdo con la Teoria DLVO una barrera energética del orden de 15 kT es
suficiente para que el sistema disperso sea estable. Sin embargo, en un sistema real las
particulas poseeran una distribucién de energia potencial. Por lo tanto, aunque la

barrera de energia potencial sea tan alta como 15 kT, es esperable que alguna
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proporcion de particulas posea la suficiente energia como para superar esta barrera y

asociarse (coalescer).

Vo N

MINIMO SECUNDARIO

Figura 2.2-bis. Variacién de las energias atractiva de van der Waals (V), de
la repulsiva de cardcter eléctrico (Vr ) y la total (Vr ), con la distancia de separacion
entre las particulas.

Vinax >> kT: SISTEMA ESTABLE
Vimar < kT: COALESCENCIA
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Segin la Teoria DLVO la magnitud de la barrera de energia potencial depende
de las dimensiones de la particula y de su potencial superficial (ver Fig. 2.2-bis). Con
particulas grandes, la curva V1 puede desarrollar un minimo secundario. Si ese minimo
es de intensidad varias veces kT, se puede superar el efecto del movimiento browniano
y conducir a una floculacién en el sistema. El caricter de esta asociacién es muy
diferente de la que tiene lugar en el minimo primario, ya que el floculo es ficilmente
redispersable por agitacion. Este tipo de floculacion no suele ser un problema en la

aceptacion de un sistema disperso.

Con respecto a la asociacion por coagulacién en el minimo primario, puede

sugerirse dos acciones para prevenir esta inestabilidad:

* Incrementar la barrera de energia potencial: Vi

* Prevenir que las particulas se aproximen unas a otras hasta una distancia a la
que las fuerzas atractivas sean significativas, por ejemplo, disminuyendo la
concentracion de la fase dispersa.

La primera condicion puede alcanzarse, en la préctica, por la formaci6n de una
barrera fisica alrededor de las particulas, mediante una capa de matenal adsorbido de
caricter no idnico. Esta barrera fisica se conoce como efecto estérico o efecto de
impedimento estérico y se usa ventajosamente en la estabilizacion de coloides

alimentarios mediante macromoléculas (proteinas) adsorbidas.

Los polimeros presentes en la fase continua (usualmente acuosa) de la
dispersién pueden adsorberse sobre las particulas. Si no es asi, l]a mayor parte del
polimero puede causar un incremento de la viscosidad del liquido, lo que disminuiria
cualquier agregacion de las particulas de la fase dispersa o, incluso, puede formar un
gel que igualmente prevendria la agregacion por agotamiento (depletion).
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La teoria no se ha desarrollado hasta la fecha en una extension suficiente como
para ser util en la mayoria de los casos (un ejemplo: las proteinas). Estos temas han

sido revisados recientemente por Fleer y Scheutjens (1992).

2.2.2. Limitaciones de la teoria DLVO...

Los fenémenos de agregacion determinan en gran medida la consistencia, la
apariencia y la estabilidad fisica de numerosos coloides alimentarios. Sin embargo, la
mayoria de los sistemas alimentarios son lo suficientemente complicados como para
que su comportamiento pueda cuantificarse mediante la aplicacion de las teorias de la
ciencia coloidal El uso de métodos numéricos avanzados® podrd, en un futuro,
extender la aplicabilidad de la teoria coloidal a una gran proporcién de los coloides
alimentarios. Esto no quiere decir que los principios que hemos estudiado carezcan de
interés practico. En primer lugar, las tendencias en el comportamiento de la
formulacién pueden ser correctamente predichas. Por otra parte, y con gran
repercusion practica, muchas de las modernas formulaciones alimentarias que ahora
conocemos han podido formularse y optimizarse gracias a las investigaciones de
caracter basico (fisico-quimica del proceso), cuyo nimero se ha incrementado
exponencialmente en los ultimos afios. La principal consecuencia practica de los

estudios bésicos en coloides alimentarios se puede resumir en el siguiente parrafo.

% El grupo de investigacién, en el seno del cual se ha realizado este trabajo, participa en un
proyecto de investigacién (EU-CT-PL95-1216) que, bajo el titulo “STRUCTURE AND
RHEOLOGY OF AGGREGATED PARTICLE SYSTEMS CONTAINING DAIRY PROTEINS AND
LIPIDS”, tiene como objetivo la obtencién de pardmetros basicos del sistema que puedan ser
usados como soporte de un estudio de simulacién.Serd pues, una extensién de los estudios
realizados en esta Memoria.
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En el caso de una emulsién o espuma las interfases aceite-agua o aire-agua
pueden estar cargadas eléctricamente, como consecuencia de la adsorcion de diferentes
especies ionicas. No obstante, la repulsion de la doble capa eléctrica en emulsiones o/w
y w/o sin tensioactivos es mas débil que para suspensiones de particulas solidas. La
consecuencia es que Ia repulsién de la doble capa entre gotitas de aceite "desnudas” no
es usualmente suficiente para prevenir una rapida coalescencia. Este fenomeno justifica

la necesidad de usar emulsionantes en estos sistemas.
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2.3. FORMACION DE EMULSIONES Y ESPUMAS ALIMENTARIAS.

La formacién de una emulsion puede ser una etapa intermedia del proceso de
fabricaciéon, o bien puede ser la etapa final del mismo. De forma similar, en
determinados productos alimentarios la formacion de una espuma puede ser la etapa
final del proceso precedida de la formacién de una emulsién (helados).

Existen diversos dispositivos industriales capaces de formar una emulsion,
como son los agitadores, molinos coloidales, homogeneizadores y mezcladores
ultrasénicos. Una emulsion gruesa puede formarse por una agitacién vigorosa. Las
emulsiones finas normalmente se hacen mediante homogeneizadores a alta presion.
Desde que se realizd el primer disefio, hace aproximadamente 90 afios, el
homogeneizador de valvula a alta presion es el método mas usado en la actualidad para
preparar emulsiones alimentarias. Por su parte, la formacién de una espuma es un
proceso mais simple que el de emulsificacién. La espuma se forma normalmente
mediante burbujeo, batido, agitacién o sacudida. Existe una amplia informacién sobre la
descripcion de estos procesos (Dickinson y Walstra, 1993; Dickinson, 1992; Halling,

1981) pero, por su extensién, se omitira en este estudio.

Por su interés en el contexto de este estudio conviene decir que durante el
proceso de formacién de una emulsion o espuma se produce un incremento del 4rea
superficial, que depende del nimero y tamafio de las particulas (gotitas o burbujas) de
la fase dispersa. Por ello, la fabricacién de emulsiones y espumas son procesos
dindmicos y consumidores de gran cantidad de energia. Si se admite que, en una
primera aproximacion, la energia requerida es proporcional al incremento de area
interfacial y que la constante de proporcionalidad del sistema es la tensién interfacial o
superficial (Dickinson, 1992; Dickinson y Walstra, 1993):
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E=0.AA (2.2)

Una reduccion de o facilitara desde el punto de vista energético la formacién de

la emulsién. En este sentido, la funcién del emulsionante es crucial.

En el caso de las espumas formadas pdr burbujeo (Bikerman, 1973; Parris y
Barford, 1991), un balance entre las fuerzas de flotacion y las debidas a la tension
superficial, aplicado a una burbuja que emerge de un orificio, conduce a una expresion

para el radio, r, de la burbuja (Bikerman, 1973):
r=[G.c.R)(2.p.8)]" 2.3)

donde R, es el radio del orificio, p es la densidad del liquido y o es su tensién
superficial. Por lo tanto, una reduccién de la tensién superficial conduce a la formacion
de burbujas mas pequetfias y, por lo tanto, mas estables.

En el caso de las burbujas formadas por cavitaciéon® del gas, como ocurre en las
bebidas espumosas (cerveza, cava, refrescos, etc.), la formacion de la burbuja estd
favorecida energéticamente si se cumple (Bikerman, 1973):

r.pfF>3.c 2.4

siendo F la energia libre de formacién de un gramo de gas.

*La cavitacion es el proceso de creacién de burbujas de gas en el interior de un liquido por medio
de la agitacion violenta de éste.
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Ademas, para que una burbuja crezca, segin el mecanismo de cavitacion, ha
de cumplirse la ecuacion de Laplace. Es decir, la presion del gas en el interior de la
burbuja ha de ser 2o/r menor que Ia presion, P, en el liquido que la rodea:

2c6/r <P 2.5)

De nuevo, una reduccién de la“tensién superficial del sistema, favorece la
formacion y crecimiento de burbujas, cuando estas se producen por un mecanismo de

cavitacion.

Ademas, y debido a su elevada 4drea interfacial, las emulsiones y espumas
alimentarias son sistemas termodinimicamente inestables, como se ha comentado en
apartados previos. Por lo tanto, para su conservacién temporal se afiaden sustancias
con actividad superficial que hemos denominado emulsionantes, espumantes, agentes
de superficie o, simplemente, tensioactivos. Su funcién es proteger ripidamente a la
gota o burbuja formada mediante el proceso mecénico previo, por adsorcion del
tensioactivo sobre la superficie interfacial recién creada, frente a la prematura

floculacién o coalescencia.
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2.4. ACTIVIDAD SUPERFICIAL.

La superficie de un disolvente puro, que estd en contacto con la fase vapor, esta
sometida a un estado de tensién (Adamson, 1990; Andrade, 1985; Davies y Rideal,
1963; Rosen, 1989). Esta tension se debe a la atraccién entre las moléculas del
disolvente (figura 2.3). Si se considera una molécula de disolvente en el seno de la fase
liquida, rodeada por todas partes de otras meléculas del disolvente, las fuerzas de
atraccion sobre las moléculas son iguales en todas las direcciones, dando como
resultante una fuerza neta cero sobre la molécula. En contraste, si se considera una
molécula en la superficie del liquido, las fuerzas atractivas ejercidas por las moléculas
del seno de la fase sera mayor que la atraccion ejercida por las moléculas de la fase
gaseosa. Debido a esta diferencia, las moléculas de la superficie de un liquido estin

sometidas a una fuerza neta descendente hacia el interior de Ia fase liquida.

EER I S
- - S

4-@‘ LY e
i ‘EC}? X% — LiQUIDO
P Q

Figura 2.3.  Fuerzas de atraccion entre moléculas en la superficie y en el

interior de un liquido.
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Para minimizar esta energia libre, las moléculas de la superficie tienden a
moverse hacia el interior de la fase, pero a ello se opone la fuerza de difusion que se
establece por el gradiente de concentracién. Sin embargo, en un corto periodo de
tiempo, el sistema alcanza un equilibrio dindmico con la creacién de una regién de
menor densidad superficial. Dado que la energia libre de las moléculas en la regién
superficial es mayor que la de las mokculas del seno de la fase, el liquido tiende a
contraerse para que sea minima el area superficial. La tendencia natural de la superficie
de un liquido para contraerse y reducir su 4rea superficial implica que la expansion del
area superficial de un liquido requiere un aporte de energia.

2.4.1. Tension superficial e interfacial.

La mecénica clésica establece que la tension superficial es el trabajo requerido
para incrementar el area de la superficie en una unidad. El trabajo reversible y la energia
libre son términos termodindmicos equivalentes, por lo tanto la tensién superficial (o)
de un liquido puro se define por (Adamson, 1990):

o =(8G/8A Jera (2.6)
o por:
W=0.AA 2.7)

donde G es la energia libre de Gibbs del sistema, W es el trabajo requerido para
incrementar el drea superficial en AA, A es el 4rea superficial, P es la presion, T es la
temperatura absoluta y n es la cantidlad de material en el sistema. Segin estas
ecuaciones, la tension superficial tiene las unidades de energia/area, expresandose en el

Sistema Internacional mediante N/m o como se adoptara en este estudio, en mN/m.
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Las palabras superficie (tensién superficial) e interfase (tension interfacial) se
usan, frecuentemente, como sindnimas. Sin embargo, se prefiere el uso del ultimo
término con referencia al limite entre dos fases condensadas (e.g. aceite-agua),
especialmente cuando las fases se expresan explicitamente.

2.4.2. Adsorcion desde la disolucion.

El proceso de adsorcion juega una funcién fundamental y determinante del
comportamiento de los coloides alimentarios. La adsorcion es el fendmeno mediante el
cual las moléculas (o particulas dispersas) se acumulan en la interfase en una
concentracion mayor que la que se podria esperar de la simple distribucién al azar de
las moléculas (o particulas) en el sistema. Las pequefias moléculas de tensioactivo se
considera que se adsorben reversiblemente, ya que su transporte hacia y desde la
interfase ocurre sobre una escala de tiempo mucho mas corto que el tiempo de
observacion tipico. La adsorcion de pequefias moléculas de soluto puede ser descrita en
términos de ecuaciones de equilibrio termodindmico. Sin embargo, con
macromoléculas (proteinas) o con particulas se considera, con frecuencia, que el
proceso de adsorcion es irreversible, ya que la escala de tiempo para la desorcién o
reordenacion sobre la superficie puede ser largo, en comparacién con la escala de

tiempo del experimento.

La ecuacion mas importante de la termodindmica superficial de disoluciones es
la ecuacion de adsorcion de Gibbs (también llamada isoterma de adsorcion de Gibbs),
que relaciona el cambio de tensién superficial con la concentracién de especies

adsorbidas sobre la interfase. Si se considera un sistema bifasico (gas-liquido o liquido-
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liquido), la concentracién superficial en exceso del componente i se define como

(Adamson, 1990):
Ii=n/A (2.8)

donde A es el drea de la interfase y n; es la cantidad del componente i en exceso en la

interfase con relacion a la que esta presente-en el seno de la fase.

A presién y temperatura constantes, la concentracion en exceso de todos los

componentes del sistema se relacionan por la ecuacién de Gibbs-Duhem:

do=-ZTi.dw 2.9

donde ; es el potencial quimico del componente i Para una mezcla binaria de

disolvente (1) y soluto (2), la ecuacién se reduce a:

do =T, 8 - T 8 | (2.10)

Si en la interfase la concentracion en exceso del disolvente es pequefia en comparacion

con la de soluto (I'; = 0), entonces:
I =-do/ 8y, =- (x;/ RT).(do / dx,) 2.11)

que es la forma comin de la ecuacion de adsorcion de Gibbs. En esta, x; es la fracciéon

molar de soluto en el seno de la fase y R es la constante de los gases.
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La principal aplicacion de la ecuacién de Gibbs es calcular la cantidad adsorbida
a partir de medidas de variaciones de la tensién superficial o interfacial con la

composicion. Para una disolucion real, se tiene:

I;=-(1/RT)do/d Inxf 2.12)

donde f; es el coeficiente de actividad del soluto.+

Las sustancias que se adsorben sobre la interfase, y por lo tanto, causan una
elevada reduccion de tension superficial, se denominan tensioactivos. Para disoluciones
de tensioactivos, una buena aproximacion es tomar I' como el valor absoluto de la
concentracion superficial, la cual es dificil de medir independientemente en la interfase
liquida.
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2.5. PROTEINAS ALIMENTARIAS. BSA.

2.5.1. Estructura de las moléculas de proteina en un medio acuoso.

Las moléculas de proteina son copolimeros de 20-23 L-amino4cidos diferentes,
unidos unos a otros mediante una cadena lineal de polipéptidos (figura 2.4) (Brash y
Horbett, 1987; Cheftel et al., 1989; Damodaran, 1990; Haynes y Norde, 1994; Karel,
1973; McRitchie, 1978; Norde y Liklema, 1991). Dos de los tres enlaces en la cadena

Figura24. Estructura de una unidad de péptido en una cadena de
polipéptido. Los enlaces ¥y ¢ pueden rotar libremente. R, R',.....representan grupos

de aminodcidos.
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de polipéptido (¥ y ¢) pueden rotar libremente; sin embargo, el enlace C-N est4 fijo
debido a su caracter parcial de doble enlace. Los grupos laterales R, R, ... estan
posicionados en configuracién trans para minimizar los impedimentos estéricos.
Algunos de estos grupos laterales son acidos, otros son basicos, mientras que otros
poseen un caracter anfotérico. Ademés, los grupos laterales varian en hidrofobicidad
(polaridad), por lo que la cadena de polipéptido se comporta como una sustancia
anfifilica. ‘e

La estructura primaria de una molécula de proteina; es decir, la secuencia de
aminoacidos en la cadena de polipéptido, determina la organizacion espacial de la
molécula de proteina en un medio dado. De esta forma, el residuo de polipéptido puede
adoptar diferentes conformaciones (a—hélice, B-ldmina, o enrollada al azar), conocidas
como estructura secundaria. La estructura terciaria hace referencia a la forma de
plegamiento de los segmentos de la cadena de polipéptidos en el espacio y a la

ordenacién de los grupos de aminoacidos.

Con respecto a su estructura tridimensional, las moléculas de proteina pueden
ser clasificadas como : (a) moléculas que estdn altamente solvatadas y son flexibles,
dando como resultado una estructura expandida y enrollada; (b) moléculas que han
adoptado una estructura regular, como de a-hélice (figura 2.5a) o de 14mina plisada,
en el caso de las proteinas fibrosas (figura 2.5b); y (c) moléculas que pueden contener
hélices, laminas plisadas y partes de estructuras ordenadas y desordenadas en el interior
de una estructura compacta (las proteinas globulares). La mayoria de las proteinas de
interés en cuanto a su aplicacién en el campo de los coloides alimentarios, con actividad
enzimatica o inmunoldgica, con funciones de transporte, etc., pertenecen a la clase de
proteinas globulares.
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Figura 2.5. Estructuras secundarias de una proteina.

(a): Conformacion en a-hélice.

(b): Conformacion en B-lamina.

Las proteinas son importantés componentes estructurales de muchos alimentos
que son usadas ademas, como ingredientes debido a su valor nutricional y a sus
propiedades fisico-quimicas (Kinsella, 1976, 1981, 1982; Morr, 1984). El mercado de
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ingredientes funcionales ricos en proteinas est4 en expansion y cubierto normalmente
por varios tipos de proteinas (Tabla 2.2). Los distintos constituyentes proteicos de la
leche, asi como su proporcién y métodos de separacion, se muestran en la figura 2.6.
Las proteinas extraidas de productos ldcteos han sido tradicionalmente una de las
principales fuentes de proteinas para los humanos. Para satisfacer la creciente demanda,
la industria alimentaria ha incrementado la formulacién y fabricacion de nuevos
alimentos a partir de ingredientes basicos (Kinsella, 1984). Ello requiere el uso de
ingredientes proteicos con unas propiedades funcionales controladas y compatibles con

la automatizacién de los procesos de fabricacion (Tabla 2.3).

Tabla 2.2. Cantidades aproximadas de proteinas usadas como ingredientes
Juncionales en la fabricacion de alimentos en EE.UU. (Kinsella y Whitehead, 1989).

Origen Cantidad usada estimada Componente funcional de la

(x 10°kg) proteina

Leche 136 Caseina, proteinas del suero

Suero 168 Proteinas del suero

Huevo 6,8 Proteinas de la clara,

lipoproteinas

Carne - Colageno, miosina

Pescado - Colageno, miosina

Cereales 14,0 Gluten de trigo y maiz

Aceite de Concentrados, aislados y harina

semillas 145,3 de soja

Levaduras 1.4 Proteinas de células simples
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PROTEINAS ( 30-35 g/1), 95%)

CASEINAS (24-28 g/l) ' PROTEINAS SOLUBLES 5-7gM)
1 | L] v v
Caseihas a,(15-19g/1)  Caseinask 34 g) ' P-Lactoglobulina oLactoglobulina
(A,B) o0 (4 (1-4 ¢
l I | ' (A, Apr, B, By, C, D) (A,B)
s (12-15¢/) |0 (34 /) !
(A,B,C,D) |(A,B,C,D) :
l 3 : v
Oy Og Oy O . Otras proteinas
v : Seroalbamina Enzimas
Caseinas B ' 0,1-04 21
9-11gh ]
' Inmunoglobulinas
(Al’ A29 A39 B’ BZ’ C’ Da E) ' (0,6‘1 g/l)
[ . v v v
) 1eG IgA IeM
Caseinas vy, Y2, Ya 1-2gn) ' l +

Fraccién micelar insoluble
apH4,6 (80%)

[

' Peptonas
' (0,6-1,8 /D)

Fraccién soluble
(20%)

Figura 2.6. Compuestos nitrogenados de la leche (100%,). Proteinas (95%).
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Tabla 2.3. Propiedades funcionales proteicas que intervienen en los diversos

alimentos.
Alimento Propiedades funcionales
Bebidas Solubilidad a pH diferentes, estabilidad al calor,
viscosidad
Potajes, salsas Viscosidad!-emulsificacién, retencién de agua
Masa de panaderia Formacion de una matriz y de una pelicula que

tenga propiedades de viscoelasticidad, cohesion,
desnaturalizacion por el calor, gelificacion

Productos de panaderia y de
pasteleria (por €j., pan)

Absorcién de agua, emulsificacion, espumacion,
pardeamiento

Productos lacteos (por ej., queso
fundido, helados, postres)

Emulsificacion, retencion de materia grasa,
viscosidad, espumados, gelificacion, coagulacion

Reemplazantes de huevo

Espumeo, gelificacion

Productos céarnicos, (por ej.,
salchichas)

Emulsificacion, gelificacién, cohesion, absorcién
y retencidn y agua y de materia grasa

Productos similares a la carne

Absorcién y retencién de agua y de materia

chocolateria (por e€j., chocolate
con leche)

(por ej., proteinas vegetales | grasa, insolubilidad, firmeza, masticabilidad,
extrusionadas) cohesion, desnaturalizacion por el calor
Recubrimientos alimenticios Cohesion, adhesion

Productos de confiteria y | Dispersabilidad, emulsificacién

La produccién anual de suero procedente de queserias puede exceder los

23x10° kg., de los que se utiliza aproximadamente el 60% (Kinsella y Whithehead,

1989). El suero de la leche representa una fuente importante de proteinas funcionales,

que pueden ser utilizadas en muchas formulaciones alimentarias tradicionales o nuevas.

La estructura y las propiedades fisico-quimicas de las protefnas del suero determinan su

comportamiento funcional en los sistemas alimentarios. Por lo tanto, para poder utilizar
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estos recursos en su forma Optima es necesario determinar y poder“controlar las
relaciones entre estructura y funcionalidad de las proteinas que lo componen. Un
elevado porcentaje del suero de la leche (aproximadamente el 60%) se procesa para
alimentacién y comidas para animales.

Existe una informacién exhaustiva sobre la composicion en aminoécidos,
secuencia y caracteristicas estructurales de'la mayoria de las proteinas del suero (Tabla
2.4) (Whitney et al., 1976; Swaisgood, 1982; Eigel et al., 1984). Las proteinas del
suero son proteinas globulares con un limitado nimero de enlaces disulfuro (Fox y
Mulvihill, 1982; Swaisgood, 1982), que confieren un cierto grado de fuerza estructural
y le imparte estabilidad.

2.5.2. ;Por qué las proteinas se adsorben sobre las interfases?

El hdbitat natural de la mayoria de las proteinas es un medio acuoso. No
obstante, cuando una proteina en disolucién se pone en contacto con otra fase (solida,
liquida o gaseosa) con la que es inmiscible, las moléculas de proteina tienden a
acumularse en la interfase entre las dos fases. Esta tendencia tiene un gran impacto
sobre muchos procesos naturales y tecnoldgicos. Como consecuencia, la adsorcion de
proteinas ha atraido la atencidon en disciplinas de investigacion que van desde la
geofisica y la ciencia de los materiales hasta la ingenieria biomédica y la optometria. Por
ejemplo, los cientificos evolucionistas piensan en la actualidad que el enriquecimiento
de compuestos proteicos sobre la superficie de la tierra fue de una importancia crucial

para el estado prebiético de la génesis de la vida terrestre (Fox y Dose, 1972).
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Los cientificos de materiales y de alimentos continian descubriendo
importantes usos de las proteinas en la estabilizacién de microemulsiones, cremas
farmacéuticas y cosméticas, lociones, formulaciones de alimentos y espumas. En las
ciencias médicas, los patologos e ingenieros biomédicos han determinado que el
desarrollo de trombosis sobre el implante de materiales cardiovasculares esta
intimamente relacionado con la adsorcion de proteinas contenidas en el plasma.
Fenémenos similares estan involucrados en la ceagulacion de la sangre, fracasos en el
funcionamiento del rifién artificial, formacién de placas sobre los dientes y prétesis
dentales, o el ensuciamiento de lentes de contacto por proteinas lacrimales. Estos
efectos médicos indeseables contrastan con aplicaciones recientes de la adsorcion
controlada de proteinas, en el desarrollo de sistemas de administracion de
medicamentos y de biosensores, para registrar "in vivo" los niveles de glucosa en

sangre, y para inmunoensayos "in vitro" y otras pruebas serolégicas.

La investigacion de la adsorcion de proteinas en relacion a su aplicacion en las
ciencias de la vida deriva de la tendencia natural de las proteinas de localizarse y ejercer
su funcién en el limite de la fase. Las lipasas pancreaticas, que controlan la digestién de
alimentos grasos en el duodeno, eJercen su funcién en la mterfase acerte-agua. Las
membranas proteicas sirven como bombas, receptores, puertas, transductores de
energia y enzima (Andrade, 1985; Bender, 1991; Brash, 1981).

La adsorcion de proteinas es también beneficiosa para la moderna tecnologia,
especialmente para la biotecnologia. La adsorcion controlada y/o bien caracterizada de
proteinas en la interfase sélido-liquido es de importancia en la investigacién dirigida
hacia los biorreactores de enzimas inmovilizadas y a los sistemas de purificacién de
proteinas. Por ejemplo, muchas separaciones cromatograficas (hidrofobicas, de

desplazamiento, o de cambio idnico) estan basadas en la diferente afinidad de enlace de

46



2. ANTECEDENTES

las proteinas por el material soporte. Consecuencias negativas del proceso de adsorcién
de proteinas incluye el ensuciamiento en cambiadores de calor, membranas de

ultrafiltracién, unidades de desalinizacién de agua de mar, unidades de proceso, etc.

Un importante resultado de este diverso esfuerzo de investigacion ha sido la
acumulacién de nuevas estrategias experimentales y teéricas para el estudio de la
adsorcion de proteinas. La investigacion<sobre la cinética de adsorcién de proteinas,
que es esencial para el conocimiento y control de procesos dindmicos, entre los que se
incluyen las emulsiones y espumas alimentarias, ha motivado el desarrollo de un gran
numero de métodos para determinar las velocidades de adsorcién y la cantidad
adsorbida (Andrade, 1985; Brash, 1981).

Independientemente del mecanismo y de la cinética del proceso, la respuesta a
la cuestion planteada puede expresarse en los siguientes términos: la adsorcién de
proteinas (a temperatura y presion constantes) tinicamente ocurre si la energia de

Gibbs, G, para el sistema disminuye:
A*G=AH-T.A™S < 0 (2.13)

donde H, Sy T son la entalpia, entropia y temperatura absoluta, respectivamente, y A**
indica el cambio en las funciones termodindmicas de estado, como resultado del

proceso de adsorcion.

Por lo tanto, la respuesta a la cuestién de por qué las proteinas prefieren las
interfases puede responderse considerando las interacciones que contribuyen a A**G
(Norde y Liklema, 1991; Haynes y Norde, 1994). Brevemente, la adsorcién de

proteinas es el resultado neto de varias interacciones entre y con los componentes del

47



CARACTERISTICAS INTERFACIALES DE LIPIDOS Y DE PROTEINAS

sistema, que incluye la superficie del adsorbato (gas, liquida o s6lida), las moléculas de
proteina, las del disolvente (agua) y cualquier otro soluto o solutos presentes, tales
como etanol y azicares, en este estudio. El origen de estas interacciones incluye a las
fuerzas de London-van der Waals (fuerzas de dispersion, orientaciéon e induccién),
fuerzas 4cido-base de Lewis (incluyendo las fuerzas de enlace de hidrégeno), las
fuerzas electrostéticas, los efectos estéricos tales como el efecto hidrofdbico (al menos
en determinadas condiciones ambientales) y las restricciones de empaquetamiento
interno (estéricas y exclusion de volumen). En resumen, las interacciones
intermoleculares entre proteina-superficie, disolvente-superficie o disolvente-disolvente,
por ejemplo, son de importancia para la adsorcion de la proteina. Ademas, las fuerzas
intramoleculares entre los 4tomos y residuos en la macromolécula de protefna pueden
contribuir a A**G. Por lo tanto, un conocimiento completo de la fuerza impulsora para
la adsorcién de proteina requiere un conocimiento de la estructura y estabilidad de las
protefnas globulares. Una revision de este tema puede consultarse en un reciente

articulo de Haynes y Norde (1994).

2.5.3. Configuracion y conformacién de ias proteinas sobre las interfases.

El comportamiento de las macromoléculas de proteina sobre las interfases es
muy diferente al de los simples tensioactivos (Larsson y Friberg, 1990; Sjoblom, 1992).
A diferencia de estos, las proteinas se adsorben con varios puntos de contacto sobre la
interfase. Dado que la cadena de polipéptido puede presentar diferentes orientaciones
en la interfase, el nimero de residuos o de segmentos en contacto con la interfase
depende de la flexibilidad molecular de la cadena de polipéptido y de la afinidad de esta

por el medio de disolucién. Los calculos de area molecular de una molécula de proteina
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adsorbida indican que solo una fraccion de la cadena de polipéptido estd en contacto
con la interfase (superficie).

Las configuraciones de una cadena de polipéptido flexible en la interfase
pueden ser clasificadas dentro de tres grupos (figura 2.7):

Figura2.7.  Diferentes conformaciones de una cadena de polipéptido

sobre una interfase.

a) Fila (train): hace referencia a los segmentos que estan en contacto directo con
la interfase.

b) Lazo (loop): se refiere a los segmentos de polipéptido entre las filas que estan
suspendidos en el seno de Ia fase.
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c) Cola (tail): son los segmentos terminales de la cadena de polipéptido con
grupos terminales N-R y C-R. Ya que estos grupos estdn cargados a pH

neutro, es de esperar que las colas estén presentes en el seno de la fase acuosa.

La distribucion de filas, lazos y colas en un polipéptido adsorbido depende de la
flexibilidad de la molécula y de la presién superficial' de la pelicula de proteina. Se
asume a menudo que para bajas presiones superficiales (con una pelicula diluida de
proteina), las moléculas alcanza una desnaturalizacién completa y todos los segmentos
de la proteina adquieren una configuracion de fila (Davies, 1953). Sin embargo, esta es
una suposicion simplista debido a que la configuracién de la proteina sobre la interfase
es muy dependiente del tipo de proteina y de la calidad del disolvente (de Feijter y
Benjamins, 1987; Fleer et al., 1989, 1993; Dickinson, 1992; Dickinson y Walstra,
1993). En la figura 2.7-bis se representa imagénes de la molécula de una proteina
(ribonucleasa del pancreas bovino), obtenidas por simulacion con ordenador (Haynes y
Norede, 1994).

Del andlisis de las isotermas n-A* de peliculas de B-caseina, una proteia
flexible, sobre la interfase aire-agua (Graham y Phillips, 1979) se deduce que para
presiones superficiales inferiores a 8 mN/m, cuando la proteina forma una pelicula
diluida’, la mayoria de los residuos de amino4cido estan en contacto con la interfase y
la molécula adquiere una configuraciéon de fila sobre la interfase aire-agua (figura 2.8).
Sin embargo, a presiones superiores a 8 mN/m, la compresién’ de la pelicula da como
resultado el desplazamiento de ciertos segmentos desde la interfase y la formacion de
lazos y colas.

! Estos términos ser4n definidos en el apartado 2.6.5. de esta Memoria.
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Figura 2.7-bis. Imdgenes de la molécula de una proteina. (a) Cadena de
polipeptido  mostrando estructuras de a-hélice (naranja), [B-ldmina (azul) 'y
desordenada (blanco). (b) Distribucion de grupos superficiales de la proteina. El
color estd en orden creciente con el valor del pK: rojo oscuro (grupo carboxilo
terminal), rojo claro (grupos carboxilos del aspdrtico y glutdmico), rojo-violeta
(histidina), azul claro (grupo amino de la lisina), azul oscuro (grupo guanidilo de la

arginina). (c ) Distribucién de grupos polares y apolares sobre la superficie de la
proteina.
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Cuando se incrementa la compresién de la pelicula, mas y mas segmentos son
desplazados desde la interfase. Cuando se sobrepasa la presion de colapso’ (n = 24

mN/m) o cuando la concentracion superficial (I") supera a la concentracion de

] —— A w- A~ %"—*W

2 Tt~ iy = AP

3 P AN - M“M@W

Luddah ~—= Byt -
g e B

B-CASEINA (W) ~ B-CASEINA (O'W) LISOZIMA (A/W)

Figura 2.8.  Representacion esquemadtica de las estructuras de [-caseinay
lisozima sobre las interfases.

LCASEINA: (1) T < 1 mgm?;(2) 1 mgm® < T < Iy
Alr=Ta, AT >Ta
LISOZIMA: ()T < 2mgm?; (2) T > 3 mgm?;

GI=Ta; AT >Ta
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saturacion (I'y;) comienza a formarse multicapas en el seno de la fase acuosa, debajo de

la capa de B-caseina.

En contraste con la P-caseina, con la lisozima y la BSA, al ser proteinas
globulares, aparecen las conformaciones lazo, incluso, a bajas presiones o
concentraciones superficiales. Debido a la presencia de enlaces intramoleculares
disulfuro y a la gran cantidad de estrucfuira en o-hélice y ldminas, tanto la lisozima
como la BSA mantienen gran parte de su estructura ordenada en la interfase (figura
2.8) (Graham y Phillips, 1979a, 1979b, 1980; Phillips, 1981).

2.5.4. La albimina del suero bovino (BSA).

La alblimina del suero bovino (BSA), sobre la que se centrard este estudio, es
una de las proteinas del suero (Tablas 2.4 y 2.5). La BSA ha sido extensivamente
caracterizada y sus propiedades quimicas y fisicas son bien conocidas (Peters, 1975).
La proteina consiste en una cadena simple de polipéptidos conteniendo alrededor de
580 residuos de aminoacidos con 17 enlaces disulfuro (-S-S-) y un grupo tiol libre en el
residuo 34. Aunque la estructura cristalina tridimensional precisa de la BSA no es
exactamente conocida, la distribucién de enlaces disulfuro y la localizacion de los
residuos especificos a lo largo de la cadena de polipéptido sugiere que la molécula de
albimina se pliega para formar tres dominios estructurales y nueve subdominios
(Brown, 1977). La existencia de multidominios en la molécula de BSA es responsable
de un comportamiento anémalo de la proteina bajo condiciones de desnaturalizacion
(Pace, 1975).
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La BSA tiene la capacidad de unirse a 4cidos grasos libres, a otros lipidos y a
otros compuestos (Damodaran y Kinsella, 1980). La temperatura de desnaturalizacion
estd comprendida entre 64 y 70°C, pero esta muy afectada por el pH, la presencia de
sales (especialmente calcio), los agentes quelatantes (citrato y fosfato), etc. (Kinsella y

Tabla 2.4, Composicion en aminodcidos de las principales proteinas del
suero de la leche de bovinos.

Aminoicido B- a- Albimina del | Lisozima
Lactoglobulina | Lactoglobulina suero
Asp 11 9 41 13
Asn 5 12 13 10
Thr 8 7 34 8
Ser 7 7 28 8
Glu 16 8 59 10
Gin 9 5 20 4
Pro 8 2 28 9
Gly 3 6 15 11
Ala 14 3 46 5
1/2Cys 5 8 35 6
Val 10 6 36 6
Met 4 1 4 2
Ile 10 8 14 10
Leu 22 13 61 S
Tyr 4 4 19 7
Phe 4 4 27 7
Trp 2 4 2 1
Lys 15 12 59 10
His 2 3 17 7
Arg 3 1 23 15
Total 162 123 581 154

Whitehead, 1989). Existe, igualmente, una abundante informacion sobre sus
propiedades funcionales tales como su actividad superficial, estructura y propiedades de
la pelicula de la proteina en las interfases aire-agua y aceite-agua y propiedades

espumantes y emulsionantes (para una revision puede consultarse: Kinsella y
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Whitehead, 1989). La importancia de sus propiedades funcionales, asi como su
adecuacion a aplicaciones especificas, ha dado lugar a una extensa bibliografia sobre
modificaciones fisicas, quimicas o enzimaticas (Cheftel et al, 1989; Fox et al,, 1982;

Richardson y Kester, 1984; Kinsella y Whitehead, 1989). Las caracteristicas

Tabla 2.5. Caracteristicas fisico-quimicas de la albumina del suero
bovino (BSA) (Norde y Favier, 1992, Norde y Anusiem, 1992).

Masa molecular 66.000-68.000
Punto isoeléctrico (pH) 471
Grupos cistina 17 (1-5 H)
Dimensiones de la molecula (nm’) 11,6x2,7x2,7

Temperatura de desnaturalizacion (°C) 63

Estabilidad conformacional Baja

Porcentaje de a-hélices (pH=7,0) 74

espumantes y emulsificantes de la BSA nativa o modificada ha dado lugar también a un
elevado nimero de estudios, que puede consultarse gracias a diversas revisiones
(Ahmed y Dickinson, 1990; Bikerman; 1973; Coke et al., 1990; Chen y Dickinson,
1993; Damodaran y Song, 1988; Damodaran, 1990; Das y Kinsella, 1990; Dickinson y
Woskett, 1988; Dickinson et al., 1989; Doxastakis y Sherman, 1983; German et al.,
1985; Halling, 1981; Leadbetter, 1990; Parker, 1988; Phillips et al., 1992; Phillips,
1981).
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2.6. EMULSIONANTES DE BAJO PESO MOLECULAR.

La mayor parte de los emulsionantes sintéticos disponibles comercialmente son
ésteres parciales o totales de 4cidos grasos alimentarios y 4cidos organicos, tales como
acético, citrico, lctico, tartdrico y succinico, con polioles tales como glicerina,
propilenglicol y sorbitol. Estos se forman normalmente por alcoholisis o esterificacion
directa. Ademas de los sintéticos, se usan también emulsionantes naturales. Los
fosfolipidos y lecitinas derivadas de la leche, huevo, maiz, cacahuete y soja son los mas

importantes emulsionantes naturales.

Las fuentes de materias primas en la fabricacién de emulsionantes alimentarios
se resumen en la figura 2.9. La fotosintesis representa el punto de partida para todos los
emulsionantes alimentarios. Desde esta reaccién fundamental deriva, directamente de
las plantas o indirectamente de los animales, los aceites vegetales, grasas animales,
carbohidratos y otros materiales que sirven como base de las materias primas
(Charalambous y Doxastakis, 1989; Krog, 1992; Larsson y Friberg, 1990; Larsson,
1994; Leadbetter, 1990).

2.6.1. Monoglicéridos y diglicéridos.

- F

Los monoglicéridos son los prodﬁctos mas usados como emulsionantes
alimentarios. Los monoglicéridos y sus ésteres con acidos organicos constituyen el 70-
80% de la producciéon mundial de emulsionantes alimentarios. Fueron descritos en
1853 por Berthelot. Cominmente se denominan como tales pero comercialmente estén

disponibles como mezclas en lugar de como productos puros. Sin embargo, Ia fraccion
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de monoglicéridos en la mezcla es quien confiere las principales propiedades

funcionales del producto.

Comercialmente se preparan por esterificacion directa de glicerina con 4cidos
grasos a elevadas temperaturas o por glicerdlisis de las grasas. Es decir, mediante la
transesterificacion de la grasa con glicerina. Las grasas alimentarias o 4cidos grasos
usados en su fabricacion, son de origen vegetal (aceites de soja, algoddn, coco o
palma), de origen animal (manteca de cerdo, sebo, etc.) o aceites de pescado, algunos
de los cuales pueden ser hidrogenados.

Esterificacion directa de la glicerina:

CH,-OH CH,-O-C-O-R
I |
ICH-OH + R-C-O-OH — ICH-OH

CH,-OH CH,-OH
Glicerina Acido graso Monoglicérido

Transesterificacion de las grasas con glicerina:

H,-OH H;-O-C-O-R; FHZ-O-C-O-Rg ?HZ-O-C-O-Rl
CH-OH + CH-O-C-O-R; CH-OH + CH-O-C-O-R;
! I ! I
CH,-OH CH,-O-C-O-R; CH,-OH CH,-OH
Glicerina Grasa Monoglicéridos Diglicéridos
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CO,+H,O

i

FOTOSINTESIS PLANTAS

F ANIMALES —
TRIGLICERIDOS, NAFTA CARBOHIDRATOS | |TARTRATO |
ACEITES Y GRASAS | | (ACEITE MINERAL) ! A
LECITINA GLICERINA | | PROPILENGLICOL] | |OXIDODE| | | AC..ACETICO
ETILENO
_’ A
AC. LACTICO
ACIDOS GRASOS POLIGLICEROL ANHIDRIDO SACAROSA
ACETICO
AC.CITRICO
AC.TARTARICO
SORBITOL
MONO-DIGLICERIDOS "
MONOGLICERIDO DESTILADO
Figura2.9.  Origen de las materias primas de emulsionantes alimentarios

de bajo peso molecular
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MONOGLICERIDO:

™ MONOESTEARINA
= MONOPALMITINA
® MONOOLEINA, ETC.

OXIDO DE AC.LACTICO | |AC.CITRICO| | ANHIDRIDO| | AC. TARTARICO
—p
ETILENO ACETICO
MONOGLICERIDO DIACETILTARTARICO
ETOXILADO
GLICERIDO-LACTO-PALMITATO
" CITOGLICERIDO
ACETOGLICERIDO
» DATEM

Figura 2.10. Origen de algunos emulsionantes alimentarios de bajo peso

molecular derivados de

monoglicérido.

los  monoglicéridos. DATEM: diacetiltartrato de
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ACIDOS GRASOS:
B ESTEARIO

B PALMITICO

® OLEICO, ETC.

GLICERINA | |PROPILENGLICOL AC.LACTICO| |SORBITOL OXIDO DE
ETILENO
SACAROSA
SORBITANO
| POLIGLICEROL |
PGE/PGPR
| PGMS
ESTEAROIL LACTILATOS
ESTERES METILICOS DE ESTERES DE SACAROSA
ACIDOS GRASOS
ESTERES DE
. | SORBITANO
POLISORBATOS

Figura 2.11. Origen de algunos emulsionantes alimentarios de bajo peso

molecular derivados de dcidos grasos.
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Si el monoglicérido se hace reaccionar con compuestos organicos tales como
4acidos organicos o sus derivados pueden producirse numerosos compuestos utilizados

como emulsionantes. Algunos de estos se muestran en la figura 2.10.

Ademés de los citados, existe un grupo de emulsionantes de gran importancia
industrial. Son los ésteres de 4cidos grasos con alcoholes distintos a la glicerina. El

origen de algunos de los emulsionantes derivados de 4cidos grasos se muestran en la
figura 2.11.

2.6.2. Esteres de sorbitano. Tween 20.

El Tween 20 (monolaurato de sorbitano y 6xido de polietileno) pertenece al
grupo de los ésteres de sorbitano. Estos tensioactivos se sintetizan a partir de la
reaccion de 6xidos de olefinas con ésteres grasos de polialcoholes. El valor del HLB de
estos tensioactivos puede modificarse selectivamente mediante la sustitucion de los
grupos oxhidrilos del sorbitano por cadenas de poliéxidos de etileno, de diferentes
longitudes. De hecho, en los productos comerciales se puede disponer de una amplia
familia de estos productos con distintos valores de HLB y con aplicaciones muy
especificas.

Para obtener el Tween 20 se pz;rte del sorbitol (CsHs(OH)g), el cual, por medio
de una reaccion con é4cido sulfirico, a 140 °C durante 30 minutos, se transforma en

1,4-sorbitano:
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O
7 \
HzCi (EH—CHOH—CHzOH
HOHC ~ CHOH

1,4-sorbitano

El ataque de los grupos de 6xido de etileno se produce en los hidroxilos de la
molécula, uniéndose ademas a la misma el monolaurato de poliéxido de etileno, al

grupo hidroxilo terminal. La férmula general del Tween 20 es (Mackie et al, 1996):

CHy-0-C-0-CHy( CHa),CHs
HO-(CH,CH;0),-CH _, O
Y

X =(CH,0),-OH
Y = (CH40),-OH X
Xx+y+2=20

Tween 20: monolaureato de sorbitano polioxietilenado (20)

La molécula de Tween 20 estd constituida por un anillo de sorbitano unido
mediante un enlace éster a una cadena de 4cido laurico. El anillo de sorbitano tiene
sustituciones de cadenas de 6xido de etileno. La extension de la sustitucion del anillo de
sorbitano por las cadenas de 6xido de polietileno es variable, siendo esta la razon de la

indefinida composicion quimica de este tipo de emulsionante.

La familia de los Tween tienen un punto de ebullicion mas elevado que la de

otros monoésteres de polialcoholes con una mayor cantidad de grupos de acidos
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grasos. Esto se debe a la proporcion relativamente alta de grupos hidroxilos, de enlaces
de hidrégeno y a los radicales alquilicos relativamente altos (Benson, 1987).

Los Tween son liquidos a la temperatura ambiente. Debido a su capacidad de
formar micelas en disolucion, la solubilidad media no tiene el mismo significado que
para los compuestos no asociados. En muchos casos, los ésteres grasos de
polialcoholes dispersos en disolventes forman sistemas coloidales que presentan una
apariencia turbia. En general todos estos compuestos son solubles en agua. Sin
embargo, su solubilidad es nula en aceites minerales, pero ésta aumenta en el seno de
hidrocarburos arométicos. Todos estos compuestos son solubles en xileno, pero en
menor medida que sus correspondientes ésteres de sorbitano. En la Tabla 2.6 se
muestra algunas de las propiedades fisicas de la familia de los Tween de mayor
importancia industrial.

En relacion con sus aplicaciones, se puede destacar su uso en emulsificacion,
espumacion, disolventes, modificadores de la humectacion, detergentes, lubricantes y
plastificantes.

Por su interés en el contexto de esta memoria, se citaran algunas aplicaciones
concretas dentro del campo de la tecnologia de alimentos, pero hay que sefialar que su
uso no se restringe a este campo. Su utilizacion se extiende a los campos de las
industrias farmacéutica, cosmética, Vagroquimica, textil, protectores de metal,
lubricantes, detergentes, etc. Algunos ejemplos de su uso en el campo de la tecnologia

de alimentos son los siguientes:
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Tabla 2.6. Propiedades fisicas de los ésteres de sorbitano polioxietilenados.

Tensién
Nombre quimico Nombre Solubilidad en Solubilidad | Solubilidad superficial
comercial | aceite mineral en xileno en agua en agua
(mN/m)
Monolaureato de sorbitano Tween 21 i sth, 10%) d 32
polioxietilenado (4)
Monolaureato de sorbitano Tween 20 i S s 36
polioxietilenado (20)
Monopalmitato de sorbitano Tween 40 i s s 40
polioxietilenado (20)
Monoestearato de sorbitano Tween 61 i s(i, 10%) d 38
polioxietilenado (4)
Monoestearato de sorbitano Tween 60 i s s 43
polioxietilenado (20) ‘
Triestearato de sorbitano polioxietilenado |  Tiveen 65 i s(d, 10%) | d(g 105) 31
20)
Monooleato de sorbitano polioxietilenado |  Tween 8] H(s, 10%) s(i, 10%) d 38
(5) Tween 81
Monooleato de sorbitano polioxietilenado |  Tyeen 80 i s(i, 10%) s 41
20
Trioleato de sorbitano polioxietilenado Tween 85 S S d 42

20)

i: insoluble; s: soluble; h: forma niebla; g: forma geles; d: dispersion.

a) Enlos productos batidos, los Tween emulsifican las grasas, promoviendo su

distribucion homogénea y ayudando a la formacién de pequefias burbujas de aire, u

otro gas, durante el proceso de batido.

b) En las masas de pasteleria fabricadas con grasas liquidas y semisolidas se

suele utilizar las mezclas de Tween y Span (ésteres de sorbitano) como emulsionantes.
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¢) Enla fabricacion de chocolates se usan estos tensioactivos para controlar la

humedad, textura, volumen y granulosidad del producto.

d) La adicion de Tween a las gelatinas a base de almidén retarda el

endurecimiento del producto debido a su accion sobre la cristalizacion del almidon.

e) Otros ejemplos de utilizacion de los Tween, solos o mezclados con los
Span, son los siguientes: en los helados incrementan su volumen e inhiben la difusién de
la grasa hacia la superficie. En Ia leche en polvo controlan la dispersion. Ademas se
usan en bebidas carbonatadas, zumos de frutas, quesos, etc. (Benson, 1987).

2.6.3. Lecitina y otros fosfolipidos.

La lecitina es una mezcla de fosfolipidos incluyendo la fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y otros componentes. Es un constituyente natural de origen
animal o vegetal La lecitina fue probablemente utilizada al comienzo como
emulsionante en su forma de yema de huevo. Actualmente, sin embargo, la mas
importante fuente de lecitina es el aceite de soja. Ademas de en el aceite de soja, la
lecitina se encuentra también presente en muchos otros aceites, tales como los de
algodén, sésamo, cacahuete, girasol, g/'gc. La lecitina puede ser modificada por varios
métodos para producir una serie de ’lecitinas modificadas. Las lecitinas pueden ser

hidrolizadas por tratamiento enzimatico o por hidrdlisis alcalina o 4cida.
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10.

11.

12.

13.

14.
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Tabla 2.7. Funciones de emulsionantes de bajo peso molecular.

Facilitan y estabilizan emulsiones O/W y A/W: mayonesas, salsas, mantequillas,
margarinas, etc.

Productos de panaderia y bolleria:

* Acondicionar la masa de partida.

* Retraso de envejecimiento y endurecimiento del producto.
* Aumenta el volumen del producto y lo hace mas esponjoso.

Reaccidn con el almid6n:

* Evitar gelificacion: alimentos deshidratados (puré de  patatas).

* Reducir viscosidad y evitar pegajosidad durante el cocido: espaguetis,
macarrones, fideos, etc.

Dispersantes de gases en liquidos: helados, sorbetes, batidos, nata montada,
etc.

Favorece humectacion en la rehidratacion y mejora la dispersién y
solubilizacion: alimentos en polvo (leche, cacao, café, huevos, etc.).

Favorece la dispersion de otros aditivos: esencias aromaticas, vitaminas,
antioxidantes (bebidas ligeras, carbonatadas, zumos de frutas, etc.).

Formacion de capa fina de cristales de grasa con brillo superficial: chocolates,
bombones, etc.

Propiedades lubricantes: preparacion de gomas de mascar, caramelos blandos,
etc.

Facilita procesado de quesos fundidos, leche condensada, flanes, mazapanes,
masas de relleno y de cobertura.

Evita salpicado y aumenta estabilidad de aceites o grasas de fritura.
Propiedades plastificantes.

Forma peliculas flexibles y extensibles: preparacion de envolturas y
revestimiento de alimentos (pescado, carnes, embutidos, frutas, quesos, etc.).

Antiespumante y desemulsionante.

Lubricacién de la maquinaria.
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2.6.4. Funciones de los agentes emulsionantes.

Los emulsionantes son ingredientes versatiles con un amplio margen de
propiedades funcionales. Generalmente, las funciones mas importantes de un

emulsionante alimentario se pueden resumir en los siguientes puntos:

* Promover la formacién y estabilidad de emulsiones y espumas.

* Controlar la aglomeracién de los glébulos de grasas.

* Modificar la textura, vida media y propiedades reoldgicas, por su capacidad
complejante del almidén y de las proteinas.

* Mejorar Ia consistencia y textura de productos que contienen grasas,

controlando el polimorfismo y estructura cristalina de las grasas.

Los emulsionantes poseen una amplia variedad de otras funciones, muchas de
las cuales estan interrelacionadas y que se resumen en la Tabla 2.7. Es importante
indicar que en un sistema alimentario especifico un emulsionante puede proporcionar
una o varias de las funciones descritas. En muchos casos puede ser necesario usar dos o
més emulsionantes conjuntamente para conseguir el efecto deseado. La funcionalidad
puede depender también del nivel de adicion. Con frecuencia un emulsionante puede
conferir una funcién a un nivel y proporcionar una funcién completamente opuesta a

otra concentracion.

2.6.5. Formacion de peliculas en las interfases.

Las moléculas consideradas en esta seccion poseen un grupo polar y una

cadena hidrocarbonada. En una emulsidn, se orientan hacia la fase acuosa u oleosa
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segun su solubilidad relativa en ambas fases. Las que son més solubles en la fase acuosa
tienden a formar micelas. Las que son mas solubles en la fase oleosa forman también

micelas inversas, que son usualmente mas pequefias que las anteriores.
Como se observa en la figura 2.12, cuando estas sustancias se adsorben sobre
la interfase, el grupo polar se orienta hacia el agua y la cadena hidrocarbonada hacia la

fase oleosa. Esta orientacion reduce la energia libre del sistema.

La ecuacion que relaciona la cantidad de emulsionante adsorbido en la interfase
(I') desde una concentracién (C) en el seno de cualquiera de las fases se denomina

isoterma de adsorcién (Adamson, 1990): T =f{C)

El estado termodinimico de una pelicula adsorbida se describe mediante la
ecuacion superficial de estado:

n=0,-c=fI) 2.14)

donde = es la presion superficial y ¢ y o, son las tensiones superficiales en presencia y

ausencia de tensioactivo.

Esta ecuacién es similar a la conocida tridimensional. Cuando Ias moléculas en

la interfase poseen una estructura gaseosa, la ecuacién anterior adopta la forma:

1. A=nkT = PV=nRT (2.15)

donde A es el 4rea de la interfase y n el niimero de moléculas adsorbidas.
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- Y
LECITINA o "3"3
¥4CH2)2~~§
oM 1 %
Chy

MONOGL ICERIDO

GOTA DE

ESTER DE
ACIDO GRASO

Figura 2.12.  Orientacion de las moléculas de los emulsionantes en la
interfase entre un medio acuoso y uno oleoso. Las lineas en zig-zag representan una
cadena hidrocarbonada.

(A) Peliculas esparcidas. Monocapa§.
Ty
Estas peliculas la forman los emulsionantes que son insolubles en el medio
acuoso (como algunos lipidos), o aquéllos otros que siendo solubles en el medio
acuoso, como las proteinas, forman peliculas estables sobre la interfase durante el
tiempo de experimentacion. La ecuacion (2.15) no es aplicable para peliculas con
moléculas mis empaquetadas. En este aspecto resulta de gran utilidad el estudio de las
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monocapas de estas sustancias en la interfase aire-agua, por analogia con la interfase
aceite-agua. Esta experiencia se puede efectuar en una balanza de superficie (Gaines,
1966). Se pueden citar diversos estados de las monocapas relacionadas con un mayor o
menor empaquetamiento de las moléculas (figura 2.13).

El diagrama de fase a temperatura constante, presion superficial-drea por
molécula, también denominado isoterma m-A, es de gran utilidad para obtener
informacion acerca de las interacciones existentes entre las moléculas en la monocapa.
Si dichas interacciones son tales que no limitan la libertad de movimiento de las
moléculas sobre la superficie, la isoterma n-A presenta una variacion hiperbolica (w.A
= k.T), que se denomina monocapa gaseosa (Gaines, 1966; Lange y Jeschke, 1987).
En este tipo de monocapa se acepta la idea de que las moléculas adoptan una
configuracion practicamente horizontal. El estado de méximo empaquetamiento
molecular se denomina monocapa sdlida, cuya isoterma m-A presenta una variacion
lineal (A-Asum = K., donde K es una constante y Ay, es el drea limite, obtenida por
extrapolacion de la isoterma m-A) . Este estado es equiparable al de un cristal
bidimensional, en el que las cadenas hidrocarbonadas de las moléculas adoptan una
posicion practicamente vertical con respecto a la interfase, con los grupos polares
inmersos en el medio acuoso y las largas cadenas estrechamente empaquetadas. Entre
estos dos comportamientos extremos existe una ampha gama de estados intermedios,
englobados dentro del denominado estado liguido, cuya nomenclatura no esta sujeta a
un mismo criterio segtn los distintos autores (Adam, 1941; Harkins, 1952; Dervichian,
1939; Albrecht, 1978, etc.). Admitiendo la nomenclatura recomendada por Adamson
(1990), en el estado liquido se pueden distinguir dos tipos de monocapas: (a)
monocapa liquido-expandida, en la que las moléculas adoptan una configuracion
intermedia entre las monocapas gaseosas y las monocapas solidas (los diagramas n-A

de estas peliculas presentan una gran curvatura); (b) monocapa liquido-condensada, en
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la que las moléculas adoptan una estructura semis6lida con una cierta cantidad de agua
entre los grupos polares de las moléculas (la isoterma n-A presenta una curvatura, pero

inferior a la de la monocapa liquido-expandida).

T (mN/m)
TL

GASEOSA (G)
COLAPSO

-

SOLIDO (S) l““

| A-Alim = K.T|

T (S—*LC)

LIQUIDO CONDENSADO (LC) *u[[lv

T,

LIQUIDO dNEE.
EXPANDIDO
(LE)

| (T0CA) ) (A-K) =KT |

——

Figura 2.13. Isoterma n-A caracteristica de un lipido esparcido sobre la
interfase  aire-medio acuoso con distintas estructuras (Gaines, 1966, Lange y
Jeschke, 1987)

71



CARACTERISTICAS INTERFACIALES DE LIPIDOS Y DE PROTEINAS

Al disminuir el 4rea por molécula (es decir, al aumentar la densidad molecular
superficial), aumentan las interacciones intermoleculares. Esto conduce, dependiendo
del tipo de sustancia esparcida, de la composicién del medio acuoso, de la temperatura,
etc., a una transicion desde el estado gaseoso a un estado mas condensado (Gaines,
1966; Lange y Jeschke, 1987). A diferencia de las moléculas de grandes polimeros,
como la de las proteinas, las peliculas de moléculas simples, como la de los lipidos,
pueden presentar més de una estructura (Figura 2.13) en funcién de las condiciones de
experimentacion (Gaines, 1966). Las transiciones pueden ser de primer orden, como la
existente entre las monocapas liquido expandida y liquido condensada, que implica una
discontinuidad en el drea molecular y en las propiedades termodindmicas implicadas,
caracterizada por la existencia de una “meseta” en la isoterma m-A entre ambas
estructuras; o de segundo orden, como la existente entre las monocapas sélida y liquido
expandida, la cual se caracteriza por la existencia de un cambio brusco en la pendiente

de la isoterma w-A.

Una cuestién de considerable interés tedrico y préctico relacionada con las
monocapas esparcidas es la de su estabilidad. Estas peliculas pueden estar sujetas a
diferente grado de inestabilidad, siendo sus principales causas la formacion de
agregados tridimensionales sobre la interfase por colapso de la monocapa, o la
desorcion de las moléculas de la interfase y su paso al seno de la fase acuosa (Figura
2.14). |

La transformacién de una monocapa homogénea en otra heterogénea
colapsada puede producirse por diversos mecanismos (Keyser, 1984; Ternes y Barnes,
1984; Smith, 1980, Pezron et al, 1990): (a) por fractura de la monocapa, (b) por

formacion de nicleos y posterior crecimiento, (¢) por formacién de multicapas y (d)
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por formacién de lentes liquidas sobre la interfase. Cualquiera que sea la causa del
colapso, se define la presion de colapso como la mayor presion a la que se puede
comprimir una monocapa sin que se produzca la expulsion de las moléculas para
formar una nueva fase. Desde un punto de vista termodindmico, la presion de
esparcimiento en el equilibrio (ESP) representa la mixima presion a la que se puede
comprimir una monocapa esparcida sin que se produzca el colapso. Las peliculas de
tensioactivos liquidos y de baja viscosidad colapsan a una presion igual a la ESP
(Gaines, 1966; Phillips y Hauser, 1974). Las monocapas de tensioactivos solidos o
liquidos de elevada viscosidad, pueden ser comprimidas a presiones superiores a su
ESP y permanecer en un estado metaestable durante ciertos periodos de tiempo antes

de colapsar, pero en estos casos la pelicula no est4 en equilibrio termodindmico.

A presiones superiores o inferiores a la ESP la monocapa puede ser inestable
debido a la desorcién de sus moléculas en el seno de la fase acuosa. Existen dos etapas
implicadas en el proceso de desorcion de una monocapa (Ter Minassian-Saraga, 1955;
Gershfeld, 1982): (a) disolucién de la monocapa desde la superficie hacia una region
delgada, A, situada debajo de la misma, y (b) difusion de las moléculas disueltas a
través de una capa inmévil hacia el seno de la subfase, B, afectada por la conveccion
(Figura 2.14).

Sin embargo las moléculas de_una monocapa pueden estar sometidas a otras
. “f

causas de inestabilidad, como se cita a continuacién:

(a) Evaporacion.

(b) Reologia superficial.

(c) Reaccidon quimica superficial.
(d) Hidratacion del grupo polar.
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EFECTO MARANGONI — HIDRATACION DEL GRUPO POLAR

REACCION QUIMICA |— CAMBIO DE CONFORMACION-

[ ORGANIZACION
EVAPORACIOlN
A T REOLOGIA SUPERFICIAL
CAUSAS DE INESTABILIDAD DE LA MONOCAPA
1'I§1'Ie II>TIle
DESORCION COLAPSO
0=0 FRACTURA
A ~e
i DISOLUEION LA
0=0
b
e A/ _eCa MULTICAPAS
&0 { 14 4 4 444
- DIFUSION
0> 0* | - -
| NUCLEOS CRITICOS
NP |
oA .
o |
L
i P R

Figura 2.14. Causas de inestabilidad de una monocapa
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() Movimiento molecular de la monocapa y de la subfase, como resultado de

un gradiente de presion superficial (efecto Marangoni).
(f) Difusi6n superficial.
(g) Cambios en la conformacion molecular superficial.
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Figura 2.15.  Isotermas de adsorcién de diferentes tensioactivos y proteinas.
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(B) Peliculas adsorbidas.

Estas peliculas la forman los emulsionantes (lipidos y proteinas) que son
solubles en el medio acuoso. Aunque la cantidad de tensioactivo adsorbida sobre la
interfase no es accesible normalmente por experimentacion directa, resultan de gran
utilidad las representaciones © = f{C), como las que se muestran en la figura 2.15. Se
observa la existencia de un incremento en escalon de la presién superficial a una
concentracion critica, que se corresponde con la mayor concentracion de monémero
en el seno de la solucién. Esta es, pues, una concentracién critica para la emulsificacién
(Krog, 1985). Seria necesario disponer de una mayor cantidad de lipido para formar
una pelicula estable en la interfase aceite/agua, y esto no es posible hasta que no se
alcance un maximo en la concentracion de monémero en el seno de la fase. Un
principio de utilidad es que una buena medida de eficacia de adsorcién es la
concentracion de tensioactivo en el seno de la fase necesaria para producir una presion
de 20 mNxm', ya que para muchos tensioactivos a esta concentracion esté saturada el
84% de la interfase.
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2.7. INTERACCIONES LIiPIDO-PROTEINA.

Las proteinas y los lipidos son los principales tensioactivos en la naturaleza.
Asociados entre si confieren las propiedades que se requieren para la regulacién de la
velocidad de reaccion y la permeabilidad en los sistemas vivientes. Este hecho ha
estimulado un gran numero de estudios sobre peliculas mezcladas de proteinas y
lipidos, con la esperanza de que tales sistemas modelos serian utiles para profundizar en
el conocimiento de los componentes y de los procesos bioldgicos (MacRitchie, 1978;
Cornell, 1982; Fidelio y Magio, 1986; Crowe et al., 1987; Kozarac et al., 1988, etc.).
El estudio de las interacciones lipido-proteina es igualmente importante para la ciencia
y tecnologia de alimentos. Como se ha discutido en apartados previos ambos
componentes constituyen la mayoria de los emulsionantes alimentarios. Ademds, en la
mayoria de las formulaciones alimentarias coexisten conjuntamente lipido y proteinas
como estabilizantes (Halling, 1981; Dickinson, 1987, 1989, 1992; Larsson, 1994;
Leadbetter, 1990; Dickinson y Stainsby, 1987).

Las caracteristicas fisico-quimicas y las interacciones de las proteinas con otros
ingredientes de la formulacién alimentaria determinan su utilidad y aplicaciones. Estas
caracteristicas, denominadas globalmente como propiedades funcionales, ejercen gran
influencia sobre el procesado, preparacion y atributos de calidad del alimento (Kinsella,
1978). Aunque las propiedades de un componente aislado (lipido o proteina) son
importantes, es la forma en la ql;e los distintos constituyentes del alimento

interaccionan entre si, lo que finalmente determina su funcionalidad y aplicaciones.

Las interacciones lipido-proteina de interés alimentario, en las interfases aire-
agua y aceite-agua, ha originado igualmente una abundante bibliografia y técnicas de
estudio (Karel, 1973; Sherman y Doxastakis, 1983; Rahman y Sherman, 1982; Kako y
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Kondo, 1979; de Feijter et al., 1987; Ericsson y Hegg, 1985; Coke et al,, 1990; Wilde y
Clark, 1993; Chen et al,, 1993; Miller et al., 1994; Rivas y Sherman, 1984; etc.). La
interaccion entre proteinas y lipidos polares puede producirse mediante diversos

mecanismos (figura 2.15):

GRUPO LISIL H, Hz '/v

N/C\ N/ N

H, H,
Enlace electrostatlco N PROTEINA
A o polar \.\
LiPIDO Hz Hz *
CH,OH .
\ / \ / AN ~ s
C--O--CH T
.-" Enlace de
Efecto CH,OH hidrégeno
\ \hldrofoblco
H,
N s
H-C C
H™ CH;
GRUPO LEUCIL

PROTEINA

Figura 2.15.  Posibilidades de enlace entre un lipido polar y una proteina.

* Enlaces electrostaticos entre los grupos hidroxilos cargados negativamente y

los grupos de la proteina con carga positiva.
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* Enlaces de hidrogeno entre el atomo de hidrogeno del grupo hidroxilo del

lipido y el &tomo de oxigeno de los grupos carboxilos de la proteina.

* Fuerzas de dispersion de cardcter no polar o fuerzas de van der Waals, que
adquieren importancia cuando los grupos que interaccionan estan proximos.
Estas fuerzas son débiles, pero en un medio acuoso, los grupos no polares de la
proteina tienden a agruparse porque las interacciones de las moléculas agua-
agua, debido a enlaces de hidrégeno, son mis fuertes que las interacciones
entre las moléculas de agua y los grupos no polares de la proteina. En
consecuencia, la atraccién entre los grupos no polares se incrementa

significativamente, dando lugar a efectos hidrofobicos.

A pesar del gran esfuerzo en investigacion aplicado en estos estudios, aiin
existe un conocimiento limitado de como las proteinas se adsorben sobre las interfases
(aire-agua, aceite-agua y solido-agua) y de como compiten entre ellas y entre otras
sustancias presentes, por la interfase. Este conocimiento es esencial para describir de
una manera cuantitativa la relacion entre la estructura molecular y las propiedades
superficiales y emulsionantes de estos importantes constituyentes de los alimentos. El
conocimiento de como los diferentes constituyentes de los sistemas coloidales
interaccionan entre si y de como se comportan bajo diferentes condiciones
experimentales es de considerable intg_gés cientifico y practico (McClements, 1993).
Este tipo de informacion es crucial paré el desarrollo de nuevos productos o la mejora

de los existentes.
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3. OBJETIVOS.

De los expuesto en los antecedentes bibliograficos se deduce, por su interés en
el contexto de este estudio, que durante el proceso de formacion de una emulsién o
espuma se produce un significativo incremento del area interfacial, que depende del
nimero y tamafio de las gotas de la fase dispersa. Por ello Ia fabricacion de emulsiones
y espumas son procesos dindmicos y consumidores de gran cantidad de energia. No
obstante, debido a su elevada érea interfacial, las emulsiones y espumas alimentarias
son sistemas termodinamicamente inestables. Para su conservacion temporal se afiaden
sustancias con actividad superficial denominadas emulsionantes, espumantes, agentes
de superficie o, simplemente, tensioactivos. Su funcidn es proteger rapidamente la gota
o burbuja formada mediante el proceso mecanico previo, frente a la prematura
coalescencia, por adsorci6n del tensioactivo sobre la superficie interfacial recién creada.
La funcion que ejercen estos emulsionantes es complicada pero esencial, y depende de
la naturaleza del emulsionante empleado y de la concentracién del mismo, entre otros

factores.

Las caracteristicas que deben satisfacer los emulsionantes en el proceso de
formacién y estabilidad de una dispersion alimentaria (emulsién o espuma) se pueden

resumir en los siguientes puntos:

* Reducir la tension superficial o interfacial, porque:
. CF .
*x disminuye el consumo energético del proceso.
o reduce el tamafio de la fase dispersa (lo que es favorable para la
estabilidad de la formulacion).

* Formar una pelicula protectora sobre la superficie de la fase dispersa, con una

resistencia mecanica Optima.
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*

Adsorcion sobre Ia superficie de la fase dispersa con una velocidad adecuada.

Los objetivos de este trabajo se han centrado en el estudio de las caracteristicas

dindmicas y estéticas de formacion de una pelicula de una proteina (BSA) y de las

interacciones lipido-proteina sobre la interfase entre el aire y un medio acuoso, segin se

resume en los siguientes puntos:

82

Estudio de la cinética de formacion de una pelicula de proteina sobre la
interfase aire-medio acuoso, en funcion de la temperatura y de la concentracion
de proteina en el medio acuoso. Como tales se ha usado disoluciones acuosas
de etanol y sacarosa, que simulan formulaciones alimentarias. Para el
esclarecimiento de los mecanismos que controlan la adsorcion de la proteina

sobre la interfase se han utilizado dos métodos experimentales diferentes:

1.1. Para tiempos prolongados de adsorcion, se ha usado un tensiémetro digital
Kriiss, utilizando el método de la placa de Wilhelmy.

1.2. Para tiempos cortos de adsorcidn, se ha usado un tensiémetro automatico
basado en el método de la gota pendiente.

Estudio de la isoterma de adsorcion de la proteina sobre la interfase aire-medio
acuoso, utilizando el método de la placa de Wilhelmy.

Estudio de las caracteristicas reologicas superficiales de lipidos insolubles
(monoestearina, monooleina y sus mezclas) y solubles (Tween 20) en el medio
acuoso, en funcién de la concentracién de lipido sobre la interfase. Se ha
utilizado una balanza de superficie especial que se basa en el uso de una onda
superficial.
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4.  Estudio de las interacciones lipido-proteina sobre la interfase aire-medio
acuoso. En este apartado se estudian las mismas disoluciones citadas en el

primer apartado, haciendo uso de distintas técnicas experimentales.

4.1. Tensiometria. Se analizard la variacion de la tensién superficial con el
tiempo y el valor de la propiedad en el equilibrio, cuando sobre una pelicula de
proteina, previamente adsorbida sobre la interfase, se esparce un lipido
insoluble en el medio acuoso (monoestearina 0 monooleina), o se inyecta en el

seno de la fase acuosa de un lipido soluble (Tween 20)

4.2. Reologia superficial. Se analizara las caracteristicas reologicas
superficiales mediante experiencias oscilatorias de compresion-expansion,
haciendo uso de una balanza de superficie que utiliza el método de
amortiguacién de una onda superficial, sobre los sistemas citados en el apartado
4.1.

4.3. Microscopia de epi-iluminacién. Estudio de la movilidad superficial
(drenaje) en peliculas de Tween 20, de BSA y de sus mezclas, en funcién

de la composicion de la interfase y del medio acuoso.

4.4. Recuperacion de la fluorescencia tras el fotoblanqueo (FRAP).
Mediante esta técnica experimental se determinara el coeficiente de difusion
interfacial de peliculas de Tween 20, BSA y de sus mezclas, en funcion de

la composicion de la interfase’y del medio acuoso.
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4. METODOS EXPERIMENTALES.

4.1. CARACTERISTICAS DE LOS PRODUCTOS UTILIZADOS.

La proteina usada en este estudio (albmina del suero bovino, BSA) fue
adquirida de la firma Fluka y posee una pureza superior al 96%. Los lipidos insolubles
en el medio acuoso, monoestearina (monooctadecanoil-rac-glicerol) y monooleina (1-
mono(cis-9-octadecenoil)glicerol) fueron adquiridos de la firma Sigma y posee una
pureza superior al 99%. El Tween 20 (monolaurato de sorbitano y poliéxido de etileno
(20)) de alta pureza fue adquirido de la firma Pierce Chemical Co. El ODAF (5-N-
(octadecanoil)aminofluoresceina), niimero de catdlogo 0-322, fue adquirido de
Molecular Probes Inc. Los restantes reactivos utilizados fueron: etanol (Merck, pureza
superior al 99,8%), hexano (Merck, pureza superior al 99%), sacarosa (Fluka, riqueza
superior al 99,5%), fosfato monopotasico (Merck, pureza del 99,5%) y fosfato
dipotasico (Merck, pureza del 99%). Todos los productos citados fueron utilizados
directamente, sin someterse a purificacion posterior. El agua usada fue purificada por
medio de una unidad de filtracion-6smosis Millipore (Mille Q). La ausencia de
contaminantes en el agua y en las disoluciones acuosas utilizadas fue comprobada
mediante medida de la tension superficial.
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4.2. DISPOSITIVOS EXPERIMENTALES.

4.2.1. Tensiometria.

El seguimiento de la adsorcion de la BSA o de las interacciones BSA-lipido
sobre la interfase aire-medio acuoso (eén condiciones dindmicas o estaticas), segun la
tensiometria, se basa en la medida de la tensién superficial. Los métodos de medida de
la tension superficial se pueden clasificar de la siguiente forma:

A) Procedimientos basados en la medida de una fuerza.
* Método del anillo (de Noiiy).
* Método de la placa (Wilhelmy).
* Método del marco (Lenard).

B) Procedimientos basados en la medida de una presion.
* Método de elevacion en tubo capilar.

* Método de maxima presion en burbujas gaseosas.

)] Procedimientos basados en una medida geométrica.
* Método de la gota pendiente.
* Método de la gota sésil.
* Método del volumen de la gota.
* Método de Ia gota girante. v

D) Métodos de medida dindmicos.
* Onda superficial.
* Chorro oscilante de liquido.
* Burbuja pulsante.
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La seleccion de un cierto método depende de las condiciones
experimentales, de la temperatura y del intervalo de tiempo de la investigacion a
realizar. Estas condiciones experimentales estidn controladas por la actividad
superficial del tensioactivo o polimero sometido a estudio y por su concentracion.
Algunas de las caracteristicas de los métodos disponibles para la determinacién de
la tension superficial dindmica y sus intervalos de aplicacién se muestran en la tabla
4.1. La sensibilidad de la mayoria de los métodos indicados , sobre el intervalo de
tiempo de segundos a horas, es de + 0’1 mN/m. Si bien se incluye en la

clasificacién instrumentos capaces de realizar medidas en el intervalo de tiempo de

milisegundos, la sensibilidad de las medidas es mucho menor (del orden de + 1

mN/m).

Tabla 4.1. Caracteristicas de los métodos dindmicos recomendables para
la medida de la tension superficial o interfacial.

Método Intervalo de Intervalo de Aplicabilidad a la
tiempo temperatura interfase

L-G L-L
Volumen de la gota Is - 20 min 10-90°C S1 SI
Maxima presion de burbuja Ims-100s 10-90°C SI NO
Gota pendiente 0’1s-24h 20-25°C SI St
Tensiometro e anillo 30s-24h 20-25°C ST sl
Tensiémetro de placa 10s-24h 20-25°C SI SI
Crecimiento de gotas y burbujas 0’0t - 600 s 10-90°C SI SI
Relajacién de gota 15-300s 10-90°C SI SI
Anillo elastico 10s-24h 20-25°C SI NO
Burbuja pulsante 0’005s5-02s 20-25°C S1 NO
Chorro oscilante 0’001s-0°01s 20-25°C SI NO
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A continuacion se describen brevemente los métodos de medidas que se ha

usado en este estudio, dependiendo del tiempo de adsorcion.

4.2.1.1. Método de la placa de Wilhelmy.

Este método experimental se ha utilizarado para la medida de la adsorcion de la
proteina y de las interacciones lipido-proteina a tiempos largos (de horas o, incluso de
dias). La técnica considerada posee una gran importancia debido a su universalidad,
precision y simplicidad. Se fundamenta en que las moléculas de la interfase estan sujetas
a un esfuerzo (tension). Cuando un cuerpo sélido se pone en contacto con la interfase,
la tension interfacial acttia a lo largo de la linea de mojado L. Recordando su naturaleza
vectorial y resolviendo la integral sobre la longitud mojada total del sélido se obtiene la
fuerza resultante R:

0
R=lo.dL @1
L

donde o es la tensién interfacial o superficial. Esta fuerza R puede medirse facilmente y

con precision.

Una lamina de platino rectangular, suspendida verticalmente, con una
geometria exactamente conocida sirve como sistema de medida. El borde inferior de la
lamina se pone en contacto con el liquido y d; ese modo se moja. La fuerza k con que
es empujada la limina mojada hacia el liquido puede medirse. Si Ly es la longitud
mojada:

= — 4.2
o Lp.cos@ (32
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donde 0 simboliza el angulo de contacto; es decir, el angulo entre la superficie de la
lamina y la tangente a la linea de mojado (ver figura 4.1). Cuando el mojado es total el
angulo de contacto es cero. Este es el caso para las laminas de platino rugoso, que son
los que se utilizan generalmente.

La principal ventaja de este método es que no son necesarias correcciones
hidrostaticas. Una ventaja adicional es que no se tiene que producir superficies nuevas

para la medida, lo cual es muy importante cuando se utilizan soluciones con impurezas.

El método, denominado también como su inventor Wilhelmy (1863), se basa en
la medida de una fuerza (ecuacién 4.1) como en el método del anillo. Aunque este
método tiene una historia de al menos 130 afios, su popularidad en Europa es reciente.

En Estados Unidos es practicamente el método mas utilizado desde los afios cincuenta.

A) Elsistema de medida.

El sistema de medida lo constituye una limina de platino suspendido
verticalmente, cuya superficie tiene una fina rugosidad para que se moje mas
~ facilmente. La longitud mojada viene dada por: 2 1 + 2 b. En este estudio las
- dimensiones del plato son: 1= 19,9 mm y b= 0,1 mm, por lo tanto L, =40 mm.

B) Procedimiento de medida. Interfase liquido-gas (tension superficial).
El sistema de medida con la 1dmina suspendida se calibra antes de que se ponga
en contacto con la muestra. El recipiente con la muestra se eleva hacia el borde inferior

del plato hasta que el liquido "salte". Es decir, cuando el plato se humedece. La fuerza
resultante k, debida al mojado, se puede medir. El ajuste que se muestra en la figura 4.1
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E
D
Plato de platino
rugoso P T F = Fuerza (mN)
L = Longitud mojada (mm)
AIRE ,
METODO DEL PLATO

DE WIHELMY

LIQUIDO
8 = Angulo de
contacto

Figura 4.1. Dispositivo experimental (tensiometro Kriiss). (A4) Camisa de
circulacion del agua de termostatacion, (B) visualizacion digital de la medida, ( C)
compartimento cerrado de medida, (D) salida analdgica de datos, (E) interruptor de
repeticion de la medida y de la elevacion motorizada de la célula de medida, (F)
ajuste de cero, (G) agitador, (H) contenedor de la muestra, (I) ldmina de Wilhelmy en

posicion de medida, (J) interruptor de ajuste del cero, (K) control del ajuste del cero,
(L) elevador manual de la célula de medida .
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se puede mantener por un periodo de tiempo. Esto proporciona una medida continua
de la tension superficial, sin que sea necesaria la formacién de nueva superficie. Ha de
tenerse cuidado en que, en caso de cambio de Ia tension superficial, el borde inferior del
plato permanezca en su posicién original. Si se cambia el liquido ha de repetirse el

procedimiento.

C) Evaluacion.

La evaluacion de la tension superficial o interfacial se realiza mediante la
ecuacion 4.2. Debido a que, como se ha indicado anteriormente, no es necesaria la
correccion hidrostética, el angulo de mojado 0 ha de considerarse. En la realidad es
correcto, para agua y soluciones acuosas con peliculas interfaciales libres, asumir que
0 = 0; es decir, el mojado total es dominante. La ecuacién descriptiva se reduce

entonces a: ¢ =k/L,.

D) Precision de las medidas.

La precision de las medidas por el método de la lamina estd tedricamente
limitada solamente por la geometria de la lamina y por la precision en la medida de la

fuerza.

En la practica es dificil mantenér la superficie libre de una pelicula durante un
periodo dado de tiempo, por lo tanto la pureza de la superficie limita la precision de las
medidas. Medidas de precision superior a + 0,2 mN/m se obtienen solo por
procedimientos extremadamente cuidadosos. Por ejemplo, bajo la atmdsfera de un gas

inerte.
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4.2.1.2. Método de la gota pendiente.

Para el estudio de la etapa inicial de difusién de la proteina hacia la
interfase que, dependiendo de las condiciones de operacion, puede ser la
controlante del proceso, se ha de recurrir a métodos experimentales distintos al de
la placa de Wilhelmy, utilizado en las experiencias previas. Para los estudios
dindmicos de adsorcion a tiempos cortos existen diferentes métodos
experimentales (Tabla 4.1) (Miller et al, 1994, Miller et al 1995). A continuacién
se describe el método de la gota pendiente (pendent drop technique), que ha sido

el utilizado en este estudio.

A) Evaluacion.

El método de la gota pendiente se ha desarrollado para determinar Ia
tension superficial o interfacial a partir de la forma de las gotas. Los primeros
dispositivos experimentales fueron disefiados para medir el diametro caracteristico
de la gota e interpretar los datos con ayuda de diferentes tablas (Fordham, 1948;
Stauffer, 1965). Posteriormente, la correlacion entre las coordenadas de la forma
de la gota y la ecuacion de Gauss-Laplace fue utilizada para determinar la tensién
interfacial y el 4ngulo de contacto (Maze y Burnet, 1971; Rotenberg et al, 1983;
Girault et al 1984; Anastasiadis et al, 1987; Cheng , 1990; Cheng et al, 1990).
Determinadas revisiones sobre la aplicacion de la técnica pueden consultarse, por
ejemplo, en Padday (1969), Neumann y Good (1979), Ambwami y Fort (1979) o
Boucher (1987).
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La descripcion del menisco de un liquido mediante la ecuacion de Gauss-
Laplace fue descrita en detalle por Padday y Russel (1960) y Padday et al (1975).
El perfil de una gota axisimétrica puede calcularse en coordenadas adimensionales

a partir de las siguientes ecuaciones (Rotenberg et al 1983):
d¢/dS =2 - BY - sen6/X
dX/dS = cosO

dY/dS = senf

donde X, Y, S se hacen adimensionales al dividir x, y, s por Ro, respectivamente,
siendo x e y las coordenadas horizontal y vertical y s es la longitud del perfil del
arco medido por el radio de curvatura y el eje y. El pardmetro B = ApgR’/a,
contiene la diferencia de densidades de las fases (Ap) y la tensién superficial del
liquido (6). La definicion de todas las coordenadas y de los parémetros

caracteristicos se muestran en la figura 4.2.

La tensién superficial puede ser calculada a partir de las dimensiones
caracteristicas de la gota, Dg y Ds (Andreas et al, 1938; Girault et al, 1984; Hansen
y Rodsrud, 1991). Girault et al (1984) desarrollé la siguiente ecuacion para

calcular o a partir de la razén Ds/Dg:
ApgR’ /o = 002664 + 0°62945[(Ds/Dg)’] (4.3)
Hansen y Rodsrud derivaron una relacién mejorada para el célculo de o:

ApgR’/o = 012836 - 0°7577(Ds/Ds) + 1°7713(Ds/Di)’ - 0°5426(Ds /Ds)’

(4.4)
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Para la aplicacién de las ecuaciones (4.3) o (4.4) se necesita conocer los

didmetros Dg y Ds y el radio de curvatura R, Para valoresde 0’1 < < 0’5,

Dg -
x | ANALISIS DE IMAGEN _|
E
Dg %
0 De Ds Ro
’ X
| 2
PARAMETROS DE LA GOTA ECUACIONES (4.4) Y (4.5)

“SOFTWARE”: VISILOG 4

Manchester Computing Center

TENSION SUPERFICIAL O INTERFACIAL

Figura 4.2. Esquema de wun dispositivo automdtico para la
determinacion de la tension superficial segin la técnica de la gota pendiente. (1)
Fuente luminosa, (2) difusor, (3) capilar, (4) gota, (5) microscopio y video-
cdmara, (6) digitalizador, (7) ordenador, (8) monitor .
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Hansen y Rodsurd (1991) proponen usar el siguiente polinomio para el cilculo de

R.,

Ds / 2R, = 0’9987 + 0’19718 - 0’ 0734F° + 0’ 34708 4.5)

Asi pues, haciendo uso de las ecuaciones (4.4) y (4.5) puede calcularse la
tension superficial, directamente a partir de las dos dimensiones caracteristicas de
la gota, Dg y Ds. Para correlacionar las coordenadas experimentales a la forma de
la gota se han de ajustar cuatro parametros: la localizacion de los vértices de la
gota X, e Y, el radio de curvatura R, y el pardmetro B. En el dispositivo
experimental utilizado, y con la ayuda de un programa informético, se puede
realizar automaticamente la deteccion de la gota, el calculo de sus coordenadas y el

ajuste de las mismas a la ecuacién de Gauss-Laplace.

B) Dispositivo experimental.

Se han desarrollado diversos dispositivos experimentales para determinar la
tension superficial o interfacial a partir de la forma de la gota (Nahringbauer, 1987;
Bordi et al, 1989; Cheng et al. 1990; Hansen y Rodsrud, 1991; Carla et al, 1991;
MacMillan et al, 1992, 1994; Racca et al, 1992; Naidich y Grogerenko, 1992). El
dispositivo experimental utilizado "é‘n este estudio (Figura 4.2) es similar al
desarrollado por Cheng et al (1990).

La gota se forma en el extremo de una jeringa micrométrica, que termina en
un capilar en el interior de una cubeta de cuarzo. En el interior de la cubeta se

introduce una pequefia porcion del liquido de medida, para saturar la atmésfera
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durante el tiempo de experimentacién. Una luz difusa permite la visualizacion de la
gota que se forma en el extremo del capilar, la cual es captada mediante una
camara de video conectada a un microscopio. La sefial de video se transmite a un
procesador-digitalizador, que graba y procesa los datos geométricos de la imagen.
E! ordenador permite la adquisicion, el analisis de la imagen y la realizacion de los
célculos necesarios. Para tal fin se ha usado el programa Visilog 4 (Manchester
Computing Center, UK). Tanto el ordenador como el programa utilizado permite

la adquisicion de imagenes de la gota cada 0°66 segundos

C) Procedimiento experimental.

El procedimiento experimental consiste en la formacién de una gota en el
extremo de la jeringa, momento en el cual comienza la determinaciéon dinamica de
la tension superficial. El sistema de andlisis de imagen capta imagenes de la gota
cada 0’66 segundos, hasta que se completan los 65 segundos iniciales de
adsorcion. Estos datos son almacenados en el ordenador para su posterior analisis
y procesado, una vez finalizada la experiencia. Todas las medidas se realizan a la
temperatura de 20 °C. Los datos que se presentan son los valores medios de al
menos cuatro determinaciones. La desviacion media de los datos experimentales es
inferior a + 0,5 mN/m, mayor que la sensibilidad del método de medida (+ 0,1
mN/m).

D) Determinacion de la densidad.

Para el célculo de la tensién superficial por aplicacion de la ecuacion (4.4)
se requiere el valor de la diferencia de densidades entre el liquido de medida y el

aire. Puesto que las experiencias se realizan a la temperatura de 20 °C, la densidad
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del aire permanece constante ( su valor es de 1,18.10° kg.m”). Las densidades de
los sistemas estudiados fueron determinadas mediante un densimetro digital
ANTON PAAR, Mod. DMA 46, a la temperatura de 20 °C. EI calibrado del
densimetro se realiz6 con aire y agua doblemente destilada. El volumen de muestra
utilizada en cada medida fue de 0,7 ml. Las medidas se repitieron por triplicado,
con un tiempo de espera entre medidas superior al requerido para conseguir la
temperatura de equilibrio prefijjada (3,5 minutos). La reproducibilidad de las
medidas es del mismo orden de magnitud que la sensibilidad del método (+ 0,1
kg.m™). Los valores de las densidades de los sistemas estudiados se muestran en la

tabla 4.2.

Tabla 4.2. Densidades de disoluciones acuosas de BSA a 20 °C.

Sistema Densidad
(kg.m™>).10°
BSA (1%)-agua 1,0073
BSA (0,1%)-agua 1,0051
BSA (1.107%)-agua 1,0050
BSA (1.10°%)-agua 1,0047
BSA (0,1%)-etanol 0.1M 1,0038
BSA (0,1%)-etanol 0,25M 1,0022
BSA (0,1%)-etanol 0,5M ) 1,0003
BSA (0,1%)-etanol IM B 0,9961
BSA (0,1%)-etanol 2M 0,9902
BSA (0,1%)-sacarosa 0,1M 1,0187
BSA (0,1%)-sacarosa 0,25M 1,0373
BSA (0,1%)-sacarosa 0,5M 1,0705
BSA (0,1%)-sacarosa 1M 1,1342
BSA (0,1%)-etanol 1M/sacarosa 0,5M 1,0525
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Un resumen de las experiencias de tensiometria realizadas se muestra en la

Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Experiencias de adsorcion de BSA e interacciones lipido-BS4,

mediante la técnica de tensiometria.

Adsorcion BSA Adsorcién BSA Adsorcién BSA.
Subfase Interacciones BSA- | Interacciones BSA- Interacciones BSA-
lipido lipido lipido + conveccién
0>10s 0<10s

Agua o/00/000 s A o/oe o/oe kW o A/AA
Etanol 0,1M ° o
Etanol 0,25M °
Btanol IM o/e0 s A . chvOA/AA
Etanol 2M ° o
Sacarosa 0,1M °
Sacarosa 0,25M °
Sacarosa 0,5M o/o0 s A . chveA/AA
Sacarosa 1M °
Etanol 1M+

sacarosa 0,5M

(*):  Adsorcién de BSA 0,1%.

(ve): Efecto de la concentracién de BSA.

(eee): Efecto de la temperatura.

(#): Interacciones BSA-monoestearina y BSA-monooleina.

(v): Interacciones BSA-Tween 20.

(e):  Adsorcion de Tween 20.

(a):  Esparcimiento de monoestearina y monooleina.

(s a): Esparcimiento de mezclas de monoestearina y monooleina.
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4.2.2. Viscosimetria dilatacional superficial.

Las técnicas de medida de las propiedades dilatacionales de peliculas de
tensioactivos pueden englobarse en dos categorias: las que miden la deformacion
de una gota o burbuja y aquellas otras que miden las caracteristicas de una onda
superficial. La técnica utilizada en este estudio pertenece a la segunda categoria.
Graham y Phillips (1980), en un trabajo clasico sobre las caracteristicas de
peliculas de proteinas, usaron la técnica del plato de Wilhelmy para el estudio de
las propiedades mecanicas dilatacionales de estas peliculas, en las interfases aire-
agua y aceite-agua. Una de las técnicas mas prometedoras en la actualidad
comprende el uso de una onda longitudinal (Lucassen y van den Temple, 1972;
Graham et al., 1979; Maru y Wasan, 1979; Maru et al, 1979; Djabbarah y Wasan,
1982; Miller et al, 1991a; 1991b; Dussand y Vignes-Adler, 1994a, 1994b).

(A) Dispositivo experimental. Evaluacion.

Para determinar el médulo dilatacional superficial se aplica una pequefia
deformacion dilatacional superficial y se mide el cambio sinusoidal resultante en la
tension superficial. Las experiencias se han realizado en una balanza de superficie
especial, disefiada por el Prof. Prins en la Universidad de Wageningen, Holanda
(Kokelaar et al., 1991). En esencia, el dispositivo experimental utilizado (Figura
4.3) consiste en una batea circular (que se mantiene a temperatura constante),
conteniendo 200-250 ml del liqt’ﬁ’do de medida. La compresién-expansion
sinusoidal de la pelicula adsorbida se origina mediante el menisco formado por un
anillo de vidrio de 9’5 cm de didmetro interior, que se mueve en sentido
ascendente-descendente, en el seno de la disolucion de medida, con una amplitud
y frecuencia fijadas. El cambio de area originado por la oscilacion produce una
variacion de la presion superficial, que se mide por medio de una placa de

Wilhelmy, situada en el centro del anillo en contacto con el liquido de medida. La
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I Ap:licula

b
A pelicula

Area superficial del menisco liquido dentro
del aﬁillo. (a) Antes y (b) después de un
desplazamiento “dZ” del anillo.

Figura 4.3. Esquema del viscosimetro oscilatorio superficial “Ring
Trough”. (1) anillo de vidrio rugoso, (2) contrapeso (cilindro sdlido de igual
volumen al del anillo mojado), (3) plato de Wilhelmy de vidrio rugoso, (4)
tensiometro, (5) motor sincrono, (6) potenciémetro medidor del desplazamiento
sinusoidal del anillo, (7) convertidor D/A, (8) ordenador-registrador
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relacién entre ambos parametros proporciona el valor del médulo dilatacional
dindmico o, simplemente, modulo dilatacional , E, (Lucassen y van den Temple,

1972):

do dr

YV ERrTY,

(4.6)

donde A es el 4rea disponible para las moléculas en la interfase, dA es la amplitud
de la deformacion y do y dn son las variaciones de la tensién superficial y de la
presion superficial, respectivamente, como consecuencia de la perturbacion de la

interfase.

El médulo dilatacional (E) es una magnitud compleja que estd compuesta

por una parte real y otra imaginaria:
E = [E [(cos@ + i.sen8) 4.7)

donde 6 es el angulo de pérdida e i = (-1)?. La parte real del médulo dilatacional,
también denominada componente de almacenamiento, es la elasticidad dilatacional

(Ed):
Ei= [E [cos 6 (4.8)

La componente elastica puea’é suponer aproximadamente el 90-95% del
valor del médulo dilatacional superficial, especialmente para disoluciones acuosas
de proteinas. En contraste, la parte imaginaria del médulo dilatacional, también
denominada componente de pérdida, es la viscosidad dilatacional superficial
(N« .®), que normalmente constituye un porcentaje menor del médulo dilatacional,
especialmente en el caso de proteinas y de la mayoria de los lipidos. La viscosidad

dilatacional superficial se define como:
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ne.o = [E [sen 6 (4.9)
donde o es la frecuencia de la deformacién, medida en ciclos por segundos.

La relacién entre ambas componentes del médulo dilatacional se denomina

tangente del angulo de pérdida:

7]d.&)
0 = 4.10

Si la pelicula se comporta como puramente eléstica, la tangente del angulo

de pérdida es cero.

La viscoelasticidad de la pelicula, como una funcién del tiempo de la
deformacién, puede ser determinada a partir de la medida de E en fincién de la
frecuencia de la deformacion superficial. Para que la interpretacién de los
resultados sea correcta, las medidas deben realizarse en la region lineal, de manera
que los experimentos puedan ser comparables entre si. En esta region, el médulo
no depende de la deformacion aplicada en el 4rea interfacial. En las experiencias
realizadas en este estudio, ello se consigue para una amplitud de aproximadamente
el 5-6% de la superficie interfacial, y este valor se mantiene constante en todas las
medidas.

Todas las experiencias se realizan a temperatura constante (20 °C). Un

resumen de las distintas experiencias realizadas se presenta en la Tabla 4.4.
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(B) Método experimental.

Las experiencias comienzan con el calibrado del dispositivo de medida y
con la fijacién de los parametros del experimento. Excepto en las experiencias
dedicadas al estudio de la frecuencia, esta se mantiene constante en un valor de
0°81 s'. El calibrado periédico del equipo se realiza con agua desionizada
comprobandose, tanto el valor de la tensién superficial registrada, como el
resultado de someter a la interfase al movimiento periédico de dilatacién-
compresion. El registro de una linea horizontal, con ausencia de histéresis, es una
indicacién de un correcto funcionamiento del equipo. La forma de operar depende
de cuando se utiliza un emulsionante insoluble en el medio acuoso (monoestearina,

monooleina, o sus mezclas), o soluble en él (BSA y Tween 20).

Tabla 4.4. Experiencias realizadas de viscosimetria superficial

dilatacional.
Subfase BSA Monoestearina | Tween 20 | BSA-Monoestearina | BSA-
(0’1%) |Monooleina BSA-Monooleina Tween 20

Agua *kk *ee see R 0o
Etanol 0’1 M *kk VR

Etanol 0’5 M *rk B®

Etanol 1 M *ok 'YX see R 000
Etanol 2 M ok R

Sacarosa 0°25 M *k K " piidy

Sacarosa 0’5 M *ok ¥ 00 soe VR 00o
Sacarosa | M *kok BV

EtOH 1M/Sac 0°5M *okx VIR

Mezclas Monoestearina-Monooleina sobre agua.

BSA (2.10” %), BSA (3.10° %), BSA (2.10% %)-Monoestearina, BSA (3.10” %)-Monoestearina,
BSA (2.107 %)-Monooleina y BSA (3.10° %)-Monooleina, sobre disolucién acuosa de etanol 1
M.
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En las experiencias realizadas con BSA o con las mezclas BSA-Tween 20
se preparan las disoluciones del emulsionante o emulsionantes en el medio acuoso
adecuado y se introducen en el recipiente de medida. En este momento empieza a
contar el tiempo de adsorcion. Para el estudio de la influencia de la concentracion
de Tween 20 en presencia de BSA, la mezcla se retira de la célula de medida tras
cada experiencia, se adiciona una cantidad creciente de Tween 20 y se registra de

nuevo la variacion de las caracteristicas reologicas superficiales con el tiempo.

En las experiencias realizadas con lipidos insolubles (monoestearina,
monooleina y sus mezclas) o con las mezclas BSA-lipido, el lipido se esparce
disuelto en la mezcla hexano-etanol (9:1, v/v), en el interior del anillo que rodea al
plato de medida, por medio de una jeringa micrométrica. Desde el momento de su
adicion comienza la experiencia; sin embargo, a diferencia de lo que sucede con las
medidas realizadas con lipidos solubles en el medio acuoso, en este caso el periodo
inicial de la experiencia estd afectado por la evaporacion del disolvente. Por lo
tanto, las medidas sobre las interacciones lipido-proteina solo tienen sentido a
partir de un tiempo de 10-15 minutos, contado desde el momento de esparcir el
lipido, que es el que se consume en la evaporacion del disolvente. Para el estudio
de la influencia de la concentracién del lipido, éste se esparce continuamente en el
interior del anillo, una vez transcurrido 60 minutos de la experiencia realizada con

anterioridad, con una menor concentraciéon del mismo en el sistema.
Los resultados que se presentan son los valores medios de, al menos, dos

experiencias. Las diferencias entre los” pardmetros reoldgicos superficiales

correspondientes al mismo sisterna son, en todos los casos, inferiores al 6%.
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4.2.3. Drenaje de peliculas delgadas.

Las peliculas delgadas suspendidas en el seno del aire constituyen un
modelo muy util para el estudio de emulsiones y espumas. Estas peliculas estan
compuestas por una ldmina plana (semejante a las laminillas en una espuma)
rodeada por los bordes de Plateau, y se forman en el interior de un anillo de vidrio
cuando se retira de su interior el exceso de liquido que lo rellena. Una de las
principales ventajas de este sistema modelo es que cuando tiene lugar el drenaje, el
liquido se retira desde el espacio interlamelar y propicia el acercamiento de las dos
interfases, un fenémeno similar al que ocurre durante el proceso de drenaje de una
espuma. Recientes modificaciones de la técnica han permitido extender su campo
de aplicacién al estudio del drenaje entre las gotitas de aceite en una emulsion
(Clark y Wilde, 1992, Wilde y Clark, 1993). Por lo tanto, la observacién del
proceso de drenaje desde una pelicula gruesa hasta una pelicula delgada, en el

equilibrio, puede ser muy informativo.

Las peliculas delgadas sobre las interfases aire-agua o aceite-agua tienen
muy poco contraste y son imposibles de observar bajo las condiciones de
iluminacién del campo de luz de un microscopio convencional. Sin embargo, estas
peliculas pueden ser visualizadas segin la modalidad de luz reflejada, haciendo uso
de la epi-iluminacién. Esto es posible porque, aunque la pelicula es virtualmente
transparente, una pequefia cantidad de la luz de iluminacion (rayo incidente), se
refleja tanto desde la interfase superior como de la inferior. Mediante el uso de esta
técnica experimental las propiedadesde drenaje de las peliculas estabilizadas por
tensioactivos pueden distinguirse ficilmente del drenaje de peliculas estabilizadas
por proteinas. Existe un extenso numero de estudios sobre peliculas delgadas
estabilizadas por tensioactivos (Khristov et al, 1984; Kaschiev y Exerowa, 1980;
Exerowa et al, 1983; de Feijter y Vrij, 1974; Exerowa et al, 1979), por proteinas
(Lalchev et al, 1979; Platikanov et al, 1980; Musselwhite y Kitchener, 1967), o por
la mezcla de lipidos y de proteinas (Clark et al, 1989 y 1990). La mayoria de estos
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trabajos se han centrado, con algunas excepciones, en el estudio del
comportamiento de las peliculas delgadas sobre la interfase aire-agua, en las que se
ha incluido glicerina en el medio acuoso para el estudio del efecto de la viscosidad

del medio sobre el comportamiento de drenaje.

El objetivo de este trabajo se ha centrado en el estudio del efecto que
determinados solutos presentes en el medio acuoso (tales como etanol y sacarosa)
pueden ejercer sobre el comportamiento de drenaje de peliculas mezcladas de
lipido y de proteina, en funcién de la composicion interfacial. Es decir, se intenta
complementar los datos de los estudios realizados previamente en esta Memoria, o
procedentes de experiencias realizadas o en ejecucién, sobre caracteristicas de
peliculas de emulsionantes alimentarios, y su relacion con la estabilidad de sistemas

dispersos.

(A) Dispositivo experimental.

Los detalles de la técnica utilizada en este estudio han sido publicados
recientemente (Clark et al, 1989 y 1990), por lo que en este apartado sélo se
realizard una breve descripcién de la misma. Las peliculas liquidas delgadas se
formaron en un pequefio anillo de vidrio con su superficie interior rugosa (8 mm de
didmetro, 3’5 mm de didmetro interior) situado en el interior de una célula cuya
temperatura y humedad se controla mediante la circulacion de agua desde un
criostato (Figura 4.4). La muestra de interés se introduce en el interior del anillo
mediante un capilar conectado a una jeringa micrométrica. La muestra se mantiene
en el interior de la célula durante 15 minutos, antes de realizar la observacién, con
el fin de que se alcance la temperatura deseada. Pasado este tiempo se succiona el
liquido contenido en el interior del anillo, por medio de la jeringa, hasta que se
forma una pelicula delgada que comienza su drenaje hasta un espesor de equilibrio.

El proceso de drenaje se observa mediante un microscopio invertido con epi-
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VIDEO-CAMARA MONITOR
3 [ ]
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MICROSCOPIO —[ 1 |

TFEN /EE
VIDEO ORDENADOR
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H”H SOPORTE DE
LA PELICULA

Aumento de una pelicula
liquida delgada

Rayo luminoso

Capas adsorbidas er’n la
pelicula liguida delgada

Figura 4.5. Equipo para la formacion y observacion del drenaje de
peliculas delgadas. (1) anillo de vidrio rugoso soporte de la pelicula, (2)
microscopio, (3) video-camara, (4) monitor, (5) video, (6) ordenador, (7) camara
de la pélicula delgada, (8) humidificador, (9) entrada y salida de agua de
termostatacion, (10) lampara de tungsteno,(11) lente del microscopio, (12)
observacion directa/video-cdmara, (13) pelicula delgada horizontal, (14) bordes
de “Plateau”, (15) jeringa de succion controlada.
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Tabla 4.6. Experiencias realizadas de drenaje de peliculas delgadas.

Tween 20 (uM)

Sistema 0 2 (5|7 (10|50100

Tween 20-agua e |

®

Tween 20-etanol 1M Q

Tween 20-sacarosa 0,5M | D

P Q| | B =~
| Q) QO &

BSA (1.10"'%)-agua

BSA (1.10%%)-agua

BSA (1.10°%)-agua

BSA (1.10"'%)-etanol 1M

BSA (1.10%%)-etanol 1M

BSA (1.107%)-etanol 1M

BSA (1.10"'%)-sacarosa 0,5M

BSA (1.10%)-sacarosa 0,5M

BSA (1.10°%)-sacarosa 0,5M

N N W N )OO e ¢

BSA (1.10%%)-sacarosa 0,5M

iluminacién (Nikon Diaphot-TMD, equipado con lentes que permiten un aumento
x40 o x20). Este dispositivo permite la visualizacidn directa del proceso de drenaje
en la pelicula delgada. Alternativamente, estas imigenes pueden ser desviadas hacia
el objetivo de una camara de video (Nikor;fFEZ) conectada en serie a un video y a
un televisor. Por lo tanto, lo que ocurre durante el drenaje puede ser visualizado en
directo y al mismo tiempo se graba en cinta magnética. A partir de la pelicula, y
con ayuda de un video-printer (SONY CVP-M3E) se puede disponer de las
aspectos mas caracteristicos del proceso de drenaje para su posterior analisis y

estudio.
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Los sistemas estudiados en estas experiencias (Tabla 4.6) han sido la
proteina BSA y el lipido Tween 20 puros y sus mezclas en distintas proporciones.
En estas mezclas se mantiene constante la concentraciéon de BSA en un 0°1% en
peso, y se adiciona el lipido a la misma para conseguir una concentracion final de
Tween 20 en el intervalo comprendido entre 1 y 20 pM. Como medios acuosos se
estudiaron disoluciones acuosas a pH =7 y fuerza idnica de 0°05 M, de etanol a
1 My de sacarosa a 0°S M. Las caracteristicas de los productos utilizados en esta

seccion son analogas a las descritas en apartados anteriores.

4.2.4. Difusion superficial en peliculas delgadas.

La técnica de recuperacion de la fluorescencia tras el fotoblanqueo (FRAP:
Sluorescence recovery after photobleaching), también denominada fluorescencia
mediante microfotolisis o recuperacién de la fluorescencia en fotoblanqueo (FPR:
Sluorescence photobleaching recovery) se ha mostrado como una técnica util para
el estudio de los procesos de difusién superficial de tensioactivos sobre las

interfases fluido-fluido.

Esta técnica se desarrolld a mediados de los afios 70 para el estudio de
membranas celulares y del citoplasma (Axelrod et al, 1976; Peters, 1983) y ha sido
revisada recientemente (Peters y Scheltz, 1990). El uso previo de la técnica en
estudios interfaciales se ha limitado a la investigacién de la difusién lateral de

lipidos sobre la interfase aire-agua eh una balanza de superficie (Beck y Peters,
1985).
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(A) Método experimental.

Existen algunas variaciones de la técnica FRAP pero la mas simple se basa,
a grandes rasgos, en las distintas etapas que se esquematizan en la figura 4.6. El
método requiere que las especies moleculares de interés sean sensibles a la
fluorescencia o, alternativamente, que se adicione una sustancia superficialmente
inerte pero sensible a la fluorescencia, que se distribuya sobre la interfase de
interés. En el caso de las peliculas delgadas, las propiedades de difusion superficial
de un emulsionante dado, puede ser medida mediante la formacion de una pelicula
delgada (con un espesor de 100-200 pm), segin se ha descrito en las experiencias
de drenaje (apartado 4.2.3), y en la que esta presente una sustancia sensible a la

fluorescencia.

Mediante la acciéon de un rayo laser atenuado se ilumina una pequefia
mancha (con un didmetro aproximado de 5 um) sobre la superficie de la pelicula
delgada, lo que excita la fluorescencia de las moléculas marcadas contenidas en la
mancha. La intensidad de esta fluorescencia es registrada continuamente, en
funcién del tiempo (Figura 4.6-a). Estas moléculas fluorescentes son con
posterioridad fotodestruidas (blanqueadas) irreversiblemente, mediante un
incremento de la intensidad del rayo de liser, en unas 1000 veces
aproximadamente, durante unas pocos milisegundos (Figura 4.6-b), antes de que la
intensidad del rayo se atentie a su nivel inicial. La mancha previamente blanqueada
puede recuperar la fluorescencia solamente si las moléculas que han sido
blanqueadas se difunden lateralmente hacig afuera de la mancha y son, al mismo
tiempo, reemplazadas por moléculas no blanqueadas desde los alrededores de la
mancha, por difusién (Figuras 4.6-c y d). A partir del valor de la intensidad de
fluorescencia en funcion del tiempo y del conocimiento de las dimensiones de la
zona blanqueada, es posible el calculo del coeficiente de difusion superficial (Clark

et al 1990).
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Figura 4.6. Técnica de recuperacion de la fluorescencia tras el
Jfotoblanqueo (FRAP) para medida de la difusion superficial. (1) Laser de ion
argon A = 488 nm, (2) modulador, (3) célula de medida, (4) microscopio, (5)
monitor del rayo, (6) contador, (7) interfase, (8) ordenador. A; y A,.: aberturas,
DM: espejo dicroico, LPF: filtro, PMT: contador foténico, MS: disparador
mecdnico. El esquema inferior muestra cuatro etapas tipicas de un experimento
de FRAP (ver texto para su explicacion). '
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(A) Dispositivo experimental.

El disefio y la construccion de un equipo de FRAP han sido revisadas
recientemente (Wolf, 1989). El propésito de la mayoria de los componentes
Opticos es el de proporcionar un rayo de luz bien definido, microscopico y de
seccidn circular, que pueda ser modulado rapidamente sobre la muestra. Un
esquema del equipo de FRAP utilizado en este estudio (instalado en los
laboratorios del Institute of Food Research, Norwich, Inglaterra), se muestra en la
Figura 4.6. La fuente luminosa utilizada es un laser de ion argén (Coherent 100-
10). De los diversos métodos de modulaciéon de la intensidad del laser (Beck y
Peters, 1985; Garlan, 1981), el utilizado en este estudio se basa en la reflexion del
rayo sobre placas de vidrio. Cuando se cierra rapidamente el obturador electronico
(c), solo se registra el rayo de laser (a), que se atenua por reflexiones multiples
antes de incidir sobre la muestra. Cuando el obturador se abre, el rayo intenso de
fotoblanqueo (b) se transmite a través de dos placas de vidrio y pasa a través de la
muestra. El factor més importante de este dispositivo de modulacién es el
conseguir que ambos rayos estén alineados, para asegurar que tanto el rayo

atenuado como el de blanqueo sean coincidentes en la muestra.

El rayo procedente del modulador pasa a través de un medidor (compuesto
por un separador del rayo y un fotodiodo), a la vez que la sefial es
electrénicamente compensada con el fin de evitar pequefias fluctuaciones en la
intensidad del rayo de laser. El rayo se propaga a través de una abertura estrecha
(A1) localizada en el plano de imagen, en'Ta puerta de entrada del dispositivo de
epi-iluminacién del microscopio de fluorescencia. El equipo usa un microscopio
invertido (Nikon Diaphot TMD) por ser esta localizacién mas conveniente para las

medidas de peliculas delgadas.

Mediante un filtro de bloqueo se selecciona, en el dispositivo de epi-

iluminacion, la region del laser usada para la excitacion y el pico de emision de la
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fluorescencia. Cuando se usa un laser de ion de argoén se suele seleccionar
normalmente una linea de 488 nm en las medidas de FRAP, porque con ella se
consigue excitar a un niimero de diferentes fluordsforos, entre los que se incluye el
utilizado en este estudio. Es conveniente, ademas, el uso de un espejo dicroico
(DM), montado en angulo de 45°, para la reflexion del rayo de excitacion de 488
nm, usado por los fluordsforos de la muestra, y que incida sobre el objetivo
(Nikon) de las lentes del microscopio (magnificacion x40). Un filtro de largo paso
(LPF) elimina la luz de excitacién que es desviada hacia un contador fotdnico
(PTM, Thorn-EMI 9816 B) colocado a la entrada de una camara de video situada
en el microscopio invertido. El PTM se protege durante la pulsaciéon de blanqueo
mediante un circuito electrénico de entrada y un disparador mecénico (MS). Antes
de su entrada al detector, el rayo de luz emitide pasa a través de una segunda
apertura (Az), posicionada igualmente en el plano de imagen. Las dos aperturas
tienen idénticos diametros (200 um) y sirven para que el aparato sea confocal. El
sistema de medida del tiempo, de adquisicién de datos y de anlisis de los mismos,
se realiza mediante un microordenador (Motorola 68020). El didmetro de la
mancha de laser dirigido sobre la muestra se mide electronicamente (Bean Scan,
Model 2180, Photon Inc.).

Los datos de las medidas de FRAP se analizan mediante minimos
cuadrados, segin una expresion no lineal que relaciona la recuperacion de la
fluorescencia (F(t)) con el tiempo (Clark et al, 1990; Alxelrod et al, 1976, Axelrod,
1985). La curva obtenida de recuperacion de la fluorescencia puede analizarse

mediante la expresion: d

F(t) = Fo{l=2(1- Fo/ F, [0Sz /1).e 2"/ (Io(2z p / 1)]

+%(m+1)!(2m+2)!

0 (m+2)'2 m? -(""’TD /l‘)'M2 } (4.11)

+1,(27,))
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donde Fo es la intensidad de la fluorescencia antes del fotoblanqueo, F. es la
intensidad de la fluorescencia recuperada, € I, e I son las funciones de Bessel. El

coeficiente de difusion lateral D, viene dado por:
D= & /4 (4.12)

donde ® es el radio de la mancha circular y tp es el tiempo de difusidn

caracteristico.

(B) Preparacion de las muestras.

Las medidas de difusion molecular en peliculas liquidas delgadas por el
método de FRAP requiere la presencia de moléculas fluorescentes en la peliculas
adsorbida sobre la superficie. Esto se puede conseguir mediante la modificacion de
la molécula del emulsionante, por inclusién de un grupo activo a la fluorescencia, o
por la incorporacién a la pelicula de una sustancia que se active por la accién del
laser, siendo este ltimo procedimiento mas adecuado. Por lo tanto, es preferible
adulterar la pelicula sometida a estudio por adicion de cantidades traza de un
tensioactivo fluorescente, andlogo al estudiado (Clark et al, 1990; Coke et al,
1990; Means y Feeney, 1971). Existen una variedad de moléculas que estan
disponibles comercialmente (Haugland, 1992), entre las que se encuentra la
utilizada en este estudio: 5-N-(octadecanoil)aminofluoresceina (ODAF), adquirida
de Molecular Probes Inc. (No. 0-322). X

El fluorésforo se adiciona a la disolucion final de Tween 20, de BSA, o de
la mezcla de ambos -- preparadas segun se ha descrito en el apartado 4.2.3 -- en
una concentracion final de 0’5 uM. El uso de ODAF a estas bajas concentraciones
asegura que el mismo no induce cambios significativos en las propiedades de la

pelicula adsorbida de proteinas, lipidos o de sus mezclas (Sarker et al, 1995).
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(C) Medida de difusion superficial mediante la técnica FRAP.

Las mayoria de las medidas se realizan una vez que la pelicula ha adquirido
una situacion de equilibrio, que se detecta por la forma de los anillos observados en
el microscopio. Estas peliculas se forman y son similares a las descritas en el
apartado 4.2.3, para los mismos sistemas. Es muy importante, pues, €l asegurarse
de que no existe drenaje durante el corto tiempo de la experiencia de FRAP. Es
decir, se ha de tener la seguridad de que la movilidad superficial de las moléculas
de ODAF es debida a la difusién lateral y no a su flujo sobre la superficie. Sin
embargo, ambos fendmenos son facilmente distinguibles en las curvas de FRAP
obtenidas (véase la Figura 4.7). Desde otro punto de vista, el tiempo de
fotoblanqueo se regula en funcién de la velocidad de difusion de las moléculas
sobre la superficie. En el caso de difusion superficial rapida se usa menor tiempo de
fotoblanqueo (5-10 ms), que en el caso de especies que se difunden lentamente (20

ms).

Los estudios se han centrado en el uso de disoluciones de BSA en un buffer
de fosfato a pH = 7°0 y con una fuerza iénica de 0°05 M, o disoluciones de etanol
1 M o de sacarosa 0’5 M de la misma proteina, a los mismos valores de pH y de
fuerza iénica. Sobre estas disoluciones se realizan adiciones crecientes de Tween
20, hasta obtener las siguientes concentraciones finales del lipido: 0, 5 uM, 6 uM,
7 uM, 10 pM, 15 uM y 20 uM.

Para cada uno de los sisterfias estudiados se realizan un total de diez
disparos de laser sobre distintas zonas de la pelicula, y los resultados se
correlacionan mediante la ecuacion 4.11, de la que se deduce el valor del
coeficiente de difusion superficial para el emulsionante estudiado, por aplicacién de

la ecuacién 4.12.
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Figura 4.7. Curvas de FRAP corre
superficial (4) y de drenaje (B) (Lalchev et al, 1994).
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5. ADSORCION DE BSA. CINETICA . EQUILIBRIO.

S. ADSORCION DE BSA SOBRE LA INTERFASE AIRE-AGUA.

Segin lo expuesto en el apartado 4.2.1 de la secciéon experimental no existe
un equipo unico de tensiometria, que permita la determinacién de la cinética de
adsorcion de una proteina sobre la interfase aire-agua. La razon de ello es que la escala
de tiempo de este proceso puede estar comprendida en el intervalo desde milisegundos
hasta horas o dias. Por ello, en este estudio se ha adoptado el criterio de utilizar, dentro
de los medios experimentales disponibles, dos métodos de medida, el método de la
placa de Wilhelmy (descrito en el apartado 4.2.1.1) y el método de la gota pendiente
(descrito en el apartado 4.2.1.2), para la determinacién de la cinética del proceso a
tiempos largos (apartado 5.1) y cortos de adsorcion (apartado 5.2), respectivamente.
Ademés, se ha estudiado Ia isoterma de adsorcion de la proteina sobre distintos medios
acuosos (apartado 5.4). Estos datos son de interés préctico por si mismos y, ademss,
son de utilidad para el andlisis de la cinética de adsorcion de la proteina. Finalmente, se
ba estudiado el efecto que las agitaciénes de la interfase y del medio acuoso ejercen
sobre la cinética del proceso (apartado 5.3). Estas experiencias se han realizado con el
viscosimetro oscilatorio superficial, descrito en el apartado 4.2.2, utilizado
simultdneamente para la determinacion de las caracteristicas reolégicas superficiales de

la pelicula.
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5.1 CINETICA DE ADSORCION DE BSA A TIEMPOS LARGOS.

Como se ha indicado en los objetivos, en este estudio se pretende determinar la
cinética de adsorcién de emulsionantes alimentarios (proteinas) sobre la interfase aire-

agua. Con el fin de obtener resultados reproducibles es esencial realizar las medidas

segun unas normas fijas.

La proteina de partida se disuelve en una disolucion standard (buffer de fosfato,
pH: 7, fuerza iénica: 0.05 M), o en disoluciones acuosas de etanol o sacarosa
preparadas en el seno de la disolucion standard. La tension superficial del buffer a 20°C
fu de 72.6 + 0.5 mNxm’. Las disoluciones originales de proteina (con
concentraciones del 1% 6 10%, en peso) se almacenan a 5°C, durante no més de una
semana. Antes de su uso se diluye la disolucién de proteina de partida -- utilizando
como disolvente la misma disolucién que se estudia como subfase -- de forma que
cuando se inyecten 2 ml de la misma en 18 ml de subfase, se alcance la concentracion
final deseada de protefna, en el intervalo de 1 a 10* % en peso. Previamente se
comprueba la ausencia de contaminantes en la disolucién de buffer, libre o con los
solutos (etanol o sacarosa) disueltos, segin el tipo de experiencia, mediante la medida

‘de su tension superficial El valor de la propiedad en las condiciones de
experimentacion se contrasta con los de la bibliografia, que se incluyen en la Tabla 5.1.

Las disoluciones acuosas de etanol o sacarosg se preparan diariamente.

Para asegurar la limpieza de la superficie se succiona repetidas veces la solucién
de partida mediante un capilar conectado a una trompa de agua. Un buen mojado de la
lamina es un requisito fundamental para asegurar la reproducibilidad de las medidas.

Esta condicion se detecta a partir de la forma de la linea de contacto entre el menisco y
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Tabla 5.1. Valores de tension superficial (o, , mN/m) para el agua y
disoluciones acuosas de etanol y aziicares a distintas temperaturas (Rodriguez Patino
y Martin, 1994° ).

TEMPERATURA (°C)

SUBFASE 5 10 15 20 25 30 35 40
AGUA? 749 | 742 | 35 | 27 | 71,9 | 712 | 704 | 69,5
Etanol 0,1M® 73,1 722 | 714 | 703 | 69,7 | 689 | 680 | 67,2
Etanol 0,25M - - —~ | 619 | — - | - —
Etanol 0,5M° 66,1 655 | 64,7 | 642 | 63,7 | 629 | 624 | 61,8
Etanol 1,0M® 594 | 588 | 578 | 572 | 56,5 | 556 | 551 | 543
Etanol 2,0M — - =50 - | - - | -
Etanol 5,0M® 406 | 39,8 | 39,0 | 382 | 374 | 363 | 359 | 351
ET.1IM/SAC. 0,5M - - - | 574 — - -] =

ET.SM/SAC. 0,5M* 382 37,7 1 37,1 | 36,7 | 36,1 | 354 | 349 | 345

Glucosa IM* 75,5 750 | 4,1 | 36 | 727 | 721 | 713 | 706
Glucosa 0,5M* 75,7 750 | 743 | 135 | 728 | 720 | 71,1 | 704
Fructosa 0,1M® 74,9 743 | 739 | 73,1 | 724 | 71,5 | 71,0 | 69,9
Fructosa 0,5M° 75,9 753 | 745 | 740 | 73,0 | 723 | 716 | 708
Sacarosa 0,1M° 75,1 745 | 740 | 134 | 723 | 709 | 706 | 69,1
Sacarosa 0,25M - — 73,4 -— — - —

Sacarosa 0,5M° 75,8 750 | 74,1 | 73,5 | 72,8 | 720 | 112 | 704
Sacarosa IM — - 74,1 — — - —
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la ldmina. Un mal mojado del plato, normalmente, estd asociado a una limpieza

defectuosa o a la ineficacia de su activacién bajo la llama del mechero Bunsen.

En los estudios de adsorcion de la proteina sobre la interfase aire-agua se
inyectan 2 ml de disolucion de proteina sobre 18 ml de la fase acuosa, una vez que la
lamina se encuentra en posicion de medida, sobre la superficie de la fase acuosa. Tras la
adicion de la proteina se sigue la variacién de la tension superficial con el tiempo, hasta

alcanzar el estado estacionario.

Se han realizado medidas a diferentes temperaturas en el intervalo de 5 °C a 40
°C. Para ello, se hace circular agua desde un criostato/termostato Heto, hasta la célula
de medida. El control de la temperatura en el compartimiento de medida es de + 0'3°C.
Para estudiar la influencia de la composicion de la subfase se sustituye el agua por
disoluciones acuosas de etanol 1 M o sacarosa 0.5 M. También se ha estudiado una

disolucion acuosa con una mezcla de etanol 1 M y sacarosa 0.5 M.

Las disoluciones acuosas se introducen en la célula de medida y se espera 30
minutos para que se alcance la temperatura deseada para la operacion, con la limina de
medida en posicion. La proteina se inyecta en la fase acuosa después de que el valor de
la tension superficial coincide con el de Ia literatura.

Debido a que las medidas de propiedades superficiales son muy sensibles a la
presencia de impurezas, se presta un extremo cuidado para asegurar que todos los
materiales e instrumentos utilizados en este estudio estén limpios. El material de vidrio
se limpia con ayuda de un detergente comercial y, se enjuaga con agua Yy,
posteriormente, con mezcla sulfocromica. A continuacion se enjuaga con abundante

agua bidestilada.
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5.1.1. Analisis de resultados.

La cinética de adsorcién de BSA sobre la interfase aire-agua se analiza a partir
de los cambios de presion superficial, 7, con el tiempo, 6. La presion superficial se
define como © = o, - o, donde o, es la tension superficial de la disolucion acuosa
(Tabla 5.1) y © es el valor de la tension superficial tras la adsorcion de la proteina. El

tiempo de adsorcion comienza en el momento en que se inyecta la proteina.

Este método facilita el analisis cinético de la adsorcion de proteina, cuando la
medida directa de la concentracién superficial, I, no es posible (Damodaran, 1990) *.
La velocidad de cambio de la concentracion superficial puede expresarse mediante
(MacRitchie y Alexander, 1963):

T30 = (SI/S1)(57/56) .1)

!Cuando la medida directa de la concentracién superficial, T, no es posible, la cinética de
adsorcién puede deducirse a partir de la variacién de la presién superficial con el tiempo. Sin
embargo, aunque la presion superficial -- que es una medida del cambio de la energia superficial -
- es una propiedad fundamental de la interfase, la velocidad de cambio de la presion superficial
debe utilizarse con precaucion para determinar la cinética de adsorcién de una proteina porque,
aunque la presién superficial depende de la concentracién superficial, también depende de la
conformacién de la proteina sobre la interfise. En otras palabras, la velocidad de cambio de la
presion superficial es una funcién de las velocidades de cambio de la concentracién superficial y
de la conformacién de la proteina en el estado adsorbido. Sin embargo, este problema puede
solucionarse si se conoce la variacién de m con I' obtenida, por ejemplo, en una balanza de
superficie a partir del esparcimiento cuantitativo de la proteina sobre la interfase -- utilizando el
método de Trurnit (1960) -- y observando la isoterma n—I". Con estos datos, la velocidad de
cambio de la concentracion superficial puede expresarse como (MacRitchie y Alexander, 1963):

5I780 = (ST /5m)-(57/56) 6.1

Esta ecuacién facilitara el analisis de la adsorcion de la proteina a partir de las medidas
de la velocidad de cambio de la presion superficial y de la isoterma de la pelicula esparcida de la
proteina sobre la interfase aire-medio acuoso. Estas experiencias se realizan actualmente en el
grupo de investigacion,
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Si 8I'/8n es constante, 3n/80 puede usarse para evaluar la velocidad de
adsorcion. Algunos investigadores han criticado el uso de la medida de la presion
superficial para seguir la adsorcion (MacRitchie, 1989; Joos et al., 1992). No obstante,
en el caso particular de monocapas esparcidas de BSA la pendiente de la representacion
de 7 frente a I es précticamente constante hasta presiones superficiales de 17 mNxm
(Damodaran y Song, 1988). Ademas, los datos de = frente a I' para monocapas
adsorbidas (Graham y Phillips, 1979a) y esparcidas (Damodaran y Song, 1988) de BSA
son similares.

En este estudio, la evaluacion de la cinética de adsorcién de la proteina, en
funcién del mecanismo que controla el proceso, se realiza a partir de graficas de la
presién superficial en funcién del tiempo, hasta que se alcanza las condiciones
estacionarias. La velocidad de incremento de la presion superficial estd determinada por
tres procesos consecutivos o concurrentes (MacRitchie, 1978; Tornberg, 1978;
Graham y Phillips, 1979b) (Figura 5.1):

a) Difusion de las moléculas de proteina desde el seno de la fase acuosa hasta la
interfase.

b) Esparcimiento o desnaturalizacion (despliegue) de las moléculas previamente
adsorbidas.

) Reordenacion molecular de las moléculas adsorbidas.

Los dos tltimos mecanismos comprenden el transporte de la proteina o de
segmentos de protefna sobre la interfase. La cinética de adsorcion de la proteina estd

inicialmente controlada por la difusién, pero a mayores tiempos la penetracién y la
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reordenacién de las proteinas en la pelicula interfacial son los mecanismos que

controlan el proceso.

5.1.1.1. Etapa de difusion hacia la interfase.

Durante la primera etapa, a presiones superficiales relativamente bajas, cuando
la difusion es la etapa controlante del proceso, puede usarse una modificacion de la
ecuacion de Ward y Tordai (1946) para correlacionar el cambio de presion superficial

con el tiempo:

7=2.CkT.(D.60/3149" (5.2)

donde C es la concentracion de proteina en el seno de la fase acuosa, k es la constante
de Boltzman, T es la temperatura absoluta y D es el coeficiente de difusion.

Diversos investigadores (de Feijter et al, 1987, MacRitchie, 1978; Xu y
Damodaran, 1994; Tornberg, 1978) han usado esta ecuacion para describir la
adsorcion de moléculas de proteinas desde el seno de la fase acuosa hasta la interfase.

En este caso una representacion de © frente a 0'” debera ser lineal.

5.1.1.2. Etapas de penetracién y reordenacion interfacial.

Para analizar la desnaturalizacion en la interfase y la reordenacion de las

moléculas de proteina adsorbidas en la interfase pueden usarse dos procedimientos:
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Figura 5.1. Mecanismos de la cinética de adsorcion de una proteina sobre la
interfase aire-agua.
(A) Difusion de las moléculas de proteina hacia la interfase (ecuacion
3.2).
(B) Penetracion o desnaturalizacion de las moléculas adsorbidas
{ecuacion 5.3 0 5.4).
( C) Reordenacion de las moléculas adsorbidas (ecuacion 5.3 0 5.4).
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A) La velocidad de estos procesos puede analizarse mediante una ecuacion cinética de

primer orden (Tornberg, 1978; Graham y Phillips, 1979b):

7[«)'7[9

In = -k;. 0 (5.3)

”w'ﬂo

donde 7., T, y e son la presion superficial en condiciones estacionarias, al tiempo 0 =
0, y a cualquier tiempo 0, respectivamente, y k; es la constante cinética de primer

orden.

En la préctica, una representacion de la ecuacién normalmente proporciona dos
regiones lineales. La pendiente inicial de la representacién se puede asociar a la
constante cinética de primer orden del proceso de desnaturalizacién/penetracion (k;),
mientras que la segunda pendiente se puede asociar a la constante cinética de primer
orden del proceso de reordenacion (k;), que tiene lugar en un nimero
aproximadamente constante de moléculas previamente adsorbidas (Tomberg, 1978;
Graham y Phillips, 1979b; Suttiprasit et al., 1992). Para aplicar la ecuacién ha de
tenerse la precaucion de elegir un intervalo de tiempo tal que el proceso no esté

afectado por la difusion.

B) En muchos procesos de adsorcion dé proteinas se ha observado que, la velocidad de
adsorcion es menor que la velocidad de difusién (Tomberg, 1978; Graham y Phillips,
1979b; de Feijter et al., 1987). Cuando existe una barrera de energia, la velocidad de
penetracion de la proteina en la pelicula interfacial podria ser la etapa limitante de la
velocidad. Ward y Tordai (1946) consideran que esta barrera consiste en la energia

n-AA, requerida para crear un espacio de area AA en la pelicula superficial a la presion
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7, para que se adsorba la molécula. Una forma modificada de la ecuacion de Ward y
Tordai (1946) ha sido usada por Ward y Regan (1980).

In(6n/66) = In(k'x vx(C) - wAAKT (54)

donde k' es la constante cinética de adsorcion y v es el nimero de grupos que se

adsorben por cada molécula de proteina.

La pendiente de la representacion de In(6n/60) vs. m se obtiene por
diferenciacién analitica, mediante una ecuacion polinémica que relaciona el valor de n

con 6.

5
zi = 2 A;.(log 8)" (5.5)
n=0

Cuando se analiza la adsorcion de BSA sobre la interfase aire-agua se observa
dos 0 mas regiones lineales en la representacion de In(6n/50) frente a n. Una variacion
de In(6n/30) independiente de n puede ser una indicacién de que solamente tiene lugar

un proceso de reordenacion interfacial (Tornberg, 1978).

5.1.2. Variacion de la presion superficial con el tiempo durante la adsorcion de

BSA sobre agua.

En la figura 5.2 se representa la variacion de la presion superficial en funcion

del tiempo, hasta alcanzar condiciones estacionarias. En este caso se ha elegido, como
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ejemplo, una concentracion de proteina de 107 % en peso y se ha estudiado su
adsorcion sobre la interfase aire-agua, a la temperatura de 20°C. Segtn se ha descrito
en el apartado anterior, la velocidad de incremento de la presidén superficial se ha
asociado a tres etapas consecutivas o concurrentes, que tienen lugar durante el proceso

de adsorcion:
A) Difusién de la proteina desde el seno de la fase hasta la interfase.

Durante esta etapa seria de aplicacion la ecuacion 5.2. Por lo tanto, una
representacion de la presion superficial frente a la ra1z cuadrada del tiempo deberia ser
lineal. Sin embargo, como se observa en la figura 5.2, esta dependencia no se cumple.
La razén se debe a que esta primera etapa de difusion es lo suficientemente rapida,
como para que pueda ser detectada por el método de la lamina de Wilhelmy, usado en
este estudio. No obstante, la elevacion de la presion superficial, al comienzo de la
adsorcion de proteina en la interfase, que depende en gran medida de la cinética de la
etapa de difusion, es una funcion de las variables estudiadas -- tales como temperatura,
concentracion de proteina y presencia de solutos en el seno de la fase acuosa -- segun

se discutira posteriormente.

B) Penetracion y reordenacion de las moléculas de proteina adsorbidas.

Para tiempos de adsorcién superiores al correspondiente a la etapa previa de
difusién, las moléculas de proteina penetran en la interfase y, al mismo tiempo, o en
una etapa posterior, se reordenan en la misma. Estas dos etapas pueden ser estudiadas
mediante dos métodos diferentes, que se concretan en el uso de las ecuaciones 5.3 y

5.4.
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Figura 5.2. Velocidad de adsorcion de BSA sobre la interfase aire-agua a
20°C. Concentracién de proteina: 10° % en peso. Substrato: buffer fosfato (pH=7,
1=0.05 M)

Por aplicacion de la ecuacion 5.3, una representacion de In[(mo—7e)/(Te—T0)]
frente a © deberia ser lineal. Esta representacion se muestra en la figura 5.3, para el caso
seleccionado en este estudio. Diferentes temperaturas o concentraciones de proteina en
el seno de la fase acuosa conducen a resultéilos similares. Puede observarse que esta
representacion presenta dos regiones lineales, lo cual coincide con informaciones
previas desde la bibliografia (Tornberg, 1978; Graham y Phillips, 1979; Suttiprasit et
al,, 1992). De esta representacion se obtienen las pendientes k; y ks, que se asocian a

las constantes cinéticas de primer orden de las etapas de penetracion y reordenacion de

las moléculas de BSA previamente adsorbidas sobre la interfase.
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Figura 5.3. Velocidad de adsorcion de BSA sobre la interfase aire-agua a

20°C. Aplicacién de las ecuaciones 5.3 ( A ) y 5.4 ( ® ) a los resultados
experimentales. Concentracion de proteina: 107 % en peso. Substrato: buffer fosfato
(pH=7, I=0.05 M)

La cuantificacion de la velocidad de adsorcion de la proteina, durante las etapas
de penetracion y reordenacion en la interfase, puede efectuarse por un procedimiento
diferente, aplicando la ecuacion 5.4. Segiin este procedimiento, una representacion de
In(87/80) frente a la presion superficial deberia ser lineal. Esto es lo que se observa en
la figura 5.3, para el caso que se esta considerando (concentracion de BSA de 10% %
en peso y una temperatura de 20°C). Las pendientes (6m/60) en cada punto, se ha

determinado analiticamente, con ayuda de la ecuacién polindmica que relaciona © con 0
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durante la adsorcion (ecuacion 5.5). Al aplicar esta ecuacion a los casos estudiados se
obtiene un coeficiente de regresion lineal mayor de 0'995 en todos los casos, y mejor

que 0'998 en la mayoria de los casos (90%).

En la mayoria de las experiencias de adsorcion de BSA desde agua se observa
que existen dos regiones lineales en las representaciones de la ecuacion 5.4, lo cual
puede asociarse a las dos etapas de penetracion y reordenacién de la proteina en la
interfase. Cuando la representacion de In(8n/80) frente a n es independiente de =, esto
es indicativo de que tinicamente tiene lugar el proceso de reordenacién interfacial, que
se produce sin modificacion significativa del drea interfacial ocupada por la proteina; o
bien, que el requerimiento de 4rea durante la etapa de penetracién se compensa con la
reordenacion de las moléculas en la interfase. Para ello se requiere que ambas etapas
sean simultineas. Sin embargo, la discriminacién de estos dos mecanismos no puede
realizarse a base de los datos obtenidos con el método experimental utilizado. Este caso
se ha observado cuando la BSA se adsorbe sobre agua, a una concentracion de 1% en
peso y a presiones superficiales superiores a 18'S mNxm' (figura 5.4). Esta situacion se
presenta a tiempos de adsorcién superiores a 150 minutos tras la inyeccion de la

proteina.

Sin embargo, lo que es mas importante, en €l contexto de este estudio, es que
las representaciones de las ecuaciones =23y 54, proporcionan resultados
complementarios sobre la adsorcion de la proteina. Es decir, que el tiempo y el valor de
la presi6n superficial al cual la penetracion o la reordenaciéon molecular es el mecanismo
que controla el proceso de adsorcion de la proteina son practicamente independientes

de la representacion utilizada -- la que deriva de la ecuacion 5.3 o de la ecuacién 5.4.
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Figura5.4.  Velocidad de adsorcion de BSA sobre la interfase aire- agua a
20°C. Aplicacion de la ecuacion 5.4 (°®) a los resultados experimentales.
Concentracion de proteina: 1% en peso. Substrato: buffer fosfato (pH=7, I=0.05 M)

5.1.2.1. Efecto de la concentracién de proteina.

Los resultados experimentales tvariacién de o con 0) referidos a la adsorcién
de BSA sobre agua se muestran en la figura 5.5. Para resumir el efecto de la
concentracion de proteina en el seno de la fase acuosa sobre la cinética de adsorcion, se
presenta en la tabla 5.2 los valores de las constantes cinéticas de primer orden,
derivados de la aplicacion de la ecuacion 5.3 a lo datos experimentales. El ajuste de los

datos experimentales al mecanismo cinético se realiza a intervalos de tiempo, basdndose
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en el mejor coeficiente de regresion lineal (LR), que se incluye en la tabla 5.2. El tiempo
caraéten'stico (0%, que se corresponde con el cambio de mecanismo, se ha obtenido
analiticamente a partir del punto de corte de la representacion lineal correspondiente a

cada una de las etapas de adsorcion.

75

0 50 100 150 200 250 300
e/min

Figura§.5.  Variacion de la tension superficial con el tiempo de adsorcion
de BSA, en funcion de la concentracion de la proteina.Substrato: buffer fosfato
(pH=7, I=0.05 M)

Como una regla general, se observa que la velocidad de cambio de la presion
superficial con el tiempo se incrementa cuando aumenta la concentracion de proteina en
el seno de la fase. Es decir, a altas concentraciones la actividad superficial de la BSA es
elevada, lo cual estd de acuerdo con datos previos de la literatura (Tornberg, 1978;
Phillips, 1981).
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Tabla 5.2. Pardmetros caracteristicos de la velocidad de adsorcion de BSA

sobre agua.

C (%) T (°C) k;:x10° (LR) k;x10* (LR) ' (min)
1 20 30,7 (0,999) 9,18 (0,996) 40

10" 5 32,4 (0,986) 19,4 (0,988) 20

10" 20 31,9 (0,997) 39,5  0,979) 85

107 20 18,8 (0,999) 31,6 (0,998) 90

10° 20 16,0 (0,998) 31,1 (0,993) 130

10* 20 18,3 (0.,996) 37,0 (0,997) 90

Si el incremento de la presion superficial refleja un incremento en el nimero de
unidades de proteina (moléculas o segmentos) que se adsorben, cualquiera que sea el
mecanismo que gobierne el proceso, la influencia de la concentracion de proteina sobre
la velocidad de adsorcion de BSA se podria discutir sobre la base de los datos
representados en la figura 5.5 y de los pardmetros cinéticos que se muestran en la tabla
5.2.

De los resultados mostrados en la figura 5.5 se deduce que el incremento de
presion superficial durante la etapa inicfal de adsorcién de la proteina es menor cuando
decrece su concentracion en el seno de la fase. Por lo tanto, si durante esta etapa la
velocidad de adsorcion esté controlada por la difusion de la proteina desde el seno de la
fase, la velocidad de difusion disminuye con la concentracion. Estos resultados son
concordantes con los de otros autores (Tornberg, 1978; Phillips, 1981), y con lo que
predice la teoria de Ward-Tordai (1946). En efecto, del cumplimiento de Ia ecuacién
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5.2 se deriva que la pendiente de la representacién de n-0'? aumenta con la
concentracion de proteina (C), como se deduce de los resultados obtenidos en ese

estudio. Este aspecto se estudiard mas profundamente en el siguiente apartado.

A mayores tiempos de adsorcion, cuando existe una barrera de energia para la
adsorcion, la capacidad de las moléculas de proteina para crear un espacio en la
pelicula, penetrar en ella y, posteriormente, reordenarse, se convierte en el mecanismo
controlante del proceso. En estas condiciones, el valor de la constante k; se incrementa
con la concentracién de proteina, segiin se muestra en los datos de la tabla 5.2°. Es
decir, lIa penetracion de la proteina en la interfase estd favorecida a las mas altas
concentraciones de proteina en el seno de la fase. Las medidas de elipsometria o el
método de trazado radioactivo, que permite la determinacion directa de Ia cantidad de
proteina adsorbida sobre la interfase, muestra igualmente que tanto m como I se
incrementan durante este periodo (Xu y Damodran, 1992; idem. 1994; Damodaran,
1990; Graham y Phillips, 1979). La dependencia de la constante cinética de primer
orden k; con la concentracién de proteina es también consistente con la forma
modificada de la ecuaciéon de Ward y Tordai, ecuacién 5.4. En efecto, el nimero de
colisiones y por lo tanto el nimero de grupos que se adsorben (v) dependen de la

concentracion de proteina en el seno de la fase.

No obstante, el efecto de la conceptracién de proteina sobre la constante

cinética de primer orden k; es opuesta a la que se ha comentado en relaciéon con la

? De los datos de la tabla 5.2 es interesante destacar que se produce un incremento significativo
en los valores de k; a concentraciones de BSA en el medio acuoso comprendidas entre el 10" % y
el 102 % en peso. Como se discutird en el apartado 5.4, en este mismo intervalo de composiciones
de BSA tiene lugar la saturacién de la interfase por la BSA, segtn se deduce de la isoterma de
adsorcion (Figura 5.14). :

138



5. ADSORCION DE BSA. CINETICA . EQUILIBRIO.

constante k; (Tabla 5.2)°. De los datos de la tabla 5.2 se puede deducir que al
aumentar la concentracién de proteina en el seno de la fase se reduce la velocidad de
reordenacion de las moléculas adsorbidas en la interfase, con la que se asocia €l valor
de la constante k. De la medida directa de la cantidad de proteina adsorbida (I') se ha
observado por otros autores (Graham y Phillips, 1979) que el valor de I' es
préacticamente constante, durante esta etapa. Por lo tanto, el incremento de n que se
observa en este estudio (figura 5.5) puede asociarse a los cambio conformacionales de
la proteina adsorbida.

La influencia de la concentracién de proteina durante esta etapa podria estar
relacionada con la compresibilidad de la pelicula. En efecto, se ha observado que a
elevadas concentraciones de proteina tanto el espesor de la capa de BSA adsorbida
como la compresibilidad de la pelicula se incrementan (Tornberg, 1978; Phillips, 1981).
Por lo tanto, cuando la pelicula es altamente compresible los cambios conformacionales
en la interfase serdn relativamente lentos, que es lo que se observa a elevadas
concentraciones de proteina (Graham y Phillips, 1979) y se corrobora con los datos de

ki que se muestran en la tabla 5.2.

5.1.2.2. Efecto de la temperatura.
';-
El efecto de la temperatura sobre la adsorcion de BSA sobre agua se ha
estudiado para una concentracién de proteina de 10" % en peso (figura 5.5). Del

anlisis de estos resultados se pueden deducir dos consideraciones:

* Estos resultados podrian ser discutidos también en funcién de la saturacién de la interfase por la
BSA a concentraciones de esta proteina en el medio acuoso al 10> % en peso (ver discusién en el
apartado 5.4).
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A)  Elvalor de n” es menor a las menores temperaturas. Es decir la
actividad superficial de la BSA en condiciones estacionarias decrece

con la temperatura.

B) La velocidad de cambio de la presion superficial con el tiempo durante

la adsorcién de BSA, se incrementa cuando aumenta la temperatura.

Similares resultados a los mostrados en la figura 5.5, se obtuvieron
recientemente con otra proteina globular (lisozima) sobre la interfase aire-agua (Xu y
Damodaran, 1992). De la aplicacion de la ecuacion 5.3, una vez superado el periodo
inicial de difusién, se ha obtenido los valores de las constantes cinéticas k; y ko, que se
incluyen en la tabla 5.2.

Se observa que el valor de la constante k; es independiente de la temperatura,
lo que indica que la etapa correspondiente a la penetracion superficial es independiente
de la temperatura. Sin embargo, el valor de k, es menor a la menor temperatura, lo que
indica que la velocidad de reorganizacién de las moléculas de BSA adsorbidas sobre la

interfase decrece a la menor temperatura.

Un razonamiento similar al desarrollado para el estudio de la influencia de la
concentracion de proteina se podria aplicar aqui. Puesto que la pelicula se hace menos
fluida cuando desciende la temperatura (Rlvas y Sherman, 1984; Ward y Regan, 1981),
el descenso de la velocidad de reordenacion molecular en la interfase puede asociarse

con un descenso de la fluidez de la pelicula® .

* El estudio de la influencia de la temperatura sobre la velocidad de adsorcién de la BSA solo
puede ser provisional, debido a los pocos datos disponibles. No obstante, por su interés practico,
este estudio constituird una extension del trabajo realizado en esta Memoria.
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5.1.3. Variacion de la presioén superficial con el tiempo durante la adsorcion de

BSA sobre disolucién acuosa de etanol a 1 mol/litro.

Los solutos presentes en el seno de la fase acuosa son uno de los mayores
componentes de los alimentos, que ejercen ademds significativos efectos sobre las
propiedades fisico-quimicas de los mismos. En adicién al estudio de los efectos
individuales de las condiciones medioambientales -- tales como la temperatura o
concentracion de proteina, estudiada en el apartado anterior -- sobre la adsorcién de la
proteina y su comportamiento en la interfase, es esencial investigar los efectos
combinados de estos factores con la adicion de solutos en el seno de la fase acuosa
(Halling, 1981; Charalambous y Doxastakis, 1989; Dickinson, 1992). El estudio de la
presencia de etanol sobre la adsorcion de proteinas es de importancia préctica en la
fabricacion de productos de panaderia, bolleria, pasteleria etc., y de bebidas alcohdlicas,
tales como licores crema, cerveza, cava, etc. (Halling, 1989; Dickinson, 1992,
Leadbetter, 1990, Krog et al, 1985).

El efecto de la adicién de etanol sobre el incremento de presion superficial tras
la inyeccion de BSA se muestra en las figuras 5.6. En estas experiencias la
concentracion de etanol en el seno de la fase (1 M) y la temperatura (20°C) se
mantienen constantes. Sin embargo, la conéentracién de BSA en el seno de la fase

acuosa es de 0,01 % (figura 5.6-A), 0,1;% (figura 5.6-B) y 1 % en peso (figura 5.6-C).

Al igual que sucedia con la adsorcién de BSA sobre agua, la etapa
correspondiente a la difusion de la proteina en el seno de la disolucion acuosa de etanol
es lo suficientemente répida como para poder ser detectada por el dispositivo
experimental utilizado en este estudio (ver la representacion de 7 frente a 6'7 en las

figuras 5.6). Sin embargo, como un comportamiento general, puede observarse que el
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Figura 5.6.  Velocidad de adsorcién de BSA sobre la interfase aire-disoluciones
acuosas de etanol a (4) 0,01, (B) 0,1 y (C) 1 mol/litro. Aplicacion de las ecuaciones 5.2 (4)
¥ 3.3 () alos resultados experimentales. Concentracion de proteina: 10°%en peso.
Temperatura: 20°C.
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valor inicial de m se incrementa con la concentracion de proteina. El valor de m se
incrementa hasta un valor del 25%, del 39% o del 75% durante los primeros 5 minutos
tras la adicién de BSA, cuando la concentracién de proteina en el seno de la fase
acuosa es del 0,01 %, del 0,1 % o el 1 % en peso, respectivamente. Es decir, la
velocidad de difusion de las moléculas de proteina desde el seno de la fase se

incrementa con la concentracion de proteina.

Para cuantificar Ia velocidad de penetracion en la interfase y la reordenacion de
las moléculas de BSA adsorbidas, se contrastan los resultados experimentales con la
ecuacion 5.3. Puede observarse (figuras 5.6) que existe un periodo de induccién, tras la
primera etapa asociada a la difusion de la proteina, para concentraciones de la misma
mferiores al 0,1 % en peso. El periodo de induccion disminuye cuando la concentracién
de proteina se incrementa. El periodo de induccién es de 36 y 130 minutos a
concentraciones de BSA en el seno de la fase de 0,1 % y 0,01 % en peso,
respectivamente. A la mayor concentracion de proteina estudiada (1 % en peso) no se

observa periodo de induccion.

Tras el periodo de induccion, dos lineas rectas correlacionan los datos
experimentales de acuerdo con Ia ecuacidn 5.3. Los pardmetros caracteristicos
correspongiientc_:§ a la cinética de adsorcion de BSA sobre disolucion acuosa de etanol a
1 'mol/l se inch1yeh en la“tabla 5.3. Se observa que, cuando existe un periodo de
induccion (a concéntraciones de BSA ds 0,1 y 0,01 % en peso), la constante cinética de
primer orden k; se incrementa con la cc;ncentraci(’)n de proteina, mientras que un efecto
opuesto se desprende de los valores de la constante cinética de primer orden k,. Como
una regla general, se deduce que la velocidad de adsorcion de BSA se incrementa con

la concentracion de proteina.
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La explicacion de los fendmenos observados debe asociarse con las
~ interacciones proteina-etanol, en la interfase o en el seno de la fase. Existen diversos
mecanismos segun los cuales el etanol puede actuar como un agente estabilizante o
desestabilizante de la proteina nativa, y es dificil decidir que tipo de interaccion o
interacciones es mas importante bajo unas determinadas condiciones experimentales. Se
ha observado con frecuencia que el etanol actia como un potente agente
desnaturalizante para la mayoria de las proteinas (Tanford, 1962). Esto ha dado lugar a
la opinién generalizada de que el etanol desnaturaliza a las proteinas por debilitamiento
de los enlaces hidrofobicos. El efecto desnaturalizante del etanol se manifiesta
fundamentalmente por una disminucién de la solubilidad de la proteina (Aoki et al,
1981). Esta proteina agregada en el seno de la fase acuosa puede difundirse hacia la
interfase para formar una pelicula delgada con una elevada viscosidad superficial
(Dickinson y Woskett, 1988).

Tabla 5.3. Pardmetros caracteristicos de la velocidad de adsorcion de
BSA sobre disoluciones acuosa de etanol a 1 mol/litro. Temperatura: 20°C.

Concentracién de BSA (%): 107 10" 1

kox10” (min"), LR 0 0

ki x10° (min™), LR 6.74 (0.979) 24.0 (0.999) 8.26 (0.998)
b "vﬁ

6 (min) 130 36

k;x10° (min™), LR 37.5 (0.999) 23.8 (0.994) 18.1(0.991)

62 (min) 325 - 185

144



J. ADSORCION DE BSA. CINETICA . EQUILIBRIO.

Sin embargo, existen otros estudios que muestran que el etanol puede actuar
como un agente estabilizante de la protefna nativa, al menos a bajas temperaturas
(Brands y Hunt, 1967). Las medidas cinéticas, durante el intervalo de segundos a
minutos, indican que Ia velocidad de desnaturalizacion reversible de la proteina depende

de la temperatura y de la concentracion de etanol (Pohl, 1968).

Desde otro punto de vista, el efecto del etanol en reducir 1a tensién superficial
del agua (Rodriguez Patino y Martin, 1994) refleja el hecho de que las moléculas de
etanol presentes en la fase acuosa tienen la capacidad de adsorberse sobre la interfase.
Por lo tanto, durante la adsorcion de BSA desde el seno de la disolucién acuosa de
etanol, las moléculas de BSA y de etanol compiten por la interfase y puede quedar
inhibida la formacion de una pelicula de proteina adsorbida con una elevada
viscoelasticidad superficial (Dickinson y Woskett, 1988).

El efecto de la concentracién de proteina sobre la velocidad de cambio de la
presion superficial con el tiempo tras la adicion de BSA (figuras 5.6) -- como
consecuencia de la difusion de la proteina hacia la interfase -- es similar a la observada
con agua (figura 5.5). Por lo tanto, la misma explicacion se aplicaria aqui. Sin embargo,
si el etanol causa una agregaciéon de la proteina en el seno de la fase acuosa, la
vélocidad de difusion de la proteina podria disminuir (Ahmed y Dickinson, 1990),
como se observa globalmente con la at_ifsorci()n de BSA desde una disolucién acuosa de

etanol en este estudio (figuras 5.6), en comparacion con lo observado sobre agua pura.

La existencia de un periodo de inducciéon puede asociarse con la adsorcion
competitiva de BSA sobre una pelicula de etanol previamente adsorbida. La proteina
tiene una mayor afinidad que el etanol por la interfase debido a su mayor

hidrofobicidad. Esto quiere decir que el etanol podria ser desplazado de la interfase por
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la BSA, especialmente a las mayores concentraciones de proteina en el seno de la fase
acuosa, lo que esta de acuerdo con los datos representados en las figuras 5.6 y los

mostrados en la tabla 5.3.

En efecto, cuando In [(7t.—7e)/(Tt—,)] €s independiente de 0, esto no puede
ser una indicacion de que no se crean nuevas dreas en la pelicula, sino que la cobertura
interfacial puede mejorar como consecuencia de los segmentos de protefna, o de
agregados de proteina, que se adsorben en la interfase ocupando la superficie de las
moléculas de etanol adsorbidas previamente, y que son desplazadas por la proteina. Es
posible también que durante este periodo tenga lugar un proceso de reordenacion en la

interfase, como consecuencia de las interacciones BSA-etanol.

El hecho de que el periodo de induccién disminuya o desaparezca, a partir de
una cierta concentracion de proteina en el seno de la fase, no significa que el efecto del
etanol desaparezca en estas condiciones, sino que puede reflejar, mas bien, el punto en

el cual el efecto de la concentracion de proteina sobre Ia difusién se hace predominante.

Los valores de las constantes cinéticas de primer orden, tras el periodo de
induccion, podrian asociarse con la penetracién y reordenacién de las moléculas de
proteina adsorbidas. El efecto de la concentracion de protefna sobre los valores de las
constantes k; y k; -- a concentraciones de proteina en el seno de la fase inferiores a 0'1
% en peso -- esta cualitativamente de acuerdo con lo observado previamente sobre
agua. Sin embargo, la contribucion relativa de los efectos de la desnaturalizacion de la
proteina (Tanford, 1962), de la agregacion de la proteina (Aoki et al, 1981) y de la
viscoelasticidad de la pelicula (Dickinson y Woskett, 1988) en presencia de etanol
sobre las constantes cinéticas mostradas en la tabla 5.3, es dificil de establecer. Ademas,

es posible que las interacciones hidrofobicas o electrostaticas entre proteina y etanol
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conduzcan a la formacién de un complejo entre ambos componentes en la interfase,

con diferentes estructura y propiedades que las de una pelicula de proteina pura.

A partir de los datos de la tabla 5.3 se puede admitir que la importancia relativa
de todos los fenémenos preViamente discutidos sobre la adsorcion de proteina depende
de la relacion proteina/etanol. Sin embargo, se requieren mas estudios experimentales
sobre la adsorcion de proteinas en sistemas que contienen etanol para comprobar las

hipétesis expuestas sobre el efecto del etanol.

5.1.4. Variacién de la presion superficial con el tiempo durante la adsorcion de

BSA sobre disolucién acuosa de sacarosa a 0'S mol/litro.

El estudio de los efectos de la sacarosa sobre la adsorcion de proteinas es
relevante para ciertos procesos tecnoldgicos en los cuales espumas y emulsiones
alimentarias estan estabilizadas por proteinas en presencia de azicares (Charalambous y
Doxastakis, 1989; Dickinson, 1992). El efecto de la adicién de sacarosa sobre el
incremento de presion superficial tras la inyeccion de BSA es diferente del observado
eﬁ presencia de etanol en el seno de la fase acuosa. En la figura 5.7 se muestra la
variacion de m con O tras la adicion de BSA -- para concentraciones de proteina en el
seno de la fasede 0'1 %y 1 % en peso - sobre disoluciones acuosas de sacarosa a 0'5

mol/litro, y a una temperatura de 20°C.

La adecuacion de los datos experimentales a las etapas de difusion (segin la
ecuacion 5.2) y de penetracion y reorganizacion (de acuerdo con la ecuacion 5.3) se
muestra en las figuras 5.7 (A y B), para las dos concentraciones estudiadas de BSA.

Los parametros cinéticos caracteristicos para la adsorcion de BSA en disolucién acuosa
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de sacarosa se muestran en la tabla 5.4. De estos resultados se pueden extraer las

siguientes consideraciones:

6 (min)
9 20 40 60 80 100 120
R a =
&
8
&
&
8
S
5
61/2
6 (min)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

ZO*fiil'ﬂ"l'r'l.'l‘ﬁ';l_._‘ 0
18 A‘ —
16 B 11 ¢
s e
’é\ ) =
> 104 {3 §
E 8 ' &
& 6-4 “-4 E-a

;E . T VS 01/2 1-5

2] —— Inl( T (o T)] S 6 |

10 20 30 40 50 60
01/2

FiguraS5.7.  Velocidad de adsorcicn de BSA sobre la interfase aire- disolucion acuosa

de sacarosa a 0'S molllitro. Aplicacion de las ecuaciones 5.2 ( 4 ) y 5.3 ( ®) a los resultados
experimentales. Temperatura: 20°C. Concentracion de proteina: (A ) 0'1%Yy ( B) 1% en peso.
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Tabla 5.4. Pardmetros caracteristicos de la velocidad de adsorcion de BSA

sobre disoluciones acuosas de sacarosa a 0.5 mol/litro. Temperatura: 20°C.

A)

B)

O

D)

E)

Concentracion de BSA (%) 10* 1
k;x10* (min™), LR 36.7 (0.990) 77.1 (0.976)
k;x10” (min™), LR -10.2 (0.976) 11.7 (0.890)
0" (min) 32 7

La presién superficial se incrementa drésticamente tras la adicién de BSA. Es
decir, a los 5 minutos el valor de ® es de aproximadamente el 95% del
correspondiente a las condiciones estacionarias (n”), independientemente de la

concentracion de proteina en el seno de la fase.
La velocidad de incremento de © aumenta con la concentracion de proteina.

Tras la difusion hacia la interfase, dos etapas de acuerdo con la ecuacién 5.3
correlacionan los cambios de la presion superficial con el tiempo (figuras 5.7-A
y B).

'y
A diferencia de lo que ocurria en presencia de etanol en el seno de la fase

(figuras 5.6), no se observa la existencia de un periodo de induccion.

Al igual de lo que se observaba sobre agua o disolucién acuosa de etanol, el
valor de la constante cinética de primer orden se incrementa con la

concentracion de proteina.
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Sin embargo, se observan algunas diferencias segin sea el tipo de soluto
presente en la fase acuosa. Comparando la adsorcién de BSA sobre agua o disolucién

acuosa de etanol, en presencia de sacarosa:

(1) el valor de k; es mayor,
(ii) el tiempo caracteristico (0") disminuye, y

(iii) el valor de k; es menor o, incluso, negativo.

A la luz de estos resultados se puede concluir, pues, que la velocidad global de
adsorcién de BSA sobre la disolucién de sacarosa a 0'5S mol/litro es mayor que sobre

agua o sobre la disolucion acuosa de etanol a 1 mol/litro, en este orden.

Un incremento en la velocidad de adsorcién de proteina en presencia de
sacarosa ha sido observado previamente por otros investigadores (MacRitchie y
Alexander, 1961). Ademds, se han sugerido algunas razones para explicar este
comportamiento. La sacarosa podria desnaturalizar las moléculas de proteina en la
interfase o en el seno de la fase (MacRitchie y Alexander, 1961). En los estudios
- preliminares de adsorcién, parecia evidente que las proteinas que se habian
desnaturalizado durante la mezcla de las disoluciones se adsorbian rapidamente.
Aunque las moléculas alargadas y desplegades podrian tener un menor coeficiente de
difusién que la forma globular de la mismav proteina, el factor mas importante aqui
podria ser la exposicion de las porciones hidrofobicas de la cadena, que promoverian
una rapida adsorcioén. Sin embargo, parece ser que este efecto no es significativamente
importante, y parece ser mas probable que la sacarosa actie como un agente

estabilizante de la proteina.
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La posibilidad de que la sacarosa incremente la barrera para la transformacion
entre los estados nativo y desnaturalizado de las proteinas ha sido examinada usando
diferentes técnicas experimentales (Crowe et al.,, 1987). De estos estudios se deduce
que un gran nimero de compuestos, con una gran variedad de estructuras quimicas,
son excluidos de los dominios inmediatos de las moléculas de proteina en disolucion.
Es decir, cuando estos compuestos estan presentes, las proteinas estan preferentemente
hidratadas (Crowe et al, 1987; Lee y Timasheff, 1981). La diversidad en las
propiedades fisicas y quimicas de estos compuestos sugiere que debe existir una
variedad de mecanismos que conducen a la hidratacion preferencial de la proteina en su
presencia. Para algunos, como los aziicares, el principal factor puede estar relacionado

con las fuerzas cohesivas del agua (Crowe et al., 1987).

Se ha observado experimentalmente que la tensién superficial del agua se
incrementa por la adicién de sacarosa (Rodriguez Patino y Martin, 1994), lo cual es
indicativo de la existencia de una mayor estructuracion de las moléculas del agua en su
presencia. Por lo tanto, se puede sugerir que -- si la sacarosa limita la desnaturalizacién
de la proteina y las interacciones proteina-proteina -~ la reduccion de la agregacion de
la proteina hace posible que una mayor cantidad de proteina pueda estar implicada en la
formacion de la pelicula. Como una consecuencia de este efecto, la velocidad de
incremento de © aumentaria drasticamente, como se observa en las figuras 5.7-A y B.

By

El mismo fenémeno podria estar relacionado con el hecho de que el valor de k;
sea bajo o negativo (tabla 5.4). Puesto que la sacarosa estabiliza a las proteinas frente a
la desnaturalizacion y a la agregacion, la integridad de una estructura cerrada puede
constituir una barrera para la reorganizacion de las moléculas de protefna previamente

adsorbidas sobre la interfase.
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La sacarosa puede afectar también a la estructura macromolecular a través de la
interaccion directa con la macromolécula, mediante una accién indirecta a través de la
estructura y propiedades del disolvente, o por una combinacion de ambos efectos
(Timasheff et al., 1976). Por lo tanto, un cambio en la conformacion de la proteina, tras
la adsorcién, podria afectar al valor y al signo de la constante cinética de primer orden

k,, como se ha observado en este estudio (tabla 5.4).

5.1.5. Variacion de la presion superficial con el tiempo durante la adsorcion de
BSA sobre disolucion acuosa de una mezcla de etanol a 1 mollitro y

sacarosa a 0'S moVlitro.

La eleccion de esta disolucion en este estudio se justifica por el hecho de que su
composicidn coincide con la de algunas cremas alcohdlicas (Dickinson et al, 1989;
Banks et al, 1981, 1982, 1985), una de las emulsiones cuya produccién se ha
incrementado més en los iltimos tiempos (Dickinson y Stainsby, 1987).

La dependencia con el tiempo de la presién superficial, durante la adsorcion de
BSA en presencia de una disolucién acuosa Que contiene etanol (1 mol/litro) y sacarosa
(0'5' mol/litro), se muestra en la figura 5.8. Se puede observar que este
comportamiento esta cualitativamente a medl(; camino entre los discutidos previamente
con etanol (figuras 5.6) o sacarosa (figuras 5.7) en el seno de la fase. Como se comentd
con la sacarosa, no se detecta la existencia de un periodo de induccion, pero el
incremento inicial de la presion superficial es menor que cuando en el seno de la fase

acuosa estaba presente solamente la sacarosa.
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Figura5.8. Velocidad de adsorcion de BSA sobre la interfase aire
disolucion acuosa de etanol a 1 mol/litro y de sacarosa a 0’5 mol/litro. Aplicacion de
las ecuaciones 5.2 (4) y 5.3 (. 0) a los resultados experimentales. Concentracion de
proteina: 107 %. Temperatura: 20°C.

Tabla 5.4. Pardametros caracteristicos de la velocidad de adsorcion de
BSA sobre disolucion acuosa de la mezcla de etanol a 1 mol/litro y sacarosa a 0.5
mol/litro. Temperatura: 20°C. Concentracién de BSA: 107 %.

k;x10* (min), LR k:x10° (min), LR 0’ (min)
202 (0.989) 47.8 (0.997) 5

Tras la etapa inicial de difusion hacia la interfase, dos constantes cinéticas de
primer orden, k; y ko, deducidas por aplicacién de la ecuacién 5.3, correlacionan la

dependencia entre la presion superficial y el tiempo. Los valores de las constantes k; y
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ks, que se incluyen en la tabla 5.5, son superiores a los que se obtienen sobre agua
(tabla 5.2) o sobre cualquiera de los otros solutos aislados, etanol (tabla 5.3) o sacarosa
(5.4). Sin embargo, el tiempo que transcurre hasta alcanzarse condiciones estacionarias
aumenta, en funcién de la composicion de la fase acuosa, desde sacarosa hasta una
mezcla etanol-sacarosa, hasta agua y hasta etanol. Es decir, la velocidad de adsorcion
se incrementa en presencia de sacarosa en el seno de la fase acuosa, mientras que se

observa el efecto opuesto con etanol en disolucion.
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5.2. CINETICA DE ADSORCION DE BSA A TIEMPOS CORTOS

Para el estudio de la etapa inicial de difusion de la proteina hacia la interfase se
ha utilizado el método de la gota pendiente, segin el dispositivo y el procedimiento
experimental que se describe en el apartado 4.2.1.2. Las experiencias realizadas son las
que se indican en la tabla 4.3. Las medidas se realizan generalmente en el intervalo de
tiempo comprendido entre 0,66 s, tiempo minimo necesario para la adquisicion de la

imagen de la gota, y 65 s.

5.2.1. Difusion de BSA desde el seno de la fase acuosa hasta la interfase.

En la figura 5.9 se representa, a titulo de ejemplo, los resultados de la
aplicacion de la ecuacién de Ward y Tordai (ecuacién 5.2) a los datos experimentales
obtenidos durante la adsorcion de BSA sobre agua, en funcion de la concentracion de
proteina. Como puede comprobarse, en el intervalo inicial de tiempo, existe un ajuste
satisfactorio de los resultados experimentales, de acuerdo con la ecuacion 5.2. Es decir,
se certifica que durante la etapa inicial de adsorcion de la BSA sobre la interfase aire-

agua, la cinética’ del proceso est4 controlada por un mecanismo de difusién de la

* Ward y Tordai (1946) dedujeron por primera vez una ecuacién general que describe la velocidad
de llegada de una proteina (y de otras sustancias anfifilicas) a la interfase. Asumiendo que el flujo
de moléculas de proteina hacia la interfase & el resultado neto de la difusién desde el seno de la
fase hacia la interfase y desde esta hacia el seno de la subfase, la velocidad de llegada de la
proteina a la interfase puede ser expresada (asumiendo que el coeficiente de difusién, D, es
independiente de la concentracion de proteina en el seno de la fase) mediante la ecuacion:

dr'/ do = (D/31416)/2 {c09'1/2 - 0'5£[Cs(r)/ (t—1)%? ]dr} (5.6)
la integracién de esta ecuacién conduce a:

T'/6=2D/31416)"2 {Coev‘”2 - E |Cs(oyd(e - 1)1/2]} .7
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proteina desde el seno de la fase hasta la interfase. La discrepancia entre los datos
experimentales y el modelo cinético utilizado, a los mayores tiempos de
experimentacion, es indicativa de la existencia de una barrera de energia para la
adsorcién que, como se ha discutido en el apartado anterior puede estar relacionada
con la etapa de adsorcién y penetracion de la proteina en la interfase. A partir del ajuste
de los datos experimentales a la ecuacién 5.2 puede obtenerse, de la pendiente de la
representacion, el coeficiente de difusion de la BSA en el seno de la fase acuosa. Este
pardmetro puede ser de utilidad para cuantificar el efecto de las variables estudiadas
(concentracién de proteina y composicion del medio acuoso) sobre la adsorcion de
BSA. En Ia tabla 5.6 se muestra los valores de la pendiente de la representacién de &t vs

6'?, junto con el coeficiente de regresién, obtenido por aplicacion de la ecuacién 5.2.

donde Co es la concentracién de la proteina en el seno de la fase, Cs(t) es su concentracién en la
sub-interfase, y T es un tiempo caracteristico. En la ecuacién (5.7), el primer término representa
la transferencia de masa desde el seno de la fase hasta la interfase y el segundo la transferencia de
masa en sentido inverso. En la deduccion de la ecuacién (5.7) se ha asumido también que no
existe barrera de energia para la adsorcién y para la desorcién, y que la difusion es la fuerza
impulsora que controla la adsorcién. Aunque en teoria la ecuacién (5.7) es adecuada para
relacionar la concentracioén superficial en el tiempo 6 con otros parametros del sistema y permite
el calculo de I (si es conocido D) o de D ( si es conocido I'), en la practica no es posible utilizar
esta ecuacién porque el término Cs(t) no es posible determinarlo experimentalmente. Sin
embargo, si se asume que Cs es muy pequeiio en comparacién con Co (lo que significa que una
vez que la proteina llega a la subsuperficie se adsorbe instantaneamente) o que la adsorcién es un
proceso irreversible, lo cual parece que es cierto para la adsorcién de proteinas (MacRitchie y
Alexander, 1963, Graham y Phillips, 1979a, 1979b, Gonzilez y MacRitchie, 1979), la ecuacion
(5.6) se reduce a: .
dr/de = Co(D/3’1416(9){’2 (5.8)
y

I =2Co(Dr3,1416)"2.8'2 (5.9

que es esencialmente similar a la ecuacion (5.2). En efecto, cuando la ecuacién (5.9) se combina
con la clasica ecuacion de estado (Davies, 1953): n/n = kT/v, que se cumple en la regién de bajas
presiones superficiales, cuando la difusion es la etapa controlante del proceso de adsorcién, se
obtiene la ecuacion (5.2):

n=-2C.k.T(D/3°1416).6'* (5.2)

donde v es el nimero de grupos activos por molécula y n el nimero de moléculas por unidad de
area.
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Figura 5.9. Difusién de BSA hasta la interfase aire-agua, en funcion de la
concentracion de proteina en el medio acuoso: (4) 1.1 0°%, B) 01 %y (C)1%.
Temperatura: 20 °C.
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De los resultados representados en la tabla 5.5 se deduce que la pendiente de la
representacion de n frente a ' se incrementa con la concentracién de proteina en el
seno del agua. Un aumento similar de la pendiente de la representacion n-6'? con la
concentracion de la proteina en disolucion ha sido observada por otros investigadores
(Tornberg, 1977, 1978b, Tornberg et al. 1982). Estos resultados estan de acuerdo con
las opiniones expuestas en el apartado 5.1. Es decir, la concentracion de BSA en el
medio acuoso actiia como una fuerza impulsora de la difusion de la proteina desde el
seno de la fase acuosa hasta la interfase. Por lo tanto, un aumento de la concentracion

de BSA en el medio acuoso facilita la difusion de Ia proteina hacia la interfase.

El coeficiente de difusién de la BSA en el seno de la disolucion puede
calcularse a partir de los datos experimentales de n en funcién de 0 y de la pendiente de
la isoterma nn-T" de la monocapa esparcida de la proteina sobre el mismo medio acuoso.
En el caso de la BSA sobre agua, en el intervalo de concentraciones estudiado, se
conoce que la representacion n-I" es lineal para presiones inferiores a 17 mN/m
(Damodaran y Song, 1988; Graham y Phillips, 1979a). El coeficiente de difusion
determinado a partir de los datos de n—0 (Figura 5.9) y de =n—I" (Graham y Philips,
1979a) es de 1°32.10""" m’.s”, y es practicamente independiente de la concentracion de
la BSA en el medio acuoso. Este valor de D es del mismo orden de magnitud que los
valores que se presentan en la bibliografia para la misma proteina (MacRitchie y
Alexander, 1963) y para otras proteinas, glopulares o no, determinado a partir de un
procedimiento similar al utilizado en este estudio (MacRitchie y Alexander, 1963;
Tanford, 1961), o a partir de medidas con trazadores radioactivos o de elipsometria
(Benjamins et al, 1975; Graham y Phillips, 1979a, Mitchell et al. 1970; Tanford, 1961).

Estos resultados confirman, de nuevo, que durante la etapa inicial de adsorcién
de la BSA desde el seno de una disolucion acuosa, Ia cinética esta gobernada por el
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proceso de difusién de la proteina hacia la interfase y que no existe una barrera de
energia asociada a la penetracion de la proteina en la interfase (Benjamins et al,, 1975;
de Feijter y Benjamins, 1987; Graham y Phillips, 1979a).

Tabla 5.6. Pardmetros caracteristicos de la cinética de adsorcion de BSA
sobre la interfase aire-medio acuoso, por aplicacion de la ecuacion de Ward y Torday
(ecuacion 5.2).

Sistema Pendiente LR
BSA (1.10° %)-agua 0,38 0,907
BSA (1.10% %)-agua 0,64 0,897
BSA (1.10” %)-agua 2,19 0,922
BSA (1%)-agua 3,40 0,935
BSA (1.10™ %)-etanol 0,1M 1,02 0,947
BSA (1.10" %)-etanol 0,25M 1,06 0,909
BSA (1.10" %)-etanol 0,5M 0,90 0,899
BSA (1.10" %)-etanol IM 0,31 0,901
BSA (1.10™" %)-etanol 2M. 0,36 0,939
BSA (1.10" %)-sacarosa 0.1M _ 126 0,946
BSA (110 %) sacarosa 05M 2.14 0,052
BSA (1.10" %)-sacarosa 0,5 -, 1,36 0,940
BSA (1.10" %)-sacarosa 1M 1,61 0,893
BSA (1.10" %)-etanol IM/ sacarosa 0,5M 0,86 0,909

Desafortunadamente, la falta de informacion sobre la isoterma n—I" de la BSA

sobre los restantes medios acuoso estudiados en esta seccion (disoluciones acuosas de
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etanol y de sacarosa) no hace posible, por el momento’, la utilizacion del mismo
procedimiento para la determinacién del coeficiente de difusion de la proteina, D, en
funcién de la composicién de la fase acuosa. Como se sabe, la isoterma n—I" es muy
dependiente del tipo de proteina y de la composicion del medio acuoso (Alexander y
Teorell, 1939; Bull, 1945; Damodaran y Song, 1990; de Feijter y Benjamins, 1987,
Douillard et al., 1994; Graham y Phillips, 1979a; Loeb, 1969; Mitchell et al., 1970;
Rahman y Sherman, 1982; Song y Damodaran, 1991; Xu y Damodaran, 1994, etc.)

5.2.2. Difusion de BSA desde el seno de disoluciones acuosas de etanol.

El efecto de la concentracion de etanol en el seno de la fase acuosa sobre la
difusién de BSA hasta la interfase se muestra en los resultados que se representan en la
figura 5.10, referidos a tres concentraciones de etanol a titulo de ejemplo. Los valores
de los pardmetros obtenidos, como resultado de la aplicacion de la ecuacién 5.2 a los
resultados experimentales, se incluyen en la tabla 5.6. Del analisis de estos resultados se

pueden deducir las siguientes consideraciones:

(i) los resultados experimentales, obtenidos durante el intervalo inicial de
adsorcion de BSA en la interfase, se ajustan satisfactoriamente a un

mecanismo de difusion.

® Las experiencias relativas a la determinacién de las isotermas adsorbidas y esparcidas de
proteinas (BSA, B-caseina, B-lactoglobulina, etc.) sobre disoluciones acuosas de etanol y azicares
(en funcién de la temperatura, pH, fuerza i6nica, etc) se realizan actualmente, de acuerdo con la
programacion de la investigacién en el seno del grupo.
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Figura 5.10. Difusion de BSA hasta la interfase aire-disolucion acuosa de
etanol, en funcion de la concentracion de etanol en el medio acuoso: (A) 0,IM, (B)
0.5My (C) IM. Concentracion de BSA: 0,1 %. Temperatura: 20 °C.
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(i) la velocidad de difusion de la proteina hacia la interfase (cuantificada por el
valor de la pendiente de la representacién n—6'7) es més lenta en presencia de

etanol en el medio acuoso, que en el seno del agua.

(iii) al aumentar el tiempo de adsorcidn existe una barrera de energia para la
adsorcién de la proteina, como se deduce del incumplimiento de la ecuacion

de Ward y Tordai (ecuacion 5.2).

(7v) una vez superada la etapa de difusion de la proteina, a las mayores
concentraciones de etanol, se aprecia la existencia de un periodo de
induccidn, que hace descender el valor de la presion superficial hasta

valores proximos a los de la subfase pura.

De los resultados obtenidos (figura 5.10), por aplicacion de la tensiometria a
tiempos cortos de adsorcion, se deduce que durante la etapa inicial de adsorcién de la
BSA desde disoluciones acuosas de etanol hasta la interfase, etapa que se ajusta
satisfactoriamente a un mecanismo de difusién, la presencia de etanol en el medio
acuoso (y en una mayor concentracion en la interfase, debido a su cardcter tensioactivo
(tabla 5.1)) actia como una barrera para la difusion de la proteina. Es decir, la BSA se
puede difundir hacia la interfase desde las diso}uciones acuosas de etanol, pero para ello
ha de competir por su presencia en la interfasé con Jas moléculas de etanol, previamente
adsorbidas. Si, ademas, el etanol causa una agregacion de la proteina en el seno de la
fase acuosa (Ahmed y Dickinson, 1990), su velocidad de difusién hacia la interfase
podria quedar disminuida. Estos resultados estan de acuerdo con los analizados
previamente (seccion 5.1.3.) con relacion al proceso global de adsorcion de la BSA,
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desde una disolucién acuosa de etanol 1M. Por lo tanto, las mismas explicaciones alli

expresadas se aplicarian aqui.

5.2.3. Difusion de BSA desde el seno de disoluciones acuosas de sacarosa.

El efecto de la concentracion de sacarosa en el seno de la fase acuosa sobre Ia
difusién de BSA hasta la interfase se muestra en los resultados que se representan en la
figura 5.11, referidos a tres concentraciones de sacarosa a titulo de ejemplo. Los
valores de los parametros obtenidos, como resultado de la aplicacion de la ecuacion 5.2
a los resultados experimentales, se incluyen en la tabla 5.6. Del andlisis de estos

resultados se pueden extraer las siguientes consideraciones:

(1) los resultados experimentales, obtenidos durante el intervalo inicial de
adsorcion de la BSA en la interfase, se ajustan satisfactoriamente a un

mecanismo de difusion.

(i) la velocidad de difusion de la proteina hacia la interfase (cuantificada por el
valor de la pendiente de Ia representacién n—0'?) no esté afectada o es més
lenta en presencia de sacarosa en el medio acuoso, que en el seno del agua.

“r
(1) al aumentar el tiempo de adsorcion existe una barrera de energia para la
adsorci6n de Ia proteina, como se deduce del incumplimiento de la ecuacion de
Ward y Tordai (ecuacion 5.2).
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Presion superficial (mN/m)

Figura 5.11. Difusion de BSA hasta la interfase aire-disolucion acuosa de
sacarosa, en funcion de la concentracion de sacarosa en el medio acuoso: (4) 0,1M,
(B) 0,5My (C) IM. Concentracion de BSA: 0,1 %. Temperatura: 20 °C.
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De los resultados obtenidos, por aplicacion de la tensiometria a tiempos cortos
de adsorcion (figura 5.11), se deduce que durante la etapa inicial de adsorcién de la
BSA desde disoluciones acuosas de sacarosa hacia la interfase, etapa que se ajusta
satisfactoriamente a un mecanismo de difusion, la presencia de sacarosa en el medio
acuoso actia como una barrera para la difusion de la proteina. El dato relativo a una
concentracion de sacarosa 0,25 M constituye una excepcién (tabla 5.6). El efecto
gjercido por la sacarosa en el medio acuoso, en estas experiencias, es similar al
observado con la adsorcion de la misma protefna desde disoluciones acuosa de etanol --
si bien, la reduccion de Ia pendiente de la representacion n-8'?, y por lo tanto de la
velocidad de difusion de la proteina hacia la interfase, debida a la presencia del etanol
en el medio acuoso, es significativamente superior que el efecto causado por la
sacarosa. No obstante, como se deduce de los datos de la tension superficial (tabla 5.1),
la sacarosa no tiene afinidad por la interfase (véase que los valores de o de las
disoluciones acuosas de sacarosa son superiores a los del agua). Por lo tanto, la razon
- por la cual la presencia de sacarosa en el medio acuoso reduce la velocidad de difusion
de la proteina ha de ser diferente al efecto competitivo entre el etanol y la proteina,
analizado en el apartado 5.2.2. Otra diferencia sustancial entre los efectos producidos
por ambos tipos de reactivos en el medio acuoso se ha discutido en la secciones 5.1.3. y
5.1.4., en las que se analizaba el proceso global de adsorcion de la BSA en presencia de
etanol y de sacarosa, respectivamente. Como se recuerda, la presencia de sacarosa
incrementaba la velocidad global de ad;orcién de la proteina hacia la interfase, unos
resultados que son opuestos al efecto ejercido por el mismo reactivo sobre la etapa

inicial de difusion (tabla 5.6).

Una explicacion de los resultados, relativos a la reduccion de la velocidad de
difusién de la BSA desde disoluciones acuosas de sacarosa (tabla 5.6), podria estar

relacionada con el incremento de la viscosidad del medio acuoso producida por la
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presencia de sacarosa (Weast, 1986), mayor cuanto mayor es la concentraciéon se

sacarosa en el medio acuoso.

5.2.4. Difusion de BSA desde el seno de una disolucion acuosa de etanol 1M y

de sacarosa 0,5M.

Los resultados referidos a la difusion de BSA hasta la interfase, desde una
disolucién acuosa compuesta por una mezcla de etanol 1 M y de sacarosa 0,5 M, se
muestra en la figura 5.12. Los valores de los pardmetros obtenidos, como resultado de
la aplicacién de la ecuacion 5.2 a los resultados experimentales, se incluyen en la tabla
5.6. Estos resultados son esencialmente similares a los obtenidos con la misma proteina
adsorbida sobre disoluciones acuosas de etanol (figura 5.10) y de sacarosa (figura

5.11). De ellos se pueden extraer las siguientes consideraciones:

(D) los resultados experimentales, obtenidos durante el intervalo inicial de
adsorcion de BSA en la interfase, se ajustan satisfactoriamente a un

mecanismo de difusion.

(ii) la difusion de la proteina hacia la interfase es méas lenta en presencia de la

mezcla de etanol y de sacarosa  en el medio acuoso, que en el seno del agua.
(iii) al aumentar el tiempo de adsorcidn existe una barrera de energia para la

adsorcion de la proteina, como se deduce del incumplimiento de la ecuacion de
Ward y Torday (ecuacion 5.2).
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(iv) una vez superada la etapa de difusion de la proteina hacia la interfase se
aprecia la existencia de un periodo de induccién, un fendmeno similar al

observado sobre disoluciones acuosas de etanol.
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Figura 5.12. Difusion de BSA hasta la interfase aire-disolucion acuosa de
etanol 1My sacarosa 0,5M. Concentracion de BSA: 0,1 %. Temperatura: 20 °C.

De los resultados obtenidos, por aplicacion de la tensiometria a tiempos cortos
de adsorcién (figura 5.12), se deduce que durante la etapa inicial de adsorcion de la
BSA desde disoluciones acuosas de una mezcla de etanol 1M y de sacarosa 0,5M hacia
la interfase, etapa que se ajusta a un-mecanismo de difusion, la presencia de ambos
reactivos en el medio acuoso actlia como una barrera para la difusién de la proteina.
En este sentido, la mezcla de ambos reactivos en disolucion ejerce un efecto, sobre la
etapa de difusion de la BSA hacia la interfase, que es similar el que produce cada una
de los reactivos (etanol y sacarosa) por separado. Sin embargo, el hecho de que el valor
de la pendiente de la representacion de n—0'? sea similar para la adsorcién de BSA

sobre una disolucion de etanol IM y de su mezcla con sacarosa 0,5M (tabla 5.6), y la
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presencia de un periodo de induccién en ambos casos --un fendmeno no observado
durante la adsorcion de BSA desde disoluciones acuosas de sacarosa (Figura 5.11) --,
hace pensar que el efecto producido por el etanol en el medio acuoso supere al de la

sacarosa.
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5.3 CINETICA DE ADSORCION DE BSA SOBRE LA INTERFASE AIRE-MEDIO

ACUOSO EN PRESENCIA DE CONVECCION.

El efecto de la agitacién de Ia interfase y del medio acuoso sobre la cinética de
adsorcion de BSA sobre la interfase aire-agua, puede estudiarse a partir de las
experiencias realizadas con el viscosimetro oscilatorio superficial, descrito en el
apartado 4.2.2. Para la determinacion de las caracteristicas reoldgicas de la pelicula se
requiere el valor de la tensién superficial. Por lo tanto, este método proporciona,
simult4neamente con las propiedades reoldgicas superficiales, la variacién de la tension
superficial con el tiempo durante la adsorcion de la proteina sobre la interfase. Las
experiencias realizadas son las que se indican en la tabla 4.3, donde se incluye como
variables la composicién de Ia fase acuosa y la concentracion de proteina en el medio -

acuoso.

En la figura 5.13 se muestra, a titulo de ejemplo la variacion de la presion
superficial con el tiempo durante la adsorcion de BSA sobre agua y disoluciones

acuosas de etanol 1M y sacarosa 1M.

Los valores de la constante cinética de primer orden, derivados de la aplicacion
de la ecuacion 5.37 a los resultados experimentales, junto con el coeficiente de
regresion lineal y el tiempo caracteristico (0" ) al cual se produce el cambio de

Ty
mecanismo, se presentan en la tabla 5.7.

7En este apartado se utiliza una forma modificada de la ecuacién (5.3), segin el intervalo de
tiempo de la experiencia:
Ln [(n - ne)(m - 7))

donde &, my y 7, , son las presiones superficiales al final de la experiencia, a cualquier tiempo y al
tiempo 6 = 0, respectivamente.
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Figura 5.13.  Velocidad de adsorcion de BSA sobre la interfase aire-medio

acuoso en presencia de conveccion. Subfase: (4) agua, (B) etanol IM y (C ) sacarosa
IM. Concentracién de proteina 0,1 % en peso. Temperatura: 20 °C. (4): = (W):

Lo (m—mog(m-1,)].
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Tabla 5.7. Pardmetros caracteristicos de la velocidad de adsorcion de BSA
sobre la interfase aire-medio acuoso, en presencia de conveccion.

Sistema k1.10° LR 0" (min)
BSA 0,1%)-agua 56,7 0,989 50
BSA (0,1%)-etanol 0,1M 16,8 0,975 60
BSA (0,1%)-etanol 0,5M 26,9 0,979 84
BSA (0,1%)-etanol 1M 29,3 0,973 63
BSA (2.107 %)-etanol IM 22,3 0,995 60
BSA (3.10° %)-etanol IM 9,55 0,919 51
BSA (0,1%)-sacarosa 0,25M 47,6 0,998 56
BSA (0,1%)-sacarosa 0,5M 33,6 0,973 80
BSA (0,1%)-sacarosa IM 72,0 0,980 62
Del andlisis de estos resultados se pueden extraer las siguientes

consideraciones:

(a) La presion superficial se incrementa cuando se adiciona Ja BSA al seno de

la fase acuosa, cualquiera que sea su composicion.

(b) La etapa de difusion de la HSA desde el seno de Ia fase hacia la interfase es

lo suficientemente rapida como para que pueda ser detectada por el dispositivo

experimental utilizado.

(c ) Tras la primera etapa de difusion de la proteina hacia la interfase, los

resultados experimentales se correlacionan satisfactoriamente por medio de la ecuacion
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(5.3.), derivada para un mecanismo coincidente con una cinética de primer orden.
Como se ha discutido en el apartado 5.1, de la aplicacién de la ecuacion 5.3 se obtienen
dos representaciones lineales, que se pueden asociar a los mecanismos de penetracion y
de reordenacion de las moléculas de BSA adsorbidas sobre la interfase. Los valores de
las constantes cinéticas de primer orden, k;, asociadas al mecanismo de penetracion de
la proteina en la interfase se muestran en la tabla 5.7, en funcion de la composicion del
medio acuoso. En la misma tabla se incluye el coeficiente de regresion lineal (LR)
correspondiente a la aplicacién de la ecuacion (5.3) a los datos experimentales, junto
con el tiempo caracteristico, 6, al cual se produce el cambio de mecanismo (deducido a

partir la representacion de la ecuacion 5.3).

(d) La velocidad de penetraciéon de la proteina en la interfase (cuantificada
mediante €] valor de la constante cinética de primer orden k;, depende de la
composicion del medio acuoso. El valor de esta constante cinética es superior sobre
agua que sobre disoluciones acuosas de etanol y de sacarosa, a concentraciones de este
reactivo igual o inferiores a 0,5M. A la maxima concentracién de sacarosa estudiada
(IM) el valor de k; supera a los que se deducen para la penetracion de la BSA desde
aguay desde dem;is disoiucionés acuosas.

(e) La velocidad de penetracion de la proteina en presencia de conveccion
(tabla 5.7) es superior a la que se observa en. su ausencia, segun los datos obtenidos en
el apartado 5.1 (tablas 5.2, 5.3, 5.4 y 5.5).

En resumen, se puede concluir que la existencia de conveccion -- originada por
el movimiento sinusoidal del anillo de vidrio sobre la interfase y el seno de la fase
acuosa (ver apartado 4.2.2) -- facilita la velocidad de absorcion de la BSA sobre la

interfase. No obstante, la presencia de reactivos en el medio acuoso tiene un efecto
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negativo sobre la cinética del proceso. El comportamiento de la BSA en el seno de una

disolucién de sacarosa 1M constituye una excepcion.
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5.4 ISOTERMA DE ADSORCION DE BSA SOBRE LA INTERFASE AIRE-MEDIO

ACUOSO.

La isoterma de adsorcién de una proteina sobre la interfase aire-agua
representa una medida de la variacion de la presion superficial en el equilibrio con la
concentracion de proteina en el medio acuoso. En este estudio, la isoterma de
adsorcién de la BSA en funcion de la temperatura y de la composicion del medio
acuoso se ha determinado mediante el método de la placa de Wilhelmy, descrito en el
apartado 4.2.1.1. de la seccién de experimental. Las experiencias realizadas son las
indicadas en la tabla 4.3.

El procedimiento experimental utilizado consiste en seguir la variacion de la
tension superficial con el tiempo, con cada una de las disoluciones estudiadas, hasta
que se alcance un valor constante de la propiedad. En las experiencias previas con agua
a distintas temperaturas se comprueba que los valores de la tension superficial tras la
adsorcién de BSA a las 24, 48 y 72 horas, desde el comienzo de la adsorcién, no
difieren significativamente (las diferencias entre si son iguales o inferiores a la
sensibilidad del método experimental). Por lo tanto, en las experiencias que se
describen a continuacion, la isoterma de adsorcidn se basa en los valores de la tension
superficial a las 24 horas de adsorcién.

Las isotermas de adsorcién de BSA en el seno de agua, en funcién de la
temperatura, se representan en la figura 5.14. Las formas de estas representaciones son
similares a la obtenida por otros autores, a la temperatura de 20°C (Damodaran y Song,
1988; Graham y Phillips, 1979; Suttiprasit et al., 1992; Phillips, 1981, Tornberg,
1978)). Se observa que la presion superficial en el estado estacionario ( ©° ) se

incrementa con la concentracion de proteina en el seno de la fase, hasta que se alcanza
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Figura 5.14. [soterma de adsorcion de BSA, en funcion de la temperatura.

Substrato: tampon fosfato (pH=7, Y=0.05 M).
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un valor constante. Los valores de n™ frente a C y el de T frente a C -- obtenida esta
ultima mediante elipsometria (Graham y Phillips, 1979) o marcaje radioactivo
(Damodaran y Song, 1988; Graham y Phillips, 1979) -- proporcionan una evidencia

adicional para relacionar el valor de n™ con la presencia de proteina en la interfase. Para
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concentraciones de BSA inferiores a 10° % en peso, a 20 °C, la adsorcién de la
proteina en condiciones estacionarias forma una pelicula que consiste en una monocapa
de moléculas adsorbidas irreversiblemente. Cuando el valor de n” se incrementa, la
proteina adquiere un empaquetamiento mas compacto en la monocapa, conduciendo a
una mayor concentracion de proteina en la interfase y a un mayor espesor de la pelicula,
para un valor constante de m™. A concentraciones de proteina superiores a las que se
requiere para formar una monocapa estable, sus moléculas pueden formar multicapas
que se sitian en el interior de la fase acuosa, debajo de la monocapa original, pero sin
contribuir significativamente al valor de z” (Graham y Phillips, 1979).

En resumen, a altas concentraciones de BSA, como ocurre con la mayoria de
las proteinas, la presion superficial (actividad superficial) es elevada, mientras que a
bajas concentraciones de BSA se reduce Ia presién superficial (y disminuye su actividad
superficial). Las concentraciones estudiadas (Figura 5.14) estan comprendidas en el
intervalo de las utilizadas en formulaciones alimentarias tipicas, en las cuales la cantidad
de proteina usada est4 comprendida entre el 0,1% y el 10% en peso (Kinsella, 1987).
Se ha informado que cuanto mayor es la concentracion de proteina en el seno de la fase
acuosa taﬁté mayof es su c;Jncentraci()n en la interfase y en la zona sub-superficial y
menor la probabilidad de la coalescencié de la emulsion (Dickinson, 1988a y 1988b).
Ademss, aunque existen ciertas diferencias entre los sistemas modelos estudiados en
esta seccién y las emulsiones y espumas rea};s estabilizadas por proteias -- debido a
que en estas pueden utilizarse mayores concentraciones de proteina -- las
concentraciones de estas sobre la interfase que rodea a las gotas o burbujas (en las
emulsiones y espumas, respectivamente) son similares a las que se pueden deducir de la
aplicacion de la ecuacion de Gibbs (ecuacion 2.11) a los datos representados en la
figura 5.14. Por o tanto, se puede afirmar que los resultados obtenidos en esta seccién

son de importancia practica.
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Tabla 5.8. Valor de la presion superficial en estado estacionario (7°) a
la mdxima concentracion de proteina en la subfase ( /BSA /), en funcion de la
temperaturay de la composicion del medio acuoso.

Sistema Temperatura T a IBSAI =5%

(O en peso

(mN/m)
Agua 5 23,0
Agua 20 20,5
Agua- 30 19,5
Etanol O,SM 20 21,0
Etanol 1M 20 14,5
Etanol 2M 20 10,4
Sacarosa 0,5M 20 28,7
Sacarosa IM 20 37,0

El efecto de la temperatura sobre la isoterma de adsorcion de BSA sobre agua
se muestra en la Figura 5.14. El valor de n™, en funcion de la temperatura, a la mayor
concentracion de BSA en el medio acuoso se muestra en la Tabla 5.8. Se observa que
al aumentar la temperatura disminuye el valor de ©” y el de la concentracion de BSA
que se requiere para la saturacion de Ia monocapa. Por lo tanto, la formacion de una
monocapa saturada de BSA sobre la interfase aire-agua se favorece con el aumento de
la temperatura, si bien la actividad superficial de la proteina disminuye en el mismo

sentido.
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5.4.1. Efecto de la composicion del medio acuoso sobre la isoterma de adsorcion

de BSA.

El efecto de la presencia de solutos en el medio acuoso (etanol y sacarosa), con
distintas concentraciones, sobre la isoterma de adsorcion se concreta en los datos
experimentales que se representan en la Figura 5.15. Los resultados obtenidos muestran
que la adsorcion de la BSA en estado estacionario es muy dependiente de la presencia

de solutos en el medio acuoso.

Con etanol en el medio acuoso (Figura 5.15, curvas 4, 5 y 6), disminuye la
presion superficial (actividad superficial) de la BSA y se requiere una mayor
concentracion de la misma para que la interfase se sature con la proteina. De hecho, a
la mayor concentracion de etanol estudiada (2M, curva 6) se requieren concentraciones
de BSA superiores al 5% en peso (que constituye la concentracion limite en este
estudio) para que la interfase esté saturada por una pelicula de BSA. Sin embargo, los
resultados obtenidos por Dickinson (1988) con disoluciones alcohélicas de caseina en
la interfase aceite-agua no muestran diferencias significativas en la tension superficial,
en las regiones de bajas y altas concentraciones de caseina, cuando la concentracion de

etanol en el medio acuoso es del 10% en peso (0,25M).
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Figura 5.15. Isoterma de adsorcion de BSA sobre la interfase aire-medio
acuoso. (4) Disoluciones acuosas de etanol. (B) Disoluciones acuosas de sacarosa.
Composicion del medio acuoso (pH=7, I=0.05): (1) agua (2) etanol 0,5M, (3) etanol
1M, (4) etanol 2M, (5) sacarosa 0,5M y (6) sacarosa IM,. Temperatura: 20 °C.
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Por el contrario, la presencia de sacarosa en el medio acuoso (Figura 5.15,
curvas 2 y 3), favorece la formacion de una pelicula saturada de BSA en estado
estacionario y se incrementa la presion superficial, como se deduce a partir del
desplazamiento hacia menores concentraciones de BSA, de la concentracion requerida

de la misma para que se sature Ia pelicula.

Los resultados obtenidos en este apartado pueden tener una explicacion similar
a los analizados en los apartados 5.13 y 5.14, con relacién al proceso de adsorcion de la
BSA desde el seno del medio acuoso. Brevemente, si existe una competencia entre el
etanol y la BSA por la interfase, no estaria favorecida la formacion de una pelicula de
BSA en presencia de etanol, tanto mas desfavorecida cuanto mayor es la concentracion
de etanol en el medio acuoso (Figura 5.15, curvas 1, 4, 5 y 6). De hecho, el
desplazamiento de la proteina desde la interfase en presencia de etanol puede ser
practicamente completo a elevadas concentraciones de este reactivo en el medio
acuoso (Dussaud et al, 1994). En presencia de sacarosa, por el contrario, se confirma
que la posible reduccion de la agregacion de la proteina facilita la formacion de una
pelicula interfacial, con una mayor presién superficial, incluso a bajas concentraciones
de BSA. De acuerdo con Torberg et al (1982) el incremento de la presion superficial
en presencia de sacarosa, cualquiera que sea la concentracion de proteina en el medio
acuoso, puede atribuirse también a la mayor energia interfacial de las disoluciones
acuosas de sacarosa (c: 73,4 (0°5M), 74,1 (11,\/1) mN/m), comparada con las interfases
del agua (o: 72,7 mN/m) y de disoluciones acuosas de etanol (c: 64,2 (0,5M), 57,2
(IM), 51,0 M) mN/m).
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6. INTERACCIONES LIPIDO-PROTEINA

6. INTERACCIONES DE BSA CON LIPIDOS SOBRE LA
INTERFASE AIRE-MEDIO ACUOSO.

La mayoria de las emulsiones y espumas alimentarias son mas complejas que las
correspondientes a las tradicionales definiciones de estos sistemas dispersos: una
dispersion coloidal de burbujas de gas en un liquido y de las gotitas de un liquido en
otro liquido, respectivamente. Sin embargo, estos sistemas tienen algo en comuin: su
estabilidad. Ambos »sistemas son termodindmicamente inestables y tienden a su
heterogeneidad por sedimentacion, floculacién, coalescencia, maduracion de Ostwald
y/o difusion gaseosa (Dickinson, 1988 y 1992; Dickinson y Stainsby, 1982; Dickinson y
Walstra, 1993; Larsson y Friberg, 1990). Es decir, lo que se encuentra en un equilibrio
termodindmico son las fases gaseosa y liquida, y las liquida-liquida en las espumas y

emulsiones, respectivamente.

La estabilidad de estas dispersiones se fundamenta en las propiedades de los
agentes tensioactivos (emulsionantes) presentes en el sistema. Segin lo expuesto con
mas detalle en los antecedentes (apartado 2), los coloides alimentarios contienen
muchos emulsionantes (Krog et al, 1985; Krog, 1990 y 1992, Leadbetter, 1990),
siendo los mads importantes las proteinas y los tensioactivos de bajo peso molecular
(mono y diglicéridos, fosfolipidos, sorbatos y polisorbatos, etc.). Los complejos
mecanismos involucrados en la formacién y estabilizacion/desestabilizacion de los
sistemas dispersos dificulta la realizacion de estudios fundamentales sobre sistemas
reales. Esto es especialmente cierto en el caso de las complicadas formulaciones
alimentarias (Becher, 1991). Una aproximacion 1til consiste en estudiar las bases
quimicas y fisicas de estas dispersiones, referidas a sistemas modelos simples. El
comportamiento interfacial de una emulsion simple ha proporcionado informacion
sobre la actividad superficial, cantidad adsorbida, cinética, conformaciéon y reologia
superficial de las especies presentes en la interfase, encargadas de estabilizar la
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formulacion. Por ello los trabajos mas recientes se han centrado en el estudio de la
adsorcion competitiva de proteinas y de lipidos de bajo peso molecular (Bos et al,
1996; Chen y Dickinson, 1995a-c; Heertje et al, 1990). Las conclusiones que de estos
se derivan han proporcionado una informacion detallada sobre la adsorcion
competitiva, la formacién y desplazamiento de complejos, etc., que pueden ser
finalmente relacionadas con la estabilidad de la emulsion o espuma. Por lo tanto, la
existencia de interacciones entre los distintos componentes sobre la interfase o en el
seno de la fase continua y su relacion con las propiedades de las dispersiones coloidales
alimentarias son de importancia practica.

Las caracteristicas interfaciales de los complejos tensioactivo-proteina, asi
como su adsorcidn a las interfases fluido-fluido depende de los mecanismos de
interaccion entre ambos (Teneva et al., 1984). Ademds, los cambios conformacionales
en las moléculas de las protefnas, causados por la formacion de estos complejos
(Wiistneck et al., 1988), afectan a la estructura de la pelicula y a la velocidad de su

formacién.

Los experiencias realizadas en este apartado se han centrado en la aplicacion de
la tensiometria, para el estudio de las interacciones entre una proteina (BSA) y lipidos
insolubles en el medio acuoso (monoestearina y/o monooleina), en condiciones
dindmicas (apartado 6.1) y en el equilibrio (apartado 6.2). Estos estudios se han
completado con el analisis de las interacciones entre la misma proteina (BSA) y un
lipido soluble en el medio acuoso (Tween_20), en el equilibrio (apartado 6.3). El
procedimiento experimental utilizado depencig de si el lipido es soluble en el seno de la
fase acuosa -- en cuyo caso éste se introduce en el seno de la fase acuosa junto a la
proteina -- o insoluble en la misma -- en este caso el lipido se esparce sobre la pelicula

de proteina previamente adsorbida sobre la interfase.
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6.1. INTERACCIONES DE BSA CON LiPIDOS INSOLUBLES EN CONDICIONES
DINAMICAS

Las interacciones BSA-monoestearina se han estudiado a partir del
esparcimiento de la monoestearina sobre una pelicula de proteina previamente
adsorbida. El lipido (monoestearina, con una concentracién de 5,2.10* M) disuelto en
una mezcla etanol-hexano, 9:1 en volumen, se esparce sobre la interfase (con una
superficie de 13,2 cm’) con ayuda de una jeringa micrométrica. La cantidad y el
nimero de adiciones sucesivas depende del tipo de experiencia. Tras la adicion del
lipido se sigue la variacion de la tension superficial con el tiempo, hasta que el valor de
esta propiedad tiende a hacerse constante.

En la figura 6.1 se muestra los resultados obtenidos cuando se esparcen
130x10® moles de monoestearina sobre peliculas de BSA adsorbidas sobre agua y
disoluciones acuosas de etanol 1 M y de sacarosa 0'5 M, a la temperatura de 20°C.
Independientemente de la composicion de la fase acuosa, la adicién de monoestearina
causa una rapida, casi instantdnea, reduccion de la tension superficial. Tras este periodo
inicial el valor de o se incrementa con el tiempo, hasta que se alcanza un valor de ¢ en
condiciones estacionarias. Estos resultados sugieren que la proteina puede ser
desplazada de la interfase por la monoestearina, debido a que se obtienen curvas c—9
similares cuando la monoestearina se esparce sobre estas disoluciones acuosas en

ausencia de BSA (figura 6.2).

La velocidad a la que o se incrementa y el valor de 6™ son mayores en
presencia de etanol en la subfase. El mismo razonamiento usado previamente para
estudiar el efecto de solutos en la fase acuosa sobre Ia velocidad de adsorcion de BSA
podria ser aplicable aqui. En efecto, puesto que el etanol es un agente rompedor de
estructura, favorece aquellas estructuras de la proteina que implican un aumento del
drea superficial y tiende a estabilizar el estado desnaturalizado. Por lo tanto, la
readsorcion de BSA tras el desplazamiento inicial por la monoestearina y/o la
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formacion de complejos lipido-proteina podrian ser mas faciles en presencia de etanol.
Sin embargo, la sacarosa, al ser un agente estructurante, favorece la estabilidad de
conformaciones con una reducida 4rea superficial y tiende a estabilizar el estado nativo

de la proteina. Estos fenémenos estdn cualitativamente de acuerdo con los datos

presentados en la figura 6.1.

[}
30 Hi' INTERACCIONES BSA-MONOESTEARINA (A/W)
I
BSA: 1% 1072
AGUA 1
ETANOL 1 M 2
SACAROSA 0'5 M 3
| 1 i
0 100 200 300
4 8 (min)

Figura 6.1.  Variacion de la tension superficial con el tiempo tras la
adicion de monoestearina (1'30x10° moles) sobre una pelicula de 13,2 cm’ de BSA,

previamente adsorbida sobre la interfase aire-medio acuoso, a 20°C.
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Figura 6.2.  Variacion de la tension superficial con el tiempo tras la
adicién de monoestearina (1'30x10° moles) sobre la interfase aire-medio acuoso de
13,2 ent’, a 20°C

Las interacciones BSA-monoestearina en la interfase y en el seno de la fase se
ncrementan cuando aumenta la cantidad de monoestearina que se esparce sobre la
interfase (figuras 6.3 a 6.5). En estas figuras se representa la variacién de la tension
superficial con el tiempo, tras la adicién de sucesivas cantidades de monoestearina
sobre una pelicula previa de BSA-monidestearina, sobre agua (figura 6.3) y disoluciones
acuosas de etanol 1 M (figura 6.4) y sacarosa 0'S M (figura 6.5), a 20°C.

Puede observarse que, tras la adicion de monoestearina sobre una pelicula de
BSA-monoestearina, las curvas 6—6 son similares a las mostradas previamente en la
figura 6.1, cualquiera que sea la composicion de la fase acuosa. Es decir, las sucesivas
adiciones de monoestearina no afectan a las caracteristicas interfaciales de la pelicula.
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Puesto que la cantidad de monoestearina correspondiente a la primera adicion
es mayor que la requerida para que la monocapa colapse (Rodriguez Patino et al., 1992
y 1993), la pelicula de monoestearina presenta una estructura liquido-condensada en
estado estacionario (Rodriguez Patino y Martin, 1994). Esta podria ser la razon de por
qué las curvas 6—0 son similares tras sucesivas adiciones de monoestearina (figuras 6.3
a 6.5). Estos datos sugieren, por lo tanto, que el exceso de lipido podria formar
cristales en la interfase o podria participar en la formacién de complejos BSA-

monoestearina en la interfase y en el seno de la fase.

0 (mN/m)

ADICION DE MONOESTEARINA TRAS ADSORCION BSA
x 10° moles
30 1.30 1.30 260  2.60 cristales
'S ° A * o
| 1 1 1
0 100 200 300 400

8 (min)

’f

Figura 6.3.  Variacion de la tension superficial con el tiempo tras la
adicion de sucesivas cantidades de monoestearina sobre una pelicula de BSA,
previamente adsorbida sobre la interfase aire-agua de 13,2 cm’, a 20°C.
Concentracion de proteina: 1% en peso. Substrato: buffer fosfato (pH=7, 1=0'05).
Tension superficial en estado estacionario tras la adsorcion de BSA (linea
discontinua).
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0 (mN/m)

ADICION DE MONOESTEARINA TRAS ADSORCION DE BSA
30 - x 10% moles 1
1.30 2.60 2.60 2.60
%* A ® A
[1 ] [1 [
0 100 200 300 400
@ (min)

Figura 6.4.  Variacion de la tension superficial con el tiempo tras la
adicion de sucesivas cantidades de monoestearina sobre una pelicula de BSA,
previamente adsorbida sobre la interfase aire-disolucion acuosa de etanol 1M, de
13,2 cm’. Concentracion de proteina: 1% en peso. Temperatura: 20°C. Tension
superficial en estado estacionario tras la adsorcion de BSA (linea discontinua).

La segunda explicacion se puede justificar a partir de la observacion visual del
incremento de la turbidez de la disolucién acuosa de proteina tras las sucesivas
adiciones de lipido. Conviene recordaiaqjue la monoestearina, a las cantidades afiadidas
en estas experiencias, es insoluble en el seno de la fase acuosa (Fuente y Rodriguez
Patino, 1994, 1995). La cuantificacion de la turbidez se ha realizado mediante medidas
de transmitancia, usando un espectrofotometro UV/V Hitachi, modelo U-1100. Las
medidas de transmitancia se realiza en una cubeta de 1 ¢m de camino Optico. Las
medidas de transmitancia, a una longitud de onda de 540 nm, se realizan a temperatura
ambiente, a intervalos de 5 minutos tras la adicién de monoestearina sobre una pelicula

de BSA previamente adsorbida, y hasta que se alcanza un valor constante. De los datos
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mostrados en la tabla 6.1, referidos a las medidas realizadas en el seno de agua, se
certifica que la turbidez se incrementa con la concentracion de monoestearina afiadida.
Por lo tanto, el exceso de monoestearina puede quedar solubilizado en el seno del

medio acuoso, debido a la posible existencia de interacciones BSA-monoestearina.

o(mN/m)

50 } BSA

ADICION DE MONOESTEARINA TRAS ADSORCION DE BSA

x 10° moles
1.30 1.30 2.60 2.60 2.60
0 ® A o *
i i 1 _ 1
0 100 200 300 400
8 (min)

Figura 6.5.  Variacion de la tenfién superficial con el tiempo tras la
adicion de sucesivas cantidades de monoestearina sobre una pelicula de BSA,
previamente adsorbida sobre la interfase aire-disolucion acuosa de sacarosa 0'5 M,
de 13,2 cm’. Concentracion de proteina: 1% en peso. Temperatura: 20°C. Tension
superficial en estado estacionario tras la adsorcion de BSA (linea discontinua).
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Tabla 6.1.  Medida de la turbidez de una disolucién acuosa de BSA al
0.1% de 10 mli, en funcion de la cantidad de monoestearina afiadida, a temperatura
ambiente.

Monoestearina aiiadida x 10° Turbidez (%)
moles

0 0.050
1.30 0.105
2.60 0.165
5.20 . 0.190
7.80 0.220
Cristales 0.475

La existencia de complejos BSA-monoestearina sobre la interfase puede ser
también comprobada por la comparacién de los valores de 6™ tras la adsorcién de BSA
(figuras 6.3 a 6.5), con los valores de ¢ después de las sucesivas adiciones de
monoestearina (figuras 6.3 a 6.5) y los valores de la tensién superficial en el equilibrio
de la monoestearina (Rodriguez Patino y Martin, 1994), a las mismas condiciones
o éxperifnentales. Interacciones similares entre monoglicérido-caseina, en el seno de la
fase acuosa, han podido demostrarse por aplicacién de un método de agotamiento,
analizando la fraccion que sobrenada cuando una emulsién se somete a centrifugacion
(Dickinson et al., 1989). A
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6.2. INTERACCIONES DE BSA CON LIPIDOS INSOLUBLES EN EL EQUILIBRIO

En este apartado las interacciones BSA-monoestearina y BSA-monooleina se
han estudiado a partir del esparcimiento de los lipidos sobre una pelicula de proteina
previamente adsorbida. En estas experiencias se utilizan las mismas disoluciones de
proteina sobre las que se ha determinado previamente la isoterma de adsorcion
(estudiada en el apartado 5.4). Es decir, el lipido se esparce sobre una pelicula de
proteina previamente adsorbida y en el equilibrio, tras un periodo de espera de 24
horas. E] lipido (monoestearina con una concentracién de 5,2.10* M, o monooleina
con una concentracién de 3,9.10* M) disuelto en una mezcla etanol-hexano, 9:1 en
volumen, se esparce sobre la interfase con ayuda de una jeringa micrométrica. El
volumen de disolucion de lipido que se esparce es de 50 pL, y se mantiene constante en
todas las mezclas. Este volumen de lipido esparcido sobre cada cépsula, con una
seccion circular de 1,32.10° m?, se corresponde con unas densidades superficiales de
monoestearina y de monooleina en las mezclas de 11,9 moléculas.nm? y 8,9
moléculas.nm?, respectivamente. Por lo tanto, la variacién de la relacion lipido
esparcido sobre la interfase-concentracion de proteina en ¢l seno de la fase, se debe a la
variacion de la concentracion de BSA en cada sistema estudiado. Tras la adicion del
lipido, las cépsulas de medida se mantienen a una temperatura constante de 20 °C,
durante 24 horas, en un recipiente cerrado, para evitar la evaporacion. En las
experiencias previas se ha seguido la variacion de la tensién superficial con el tiempo,
tras el esparcimiento del lipido, hasta que el valor de esta propiedad se hace constante.
Se ha comprobado que los valores de la tens;én superficial de estas peliculas mixtas a
las 24, 48 y 72 horas tras el esparcimiento del lipido no difieren significativamente entre

si.
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6.2.1. Interacciones de BSA con monoestearina y monooleina sobre la interfase

aire-agua, en el equilibrio.

En la figura 6.6 se muestra el efecto de la adicion de monoestearina y de
monooleina sobre una pelicula de BSA, previamente adsorbida sobre la interfase aire-
agua y en el equilibrio, a la temperatura de 20 °C, en funcion de la concentracion de
BSA en el medio acuoso (%, en peso). Se incluye, para su comparacion, la isoterma de

adsorcién de la proteina pura sobre el mismo medio acuoso.
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Figura 6.6. Efecto del esparcimiento de monoestearina o de monooleina
sobre la isoterma de adsorcion de BSA sobre la interfase aire-agua. Temperatura: 20
°C. Densidad superficial del lipido (moléculas.nm”): monoestearina (11,9),
monooleina (8,9 ). Se indica mediante flechas las ESP de monoestearina (I (ME) =
27,2 mN/m) y de monooleina (I, (MO)=45,4 mN/m).

Puede observarse que la forma de las representaciones depende del tipo de
lipido que se esparce sobre la interfase y de la relacion lipido-proteina en el sistema. En
general, se puede afirmar que las representaciones n vs Log [BSA] de las peliculas
mixtas BSA-monoestearina y BSA-monooleina tienen una forma sigmoidal,

193



CARACTERISTICAS INTERFACIALES DE LIPIDOS Y DE PROTEINAS

aproximandose los valores de 7 a los de la pelicula de BSA pura, a las mayores
concentraciones relativas de BSA, y tendiendo a un valor constante, diferente al de la
proteina pura, a las menores concentraciones relativas de ésta en el sistema. Este valor
maximo de la presion superficial, a las menores relaciones BSA-lipido, estd muy
proximo al valor de la presién de esparcimiento en el equilibrio (ESP) del lipido puro --
que se incluye en las figuras mediante una flecha --, sobre el mismo medio acuoso
(Rodriguez Patino y Martin, 1994). Por lo tanto se puede concluir que:

(A) Las presiones superficiales de las peliculas mixtas BSA-monoestearina y
BSA-monooleina son superiores a las de la pelicula adsorbidé de la proteina pura, a las
menores concentraciones relativas de ésta en la mezcla de ambos emulsionantes. Sin
embargo, a las mayores concentraciones relativas de BSA en la mezcla, la presiéon

superficial de las peliculas mixtas tiende a aproximarse a la de Ia proteina pura.

(B) Las presiones superficiales de las peliculas mixtas BSA-monoestearina y
BSA-monooleina, a las menores concentraciones de proteina en la mezcla de ambos
emulsionantes, son similares a las de los lipidos puros esparcidos sobre el mismo medio

acuoso.

( © A concentraciones relativas intermedias lipido-proteina, la presion
superficial de las peliculas mixtas se diferencia de las de cualquiera de los dos
emulsionantes puros. Es decir, la presion superficial de las peliculas mixtas en este
intervalo de concentraciones lipido-proteina, s diferente de la correspondiente al lipido
puro (monoestearina o monooleina) o de la proteina. La diferencia entre ambos
comportamientos se produce a una concentracién de BSA en el medio acuoso proxima
a la correspondiente a la saturacion de la monocapa por la proteina (1.107 - 1.107 %,

en peso), deducida de su isoterma de adsorcion.

Como consecuencia de estos resultados se puede proponer que, a las mas

elevadas concentraciones de proteina en la mezcla -- superiores a la de saturacion de la
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monocapa por la proteina --, las caracteristicas interfaciales de las peliculas mixtas
estdn determinadas por la presencia de la proteina en la mezcla. Sin embargo, a las
menores concentraciones de BSA en la mezcla de ambos emulsionantes, el
comportamiento interfacial parece estar regido por la presencia del lipido
(monoestearina 0 monooleina). En el intervalo intermedio de concentraciones, el
comportamiento de las peliculas mixtas difiere del de los componentes puros, no
pudiéndose descartar que tal comportamiento sea debido a la existencia de
interacciones entre ambos emulsionantes sobre la interfase. Por lo tanto, se puede
especular que (i) a las mayores concentraciones de proteina en la mezcla, es ésta la
especie que predomina sobre la interfase, (ii) que a las mas bajas concentraciones de
proteina, es el lipido el que confiere sus propiedades a la interfase y (iii) que a
concentraciones intermedias la presion superficial de la interfase puede estar gobernada

por la presencia de complejos lipido-proteina.

6.2.2. Interacciones de BSA con monoestearina y monooleina sobre la interfase

aire-disolucion acuosa de etanol, en el equilibrio.

En las figura 6.7 se muestra el efecto de Ia adicion de 11,9 moléculas.nm? de
monoestearina y de 8,9 moléculas.nm? de monooleina sobre una pelicula de BSA,
previamente adsorbida sobre la interfase aire-disolucion acuosa de etanol, en el
equilibrio, a la temperatura de 20 °C. Las variables estudiadas son las concentraciones
de etanol (M) -- 0,5 M (Figura 6.7A), 1 M (Figura 6.7B) y 2 M (Figura 6.7C) -- y de
BSA en el medio acuoso (%, en peso)':" Se inchuye, para su comparacion, la isoterma de
adsorcion de la proteina pura sobre el mismo medio acuoso. A partir de estas

representaciones se pueden proponer las siguientes consideraciones:

195



CARACTERISTICAS INTERFACIALES DE LIPIDOS Y DE PROTEINAS

! i T v T T T T T T v T ]
40|~ TII, (MO) O BSA ]

1 4A...A ® BSA+MONOESTEARINA | ;
354 o A BSA+ MONOOLEINA -

N
o
1.

20+
15 gt

10-

Presién superficial (mN/m)

25+
20+
1564

101

5 4 3 52 4 0 1
Log BSA (%, peso)

Figura 6.7. Efecto del esparcimiento de monoestearina o de monooleina
sobre la isoterma de adsorcion de BSA sobre la interfase aire-disolucion acuosa de
etanol 0,5 M. Temperatura: 20 °C. Densidad superficial del lipido (moléculas.nm’):
monoestearina (11,9), monooleina (8,9). Concentracion de etanol (M): (4) 05; (B) I;
( O 2. Se indica mediante flechas las ESP de monoestearina (1L (ME)) y de
monooleina (IT. (MO)).
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(A) Las presiones superficiales de las peliculas mixtas BSA-monoestearina y
BSA-monooleina sobre disoluciones acuosas de etanol, son superiores a las de la
pelicula adsorbida de la proteina pura. Sin embargo, a las mayores concentraciones
relativas de BSA en la mezcla de ambos emulsionantes, las presiones superficiales de
las peliculas mixtas tienden a aproximarse a las de la proteina pura. La concentracion de
BSA en Ia fase acuosa, a la cual prevalece el comportamiento superficial de la proteina,
se incrementa con la concentracion de etanol en el medio acuoso. Puede comprobarse
que en el mismo sentido lo hace la concentracién de saturacion de la monocapa por la

proteina, como se analizd en el apartado 5.4.1. de esta Memoria.

(B) Las presiones superficiales de las peliculas mixtas BSA-monoestearina y
BSA-monooleina, a las menores concentraciones de proteina en la mezcla de ambos
emulsionantes, son similares a las de los lipidos puros esparcidos sobre los mismos
medios acuosos. En estos sistemas, los valores a los que tienden asintoticamente las
presiones superficiales de las peliculas mixtas son practicamente similares a los de la
ESP de los lipidos puros (Rodriguez Patino y Martin, 1994).

( ©) A concentraciones relativas intermedias lipido-proteina, la actividad
superficial de las peliculas mixtas se diferencia de las de cualquiera de los dos

emulsionantes puros.

(D) Sobre disoluciones acuosas de etanol, y en todo el intervalo estudiado de
concentraciones de BSA en el medio aguoso, las presiones superficiales de las peliculas
de proteina pura y la de sus mezclas con monoestearina y monooleina, son inferiores a
las de los mismos sistemas sobre la interfase aire-agua. Ademas, la presion superficial se

reduce al aumentar la concentracion de etanol en el medio acuoso

El analisis de estos resultados permite proponer, para las peliculas mixtas BSA-
monoestearina y BSA-monooleina, sobre disoluciones acuosas de etanol, un

comportamiento interfacial similar al de las mismas mezclas de emulsionantes sobre
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agua. Es decir, a las mayores concentraciones de proteina en la mezcla, predomina el
comportamiento de ésta sobre la presion superficial de la pelicula mixta. A las mas
bajas concentraciones de proteina, es el lipido el que confiere sus propiedades a la
interfase. A concentraciones intermedias, la presion superficial de la interfase podria
estar gobernada por la presencia de complejos lipido-proteina. Sin embargo,
globalmente considerada, la presion superficial de estas peliculas sobre disoluciones
acuosas de etanol es inferior a la observada sobre agua, y es tanto menor cuanto mayor

es la concentracion de etanol en el medio acuoso.

6.2.3. Interacciones de BSA con monoestearina y monooleina sobre la interfase

aire-disolucién acuosa de sacarosa, en el equilibrio.

En las figura 6.8 se muestra el efecto de la adicion de monoestearina y de
monoolefna sobre una pelicula de BSA, previamente adsorbida sobre la interfase aire-
disolucion acuosa de sacarosa, en el equilibrio, a la temperatura de 20 °C, en funcion de
las concentraciones de sacarosa (M) -- 0,5 M (Figura 6.8A) y 1 M (Figura 6.8B) -- y
de BSA en el medio acuoso (%, en peso). Se incluye, para su comparacion, la isoterma

de adsorcion de la proteina pura sobre el mismo medio acuoso.

El analisis de estos resultados permite proponer, para las peliculas mixtas BSA-
monoestearina 'y BSA-monooleina, sobre disoluciones acuosas de sacarosa, un
comportamiento interfacial similar al de las mismas mezclas de emulsionantes sobre
agua o disoluciones acuosas de etanol. Es"'flecir, a las mayores concentraciones de
proteina en la mezcla, predomina el comportamiento de ésta sobre la presion superficial
de la pelicula mixta. A las mas bajas concentraciones de proteina, y sobre una
disolucién de sacarosa 0,5 M, es el lipido el emulsionante que confiere sus propiedades
a la interfase. Esto mismo comportamiento no se observa a la mayor concentracion de
sacarosa en ¢l medio acuoso (Figura 6.8B), especialmente en las peliculas mixtas BSA-

monoestearina. A concentraciones intermedias, la actividad superficial de la interfase
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Figura 6.8. Efecto del esparcimiento de monoestearina o de monooleina
sobre la isoterma de adsorcién de BSA sobre la interfase aire-disolucion acuosa de
sacarosa 0.5 M. Temperatura: 20° °C. Densidad superficial del lipido
(moléculas.nm’): monoestearina (11,9 ), monooleina (8,9). Concentracion de
sacarosa (M): (4) 0,5; (B) 1. Se indica mediante flechas las ESP de monoestearina
(Il (ME)) y de monooleina (I1, (MO)).

podria estar gobernada por la presencia de complejos lipido-proteina. Sin embargo,
globalmente considerada, la presién superficial de estas peliculas sobre disoluciones

acuosas de sacarosa es superior a la observada sobre agua y sobre disoluciones acuosas
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de etanol, tanto mayor cuanto mayor es la concentracién de sacarosa en el medio

acuoso.
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6.3. INTERACCIONES DE BSA CON TWEEN 20 EN EL EQUILIBRIO

En este apartado, las interacciones BSA-Tween 20 se han estudiado a partir de
la inyeccién de la proteina en el interior de la subfase, sobre una pelicula de lipido
previamente adsorbido sobre la interfase. Tras su introduccion en el seno de la fase
acuosa la proteina tiene tendencia a difundirse y a adsorberse sobre la interfase -- segiin
se ha discutido en el apartado 5 de esta Memoria -- sobre la cual puede interaccionar
con el lipido adsorbido con anterioridad. Una de las variables estudiadas es la
composicién del medio acuoso. Como tal se utiliza agua o disoluciones acuosas de
etanol, sacarosa y CINa, con distintas concentraciones de soluto. En las medidas con
solutos en el medio acuoso, las disoluciones que constituyen la subfase se prepararon a
" la temperatura ambiente, con agitacion durante 30 minutos, antes de introducir el
Tween 20. En estas experiencias se utilizan las mismas disoluciones de Tween 20 sobre
las que se ha determinado previamente su isoterma de adsorcién, que servird como
base de comparacién para las peliculas mixtas BSA-Tween 20. Para ello las
disoluciones con distintas composiciones de Tween 20 se introducen en el interior de
las capsulas de medida y a continuacién estas se sitian en el interior de un recipiente
cerrado, para evitar la evaporacion. Estas disoluciones se mantienen a la temperatura de
20 °C durante 24 horas, con el fin de alcanzar el deseado equilibrio en la adsorcién del
lipido sobre la interfase. A partir de experiencias previas se sabe que este tiempo de
reposo es suficiente para asegurar la constancia en la medida de la tension superficial de
las disoluciones de lipido.

r

La concentracion micelar critica (CMC) es un parametro de gran utilidad para
el estudio del comportamiento interfacial de sustancias tensioactivas solubles en el
medio acuoso, y que se adsorben sobre la interfase. El valor de la CMC del Tween 20
en cada uno de los distintos medios acuosos estudiados se determind a partir de la
medida de la tension superficial. Dicho valor se corresponde con el punto de corte de
las lineas resultantes de correlacionar los datos de la tension superficial en funcion de la

concentracién de Tween 20, en el medio acuoso, en coordenadas semilogaritmicas. A
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las més elevadas concentraciones de lipido en el seno de la disolucién, la relacién o-
Log[Tween 20] es lineal, con una pendiente practicamente nula. Este comportamiento
es una indicacion del estado de pureza de la interfase (Dukhin et al, 1995). Es decir, se
puede tener la certeza de que sobre la interfase no se encuentra, en cantidad apreciable,
especie superficialmente activa distinta al lipido. Sin embargo, a las mas bajas
concentraciones de Tween 20 se produce un brusco descenso de la tension superficial,
al aumentar la concentracion del lipido. En este intervalo de concentraciones de Tween
20, los mejores ajustes de los datos experimentales -- referidos a la variaciéon de ¢ con
el logaritmo de la concentracion de Tween 20 -- se consiguen con correlaciones lineales
o polinémicas de segundo orden (ecuacién 6.1), dependiendo de la composicion del
medio acuoso. El coeficiente de regresion lineal es superior a 0,99 en todos los casos
estudiados (ecuacion 6.1).

n .
o=Y.a;*(LogC) 6.1)
o

Una vez conocido el comportamiento interfacial del Tween 20, las
interacciones BSA-Tween 20 se deducen a partir de la modificacion que resulta en el
valor de Ia tension superficial de la pelicula formada por el lipido, cuando en el interior
de Ia subfase se inyecta la cantidad de BSA suficiente para conseguir una concentracién
final de la misma en el medio acuoso del 0,1 %, en volumen. Tras la adicién de la
disolucion original de proteina (1%, en peso, pH= 7, fuerza idnica 0,05 M), se espera
durante 48 horas, antes de realizar la medida de la tension superficial, para asegurar la
llegada al equilibrio, una vez producidas las posibles interacciones BSA-Tween 20. Por
lo tanto, la variacion de la relacion lipido-proteina en el seno de la fase, se debe a la

variacion de la concentracion de Tween 20 en cada sistema estudiado.

Las experiencias se realizan a las temperaturas de 5, 20 y 30 °C. La temperatura
seleccionada en cada experiencia se mantiene constante, con una desviacion de + 0,5

°C, haciendo circular agua desde un criostato Heto.
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6.3.1. Caracteristicas interfaciales de peliculas de Tween 20 adsorbidas sobre la

interfase aire-medio acuoso

Los resultados experimentales sobre la variacion de la tension superficial con la
concentracion de Tween 20, en presencia o en ausencia de BSA, a las temperaturas de
5, 20 y 30 °C, se muestran en las figuras 6.9 a 6.15. Se incluyen en estas
representaciones el efecto de la composicion del medio acuoso, sea éste agua (Figura
6.9), o disoluciones acuosas de etanol -- a concentraciones 0,5 M (Figura 6.10), I M
(Figura 6.11) y 2,5 M (Figura 6.12) --, de sacarosa -- a una concentraciéon 0,5 M
(Figura 6.13) - o de CINa -- a concentraciones 0,1 M (Figura 6.14) y 0,5 M (Figura
6.15).

T — - —

m TWEEN20,5°C
70- . s TWEEN 20,20°C I
PN e e TWEEN 20.30°C
§ 1 5.‘ —o— BSA+TWEEN 20, 20 °C
€ 60- ) ]
©
3]
S
o 50-1 -
=
n J
C
o)
® 40
5 T T
= ] ]
30 r . ' T r T ' T
7 8 -5 4 -3

Log C (mol#)

Figura 6.9. Variacion de la tension superficial con el logaritmo de la
concentracion de Tween 20 en el seno de agua, en presencia (Tween 20 + BSA) y en
ausencia (Tween 20) de BSA al 0,1 % en peso, en funcion de la temperatura.
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Figura 6.10. Variacion de la tension superficial con el logaritmo de la
concentracion de Tween 20 en el seno de una disolucion acuosa de etanol 0,5 M, en
presencia (Tween 20 + BSA) y en ausencia (Tween 20) de BSA al 0,1 % en peso, en
funcion de la temperatura.
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Figura 6.11. Variacion de la tension superficial con el logaritmo de la concentracion
de Tween 20 en el seno de una disolucion acuosa de etanol 1 M, en presencia (Tween
20 + BSA) y en ausencia (Tween 20) de BSA al 0,1 % en peso, en funcion de la
temperatura.
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Figura 6.12. Variacion de la tension superficial con el logaritmo de la
concentracion de Tween 20 en el seno de una disolucion acuosa de etanol 2,5 M, en
presencia (Tween 20 + BSA) y en ausencia (Tween 20) de BSA al 0,1 % en peso, en
Juncion de la temperatura.
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Figura 6.13. Variacion de la tension superficial con el logaritmo de la
concentracion de Tween 20 en el seno de una disolucion acuosa de sacarosa 0,5 M,

en presencia (Tween 20 + BSA) y en ausencia (Tween 20) de BSA al 0,1 % en peso,
en funcion de la temperatura.
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Figura 6.14. Variacion de la tension superficial con el logaritmo de la
concentracion de Tween 20 en el seno de una disolucién acuosa de CINa 0,1 M, en
presencia (Tween 20 + BSA) y en ausencia (Tween 20) de BSA al 0,1 % en peso, en
Juncion de la temperatura.

J Tween 20, 5°C
70 Tween 20, 20 °C i
- Tween 20, 30°C
£ Tween 20 + BSA, 20°C ||
£ 601 T
o}
O
€
S 50- )
=3
[72] A
:3_: i
2 404 : I
o 7 *.\'\lﬂsu\
o v . v W S

. b I

30 — T v T j ' - -
.7 -6 -5 -4 -3
Log C (mol/l)

Figura 6.15. Variacion de la tension superficial con el logaritmo de la
concentracion de Tween 20 en el seno de una disolucion acuosa de CINa 0,5 M, en
presencia (Tween 20 + BSA) y en ausencia (Tween 20) de BSA al 0,1 % en peso, en
Jfuncion de la temperatura.
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A partir del punto de corte de los dos tramos, que correlacionan la variaciéon de
la tension superficial del sistema con el logaritmo de la concentracion de Tween 20 se
deducen los valores de la CMC y de la tension superficial a la CMC de los sistemas
estudiados (Tabla 6.2). El valor calculado de la CMC del Tween 20 sobre agua a 20 °C
es del mismo orden de magnitud , pero inferior al valor que se ha publicado (Coke et
al., 1990) para el mismo lipido, sobre una disolucién acuosa de menor fuerza idnica (I =
001, CMC = 3,5.10° M). De estos datos se pueden extraer las siguientes

consideraciones:

(A) El Tween 20 es capaz de formar micelas en agua y en disoluciones acuosas
de etanol, sacarosa y CINa.

(B) Los valores de la CMC y de o, disminuyen cuando aumenta la
temperatura. Es decir, la formacion de micelas se facilita y la actividad superficial se
reduce cuando la temperatura se incrementa.

(C) Los valores de CMC y de o dependen de la presencia de solutos en el

medio acuoso:

(1) La adicion de etanol produce un incremento del valor de la CMC, mayor
cuanto mayor es su concentracion en el medio acuoso. Sin embargo, el valor de
o disminuye en el mismo sentido, aunqﬁe sélo ligeramente. Por lo tanto, la
presencia de etanol en el medio acuoso ejerce un efecto rompedor de
estructura, impidiendo la form'z‘if:i()n de micelas y reduciendo la actividad
superficial del Tween 20.

(i) La adicion de sacarosa produce, por el contrario, una reduccion del valor

de la CMC. Pero no afecta significativamente al valor de o, especialmente a
temperaturas inferiores a 20 °C.
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(iii) Elefecto producido por la presencia de CINa en el medio acuoso es mas
complejo. La adicion de CINa produce un aumento del valor de la CMC a una
concentracion de sal 0,1 M, pero produce una reduccion de la CMC a una
concentracion de sal de 0,5 M. Los valores de ¢ son superiores, con relacion a
las peliculas de Tween 20 adsorbidas sobre agua, independientemente de la

concentracion de la sal en el medio acuoso

Tabla 6.2. Concentracion micelar critica (CMC, M) y tension superficial (o)
a la CMC, de disoluciones acuosas de Tween 20, en funcion de la temperatura.

Temperatura 5°C 20 °C 30°C
SUBFASE | CMC (M) o | CMCM) o | CMCM) o
x10 | (mNm) | x10° | mN/m) | xI0° | (mN/m)
Agua 1,95 37,7 1,69 35,0 1,08 33,0
Etanol 0,5M 1,95 37,7 1,69 35,0 1,08 33,1
Etanol 1M 2,47 37,7 2,59 35,9 2,41 33,6
Etanol 2,5M 5,19 36,3 5,10 34,7 5,10 32,9
Sacarosa 0,5M 1,65 37,0 1,32 34,7 1,10 30,2
CINa 0,1M 2,93 39,6 4,32 36,3 2,88 35,6
CINa 0,5M ‘1,01 38,8 0,95 36,4 0,90 33,9

La concentracién en exceso de Twéen 20 adsorbido sobre la mterfase (I')
puede determinarse a partir de la isoterma de adsorcién, por aplicacion de la ecuacion
de Gibbs (ecuacion 6.2). Hasta el momento, la isoterma de adsorcion de Gibbs
representa el modelo mejor fundamentado tedricamente para el calculo de la densidad

superficial en exceso de un tensioactivo adsorbido (Dukhin et al, 1995).

1 . do_
I'=~ 27 *anc (6:2)
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donde la actividad del componente superficialmente activo en el seno de la fase se ha
sustituido por su concentracion, z = 1 para tensioactivos no i6nicos (el Tween 20, en
este estudio) y z = 2 para tensioactivos iénicos (Adamson, 1990, Dukhin et al, 1995;
Rosen, 1989).

El término do/d(I.nC) puede obtenerse por diferenciacién numérica o grafica, a
partir de la isoterma de adsorcion, en el punto correspondiente a la CMC. No obstante,
esta diferenciacion puede introducir importantes errores, que pueden ser minimizados si
se correlacionan los datos de ¢ en funcién Ln(C) mediante ecuaciones empiricas,
semiempiricas o tedricas, que puedan ser ficilmente diferenciables. Entre estas

ecuaciones se puede citar:

® Isoterma de adsorcion de Langmuir (Langmuir, 1917 y 1918; Volmer,
1925):

T =T.+Cy(a +Cy) (6.3)

donde a;, (= kaes'kads) €5 una constante relacionada con los flujos de adsorcion (kas) y de

desorcion (kaes) del tensioactivo y C, es su concentracion inicial en el seno de la fase.
® Isoterma de Szyszkowski (Szyszkowski, 1908, Volmer, 1925):
0=0,+ BLn(golaL +1) 6.4)
haciendo B =RTT . la ecuacién (6.3) se transforma en la ecuacion (6.4).
® Ecuacion de Traube (1891):

=06, —RTT.+(1 -T,T.) (6.5)
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que es equivalente a las ecuaciones (6.3) y (6.4).
® Isoterma de Hiickel-Cassel (Hiikel, 1932; Cassel, 1944):

C=K’+ [O/1 — ©)] »e%™® (2IRT (6.6)
donde K’, T, y o son constantes, y ® = I['/T,. La ecuacién (6.6) se transforma en la
isoterma de adsorcion de Langmuir (ecuacion 6.3) para grandes moléculas (A >> 100
A’/molécula) (Dukhin et al, 1995).

® Isoterma de Frumkin (1925):
A = 6o{ a;Ln(Clay+1) - as[ Cla(ar-1)T} 6.7
® Isoterma de Temkin (Prochaska y Szymanowski, 1989):

LogC +a;=a, / (RT)eAc”’ (6.8)

® Isoterma de Volmer (1925).

C=3 o720 exp(i) (6.9)

Esta ecuacion se transforma en la isoterma dé adsorcion de Langmuir (ecuacion 6.2),
para grandes areas por molécula.

® Ecuacion polindmica. Es esencialmente la misma ecuacion semilogaritmica

utilizada para correlacionar los datos experimentales de ¢ vs C, en el intervalo de

concentraciones de Tween 20 inferiores a la CMC (ecuacién 6.10).
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n ‘
o=Y a;®(LnC) (6.10)
o

En las ecuaciones anteriores los simbolos a, a;, a,, as,... son constantes

empiricas 0 semiempiricas.

En resumen, la isoterma de adsorcion de Langmuir derivada en 1918
semiempiricamente, sobre la base de experiencias de adsorcion de gases sobre
superficies solidas, fue fundamentada fisicamente por Volmer (1925) con modelos
cinéticos. De Boer (1953) ha proporcionado una interpretacion general de la isoterma
de Langmuir, que es idéntica en un limitado intervalo de condiciones a la ecuacion
analoga de van der Waals. Las isotermas de Langmuir y de von Szyszkowski son
consistentes con Ia ecuacion de adsorcion de Gibbs (Davies & Rideal, 1961). Cuando €l
4rea que las moléculas ocupan en la interfase y las fuerzas de interaccion entre ellas han
de ser tenidas en cuenta, ambas se transforman en la ecuacion publicada, en un
principio, por Frumkin (1925) y de uso muy comiin en la actualidad.

En el estudio que sigue se ha usado la misma ecuacién polinémica (ecuacion
6.1) que ha permitido el calculo de la CMC. Los ejemplos sobre el uso de esta ecuacion
son muy frecuentes en la bibliografia (Prochaska et al, 1989 y 1994; Dussaud et al,
1994a; Razafindralambo et al, 1995, por citar s6lo a algunas de las publicaciones mas

recientes).

El maximo exceso superficial (I'ns:) y €l 4rea molecular en estas condiciones de
maxima adsorcion (Acmc) pueden éalcularse, en el caso de una sola especie
superficialmente activa, mediante las ecuaciones 6.11 y 6.12.

1 do

Lma xz—?R_f.(dLnC)CMC (6.11)

conz= 1, para el Tween 20.
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S
ACMC T T, eN (6.12)
donde N es el nimero de Avogadro.

Tabla 6.3. Propiedades superficiales de Tween 20 adsorbido sobre la
interfase aire-medio acuoso, en funcion de la temperatura.

Subfase Temperatura | Amix K
(°C) (mol.m?).10° | (nm%moléc™) | (m’.mol)

Agua 5 4,19 0,396
Agua 20 3,56 0466 | =
Agua 30 3,57 0465 | = -
Etanol 0,5M 5 3,15 0,527 2482
Etanol 0,5M 20 3,89 0,427 1228
Etanol 0,5M 30 4,58 0,362 1129
Etanol 1M 5 4,01 0,414 380

Etanol 1M 20 3,55 0,468 413

Etanol IM 30 3,30 0,503 546

Etanol 2,5M 5 3,33 0,498 68,3
Etanol 2,5M 20 3,61 0,460 68,3
Etanol 2,5M 30 3,80 0,437 57,6
Sacarosa 0,5M 5 5,05 0329 |
Sacarosa 0,5M 20 4,56 0364 | = -
Sacarosa 0,5M 30 4,9&}, 0333 | = -
CINa 0,1M 5 5,96 0279 | -
CINa 0,1M 20 5,85 0284 | -
CINa 0,1M 30 2,71 0613 | = -
CINa 0,5M 5 9,01 0184 | = -
CINa 0,5M 20 8,70 0191 |
CINa 0,5M 30 8,78 0,189 [ = -
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Los valores de la maxima cantidad de Tween 20 adsorbido sobre la interfase y
del 4rea maxima ocupada por las moléculas se incluyen en la tabla 6.3.

En el caso de se tengan dos componentes interfacialmente activos, como ocurre

con los sistemas de Tween 20 en el seno de disoluciones acuosas de etanol, la ecuacion

de Gibbs (ecuacion 6.2) se transforma en (Clint, 1992):

dLnC—RT.Zr (6.13)

Para una mezcla de tensioactivos no i6nicos (z = 1), como es el caso de la mezcla de

Tween 20 y etanol:

dan =RT(I7 +15) (6.14)

si se definen las cantidades fraccionales adsorbidas de cada especie como X; =I'/T y
X2 =TT, siendo I'y, =Ty + I';, se puede escribir (Motomura y Arotano, 1993):

do=-RIT,, o 4 —RTF

m o oda2 (6.15)
donde C es la concentracion total de los dos componentes interfacialmente activos y o

y a; son las fracciones molares de cada} componente en la mezcla.

Una vez calculado el valor de I a partir de la isoterma de adsorcion de Gibbs,
se puede obtener las cantidades fraccionales adsorbidas, como I / I'nax.. Por otra parte,
la combinacién de las ecuaciones de Langmuir y de Gibbs conduce a una forma de la

ecuacion de Szyskowski para multicomponentes, que puede ser utilizada si es conocida
la tensién superficial de la mezcla (Hassan et al, 1995):

213



CARACTERISTICAS INTERFACIALES DE LIPIDOS Y DE PROTEINAS

=06, -6 =RTTms.Ln(l + KC) (6.16)

donde K = Kj.oq + Ka.01, para una mezcla ideal sobre la interfase, y K, y Ko son los

coeficientes de adsorcion de los componentes 1 y 2, respectivamente.

La méxima cantidad adsorbida de la mezcla de Tween 20 + etanol se ha
calculado a partir de la aplicacidon de la ecuacién de adsorcion de Gibbs para las
mezclas (ecuacion 6.14) a los datos experimentales (Figuras 6.10 a 6.12). Puesto que el
etanol se encuentra en un gran exceso en el seno de la fase, en comparacion con el
Tween 20, su concentracién permanecera practicamente constante y no estaré afectada
por la presencia del lipido. El coeficiente de adsorcion de la mezcla, K, se ha calculado
mediante la ecuacion (6.16). Los valores de ambos parametros, ademés de los del area
méxima ocupada por las moléculas adsorbidas (ecuacién 6.12), se incluyen en la tabla
6.3.

De los datos mostrados en la tabla 6.3 no se deduce una influencia simple de la
temperatura sobre la maxima cantidad de Tween 20 adsorbido sobre la interfase, en el
intervalo estudiado. La adsorcion de Tween 20 se incrementa en presencia de sacarosa
o de CINa en el medio acuoso (constituyendo la concentracion de CINa 0,1 M, a 30 °C
una excepcion), mientras que el etanol, aparentemente, no afecta significativamente al
valor de la maxima cantidad adsorbida. Sin embargo, los resultados obtenidos con
disoluciones de etanol también pueden indicar que, para una gran concentraciéon de
etanol, la adsorcion de una molécula de Tween 20 va acompaiiada de la desorcion de
una molécula del alcohol. Esta misma concfusién parece derivarse de los datos que,
sobre el coeficiente de adsorcion (K), se incluyen en la tabla 6.3. En efecto, el
coeficiente de adsorcion es mayor a la menor concentracion de etanol, lo que puede ser
una indicacion de que el desplazamiento del etanol por el Tween 20 se facilita en estas

condiciones.
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Figura 6.16. Adsorcion de etanol en exceso sobre la interfase aire-agua. (A)
Variacion de la tension superficial con la concentracion de etanol en el seno de la

fase. (B) Concentracion en exceso de etanol en funcion de su concentracion en el seno
4
de la fase acuosa. ‘

El desplazamiento del etanol por el Tween 20 puede deducirse también a partir
de la representacion de la figura 6.16. En esta figura se representa la concentracién en
exceso de etanol en la interfase en funcion de la concentracion de etanol en el seno de
la fase y de la temperatura, por aplicacién de la ecuacién de Gibbs a los datos de

variacion de la tension superficial con la concentracion de etanol en el seno de la fase.
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Puede comprobarse que la interfase se encuentra practicamente saturada por el etanol a
una concentracion proxima a la mayor concentracion estudiada (5 M). Ademss, la
méxima cantidad de etanol adsorbida supera a la calculada para la mezcla Tween 20 +
etanol (tabla 6.3).

6.3.2. Interacciones BSA-Tween 20 sobre la interfase aire-medio acuoso

Cuando tanto el Tween 20 como la BSA estan presentes en el medio acuoso,
ambos emulsionantes pueden formar peliculas adsorbidas sobre la interfase aire-medio
acuoso. La existencia de interacciones entre BSA y Tween 20 puede deducirse a partir
de las variaciones de la tension superficial con la concentracién de Tween 20,
representadas en las figuras 6.9 a 6.15, en funcién de la composicion del medio acuoso
y de la temperatura. Puede observarse que la existencia de interacciones lipido-proteina
depende de las concentraciones de Tween 20 -- y, por lo tanto, de la concentracion

relativa BSA-Tween 20 -- y de las de los solutos presentes en el medio acuoso.

(A) A las menores concentraciones de Tween 20 -- que coinciden con las
mayores concentraciones relativas BSA-Tween 20 -- las actividades superficiales de las
peliculas mixtas BSA-Tween 20 mixtas son superiores, en general, a las de las peliculas
adsorbidas del lipido puro. Puede observarse que los valores de ¢ son inferiores para
las peliculas mixtas, en este intervalo de composiciones, independientemente de la

composicion del medio acuoso.

(B) A valores de la concentracion de Tween 20 del mismo orden de magnitud
y superiores al de la CMC, en el medio acuoso considerado, las actividades
superficiales de las peliculas mixtas son similares a las del lipido puro. Las peliculas
mixtas adsorbidas sobre disoluciones acuosas de etanol se apartan de este
comportamiento general. En estos sistemas se observa una actividad superficial

semejante a la del lipido puro, incluso, a concentracion de éste de un orden de
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magnitud inferior al valor de la CMC, especialmente a las mayores concentraciones
estudiadas de etanol en el medio acuoso, Por el contrario, se requieren concentraciones
de Tween 20 de al menos un orden de magnitud superiores a la CMC para que
prevalezca su actividad superficial, en el caso de las peliculas mixtas adsorbidas sobre

disolucion acuosa de CINa 0,5M.

(C) Las actividades superficiales de las peliculas mixtas BSA-Tween 20, para
concentraciones del lipido (C, M) inferiores a la CMC, son superiores sobre
disoluciones acuosas de etanol que para disoluciones acuosas de sacarosa, agua y
disoluciones acuosas de CINa, en este orden (Tabla 6.4). Sin embargo, las actividades
superficiales de las peliculas mixtas, para concentraciones del lipido iguales o superiores
a la CMC, son préacticamente independientes de la composicion del medio acuoso.

Como consecuencia de estos resultados se puede proponer que, como un
comportamiento general, en la actividad superficial de las peliculas mixtas BSA-Tween
20, el comportamiento del Tween 20 prevalece sobre el de la BSA, en précticamente
todo el intervalo estudiado de composiciones relativas de ambos emulsionantes en el
seno de la fase acuosa. Es unicamente a las menores concentraciones relativas de
Tween 20 en las mezclas de ambos emulsionantes -- inferiores al valor de la CMC,
incluso en un orden de magnitud --, cuando la actividad superficial se aparta de la
correspondiente al lipido. Incluso en este intervalo de concentraciones relativas BSA-
Tween 20, no se puede afirmar que prodomine el efecto producido por la presencia de
proteina sobre el valor de la tensién superficial de la mezcla de emulsionantes. En
efecto, puede comprobarse de los datos de la tensidn superficial de las disoluciones de
BSA pura incluidos en la tabla 6.4, sobre algunos de los medios acuosos estudiados en
esta seccion, que la tension superficial de las peliculas mixtas, a las mayores
concentraciones relativas de proteina en la mezcla de ambos emulsionantes (es decir,
para C << CMC), es superior al de la BSA pura, sobre ¢l mismo medio acuoso. Por lo

tanto, no se puede descartar que, en este intervalo de concentraciones relativas altas de
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BSA en la mezcla BSA-Tween 20, se forme una pelicula mixta de ambos

emulsionantes, interaccionando sobre la interfase.

Tabla 6.4. Tension superficial de BSA pura(0,1%, peso) y de peliculas
mixtas BSA (0,1%, peso)-Tween 20 adsorbidas sobre la interfase aire-medio acuoso,
a concentraciones de Tween 20 (C, M) inferiores y superioresala CMC (M), en

Juncion de la composicion del medio acuoso. Temperatura: 20 °C.

Subfase BSA-Tween 20 | BSA-Tween 20 o (mN/m)
¢ (mN/m) o (mN/m) BSA (0,1%, peso)
C << CMC C>CMC
Agua 53,5-54-8 34,5-35-8 51,1
Etanol 0,5M 50,0-51,4 34,2-35,0 46,0
Etanol IM 439 34,2-35,1 41,1
Etanol 2,5M 46,6 33,9-34,2 -
Sacarosa 0,5M 51,8-52,2 33,3-33,5 432
CINa 0,1M 54,8-55,1 34,8-35,5 -
CINa 0,5M 54,0-54,3 34,6-35,1 -
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6.4. DISCUSION DE RESULTADOS

Existe una extensa informacion bibliografica sobre datos experimentales de
enlaces entre proteinas y tensioactivos (Cornell, 1982; MacRitchie, 1978; Teneva et al.,
1984; Cornell y Carroll, 1985; Ivanova et al, 1984; Tanford, 1962; Wiistneck et al,
1988). Sin embargo, para sistematizar la discusion conviene distinguir entre las
interacciones que pueden producirse entre ambas especies en el seno de la fase acuosa
o sobre la interfase -- si bien, estas 1ltimas son muy dependientes de la existencia de las

primeras.

6.4.1. Interacciones tensioactivo-proteina en disolucion.

Las proteinas y los tensioactivos, en general, pueden interaccionar en disolucién
para formar complejos tensioactivo-proteina, con propiedades muy diferentes a las de
cada una de las especies puras (Tanford, 1980; Ananthapadmanabhan, 1993). Se sabe
que los tensioactivos idnicos interaccionan con las proteinas en disolucion, y que estas
interacciones son generalmente mas fuertes para el dodecilsulfato sédico (SDS) que
para los tensioactivos cationicos (Nozaki et al, 1974; Subramanian et al, 1986;
Ananthapadmanabhan, 1993). También es conocido que los tensioactivos no iénicos
interaccionan poco con las proteinas solubles (T_anford, 1980), aunque en estas existen

: zonas para enlaces de tipb hidrofc')bico. Los tipos de interacciones observados entre
tensioactivos y proteinas se pueden incluir en las siguientes categorias:

A) Enlaces de tensioactivos de caracter hidrofobico o electrostatico en zonas
especificas de las proteinas, tales como se ha observado con la B-lactoglobulina
Tanford, 1980; Jones y Wilkinson, 1976; Coke et al, 1990; Frapin et al, 1990; O’Neill
y Kinsella, 1987; Kresheck et al, 1977; Clark et al, 1992; Creamer, 1995), sero
albuminas (Tanford, 1980, Nozaki et al, 1974; Brown, 1984; Erickson y Hegg, 1985),

etc.
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B) Adsorcién cooperativa del tensioactivo sobre la proteina sin cambios

conformacionales importantes.

C) Enlace cooperativo a la proteina seguido de cambios conformacionales
(Few et al, 1955; Subramanian et al, 1986; Nelson, 1971).

Los tres tipos de interacciones antes citados (A-C) pueden ocurrir en el mismo
sistema cuando se modifica la relacion tensioactivo-proteina. Los cambios
conformacionales que ocutren en el caso C pueden implicar modificaciones en la
estructura secundaria de la proteina (Nozati et al, 1974; Subramanian et al, 1986; Su y
Jurgensons, 1977). Ademas, se ha sugerido diversos modelos para los complejos
tensioactivo-proteina (Reynolds y Tanford, 1970; Shirahama et al, 1974; Lundahl,
1986). En la region de iﬁteracciones de caracter cooperativo, por encima de una
concentracion de asociacion critica (cac) -- es decir, una concentracion de
tensioactivo por encima de la cual la formacion de complejos entre el tensioactivo y la
proteina esta regida por un mecanismo de sustitucién de la proteina de la interfase - la
interaccion es principalmente de caracter hidrofobico (Tanford, 1980; Subramanian et
al, 1986; Nelson, 1970).

6.4.2. Interacciones tensioactivo-proteina sobre la interfase.

El efecto de la formacién de complejos lipido-proteina sobre Ia interfase aire-
agua puede detectarse por los cambios producidos en las curvas de tension superficial
en funcién de la concentracion de la proteina o del lipido, tras la adicion de la otra

especie, el lipido o la proteina, respectivamente.

La adsorcion desde mezclas lipido-proteina es, en términos generales, analoga
para las interfase solido-liquido y fluido-fluido (Corthaudon et al, 1991a, 1991b; Clark

et al, 1994). La adsorcién cooperativa entre proteinas y tensioactivos sobre interfaces
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fluido-fluido ha sido revisada recientemente por Dickinson y Woskett (1989). Estos
autores concluyen que, como se ha observado en los resultados analizados en esta
seccién con lipidos insolubles (monoestearina y monooleina) y soluble (Tween 20), el
comportamiento interfacial de los tensioactivos, a concentraciones superiores a una
cierta concentracion critica, domina al de las proteinas, debido a que aquéllos poseen
generalmente una mayor actividad superficial sobre la misma base en peso -- es decir,

poseen una mayor capacidad de reducir la tension superficial o interfacial.

Segtin los resultados experimentales obtenidos y el anélisis de la bibliografia, se
puede concluir que los tensioactivos en general, y los lipidos en particular, pueden
interaccionar con las interfases a través de mecanismos de solubilizacién o de
desplazamiento, dependiendo de las interacciones del tensioactivo sobre la interfase y
de los enlaces tensioactivo-proteina. La solubilizacion requiere la formacién de
complejos entre la proteina y el tensioactivo y el desplazamiento requiere la adsorcién
del tensioactivo sobre la interfase.

Los estudios referentes a la BSA conducen a resultados complejos, indicando la
existencia de diversas regiones con diferentes grados de afinidad por los tensioactivos:

A) Existen alrededor de 10 u 11 puntos especificos para su enlace con

compuestos anfifilicos aniénicos.

B) Existen diversos puentes de enlace de caricter cooperativo, sin cambio

apreciable de conformacion.

C) Existen diversos puntos de enlace de caracter cooperativo, con cambios

apreciables de conformacion.

Se ha informado frecuentemente que, en las interacciones lipido-proteina,

tienen lugar los enlaces de caracter electrostatico en conjuncion con los efectos

221



CARACTERISTICAS INTERFACIALES DE LIPIDOS Y DE PROTEINAS

hidrofobicos, con el convencimiento generalizado de que las interacciones
electrostaticas preceden a las de caracter hidrofobico. Los lipidos estudiados en esta
seccion (monoestearina, monoolefna y Tween 20), como lipidos polares que son,
poséen un grupo hidrofilico final mientras que la mayor parte de la molécula es
hidrofébica. Por lo tanto, seria esta parte hidrofébica de la molécula la que podria
asociarse con la proteina sobre la interfase. Sin embargo, esta asociacién puede ser
diferente para un lipido soluble o insoluble, y dependera también de la relacion lipido-
proteina, entre otros factores.

6.4.3. Influencia del tipo de lipido y de la relacién lipido-proteina.

El comportamiento general analizado previamente depende de si el lipido es
insoluble en el medio acuoso y se esparce sobre la interfase cubierta por la proteina
(apartado 6.2) , o de si es la proteina la que se adiciona a una disolucién acuosa que
contiene al lipido previamente adsorbido sobre la interfase (apartado 6.3).

En el primer caso, como se observa con los sistema BSA-monoestearina y
BSA-monooleina (Figuras 6.6 a 6.8), las curvas de ¢ se asemejan a las de la proteina,
para las mayores concentraciones de ésta en el sistema y tienden al valor de la ESP del
lipido, cuando es ésta la especie que se encuentra en una mayor proporcion en la
mezcla de ambos tipos de emulsionantes. Este fendmeno proporciona una evidencia
poderosa de que la formacién de complejos- lipido-proteina puede quedar restringida,
en estos sistemas, a la zona de composicioﬁes intermedias deducida a partir de las
curvas de ¢ en funcion de la composicion relativa de la mezcla lipido-proteina (como

las representadas en las figuras 6.6 a 6.8).

El comportamiento de las mezclas BSA-Tween 20 es caracteristico (Bos et al,
1996; Dickinson y Woskett, 1986). En ausencia de proteina (apartado 6.3.1), la tensién
superficial se reduce gradualmente cuando se incrementa la concentracion de Tween
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20. El gradiente de reduccién de la tension superficial se reduce y la linea o-LogC se
hace horizontal a las mas altas concentraciones de Tween 20, cuando se sobrepasa el
valor de la CMC. El cambio brusco en la pendiente de la representacion de la tension
superficial en funcién de la concentracién de Tween 20, en las proximidades de la CMC
(Figuras 6.9 a 6.15), se corresponde con un incremento pronunciado de la cantidad
adsorbida (datos no mostrados). En contraste, la curva o—LogC en presencia de
proteina permanece en un valor relativamente constante a bajas concentraciones de
Tween 20, cuando el valor de ¢ es de alrededor de 50-55 mN/m, debido a la adsorcion
de Ia proteina sobre la interfase. |

Desde otro punto de vista, debido a las diferentes formas de las isotermas de
adsorcion de lipidos y de proteinas, la interaccion con la interfase depende, en gran
medida, de la concentracion relativa de ambos componentes. Por lo tanto, se puede
proponer, de acuerdo con los resultados obtenidos, distintos grados de asociacion

lipido-proteina, en funcién de la concentracion de aquel (C).

A) A C>> CMC la curva 6-LogC se asemeja a la del lipido puro, debido a
que la cantidad adsorbida se corresponde con una capa de lipido puro.

B) A la menores concentraciones de lipido, puede admitirse que este no se
adsorbe, aunque algunas moléculas del mismo se unan a la proteina, con una mayor
afinidad que por la interfase. Es decir, la interfase estar ocupada fundamentalmente
por la proteina, mientras que el lipido presente se unira fuertemente a la proteina -- por
interacciones electrostaticas' o polar:éfs en primer lugar, pero complementadas por
interacciones hidrofobicas -~ en el seno de la disolucion y sobre la interfase. En esta
situacion se daria la méxima cantidad de proteina adsorbida, mayor incluso que la

correspondiente a su adsorcion desde una disoluciéon de proteina pura. Este efecto

! Los tres lipidos polares estudiados son no iénicos, por lo tanto las interacciones electrostaticas
seran débiles.
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sinergista positivo se explicaria si se producen enlaces lipido-proteina en disolucion que

facilitarian la adsorcion de la proteina (Bos et al, 1996).

C) A concentraciones intermedias de lipido, se produce un cruce entre las
curvas o-C correspondientes al lipido puro y a la mezcla BSA-Tween 20. Este
fenémeno proporciona una evidencia suficiente de la formacion de complejos entre
ambos emulsionantes. En efecto, el cruce de las curvas es debido a la reduccion de la
concentracion de Tween 20 libre en disolucion, debido a que este lipido interacciona
con la proteina para formar complejos. Es decir, la composicion interfacial depende en
gran medida del balance entre el lipido adsorbido sobre la interfase y el que se une a la
proteina, como se ha observado sobre la interfase aceite-agua (Dickinson y Woskett,
1989). Para algunos sistemas (figuras 6.9 y 6.13), y en algunos puntos a lo largo de
esta seccion de la curva 6-LogC, la tension superficial de la mezcla lipido-proteina se
hace mayor que la del Tween 20, aunque en el primer caso existe una mayor cantidad
de emulsionantes. Este hecho podria ser debido a que las moléculas de lipido se unan
cooperativamente a la proteina y produzca el desplazamiento de segmentos
hidrofébicos de la proteina previamente adsorbidos sobre la interfase.

Por otra parte, la principal fuerza impulsora para la asociaciéon de moléculas
anfifilicas en el seno del agua es la reduccién del 4rea de contacto cadena
hidrocarbonada-agua. Esta misma fuerza impulsora podria favorecer el enlace de las
moléculas de Tween 20 con la region hidrofobica de la proteina en disolucion. Esto
podria explicar que el cruce de lineas se prgc}uzca precisamente a concentraciones de
Tween 20 inferiores pero cercanas al valor ae la CMC. Las proteinas contienen una
mezcla de grupos hidrofobicos y otros cargados eléctricamente, por lo tanto no es
sorprendente que se produzcan enlaces entre las moléculas del lipido y de la proteina
(Dickinson y Woskett, 1989; Goddard, 1986; Goddard y Pethica, 1951).

Una observacion interesante es la posibilidad de que la forma micelar del lipido

(de caracter hidrofilico) no interaccione con la proteina. Esto se deduce de la forma de
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las curvas 6-LogC: a concentraciones de lipido superiores a la CMC, la isoterma de
adsorciéon de la mezcla BSA-Tween 20 se corresponde con la del Tween 20.
Recuérdese que es en las proximidades de la CMC cuando se produce €l cruce de las
isotermas, en presencia de la proteina. Este fenomeno puede ser la consecuencia de la
existencia de enlaces lipido-proteina de tipo cooperativo, ya que tiene lugar en un

intervalo limitado de concentraciones.

Esta region de concentraciones de la mezcla BSA-Tween 20, en la que
coexisten las dos especies en la interfase, es de gran importancia ya que es en estas
concentraciones relativas de la mezcla de emulsionantes cuando la estabilidad del
sistema disperso (emulsion o espuma), frente a la coalescencia, se encuentra
fuertemente afectada (Bos et al, 1996). El incremento de las interacciones lipido-
proteina en esta region intermedia coincide también con el intervalo de concentraciones
de lipido en el que tiene lugar el desplazamiento de la proteina en emulsiones, como se
ha determinado por el método de agotamiento (deplecion) para mezclas de f-caseina y
B-lactoglobulina con distintos tensioactivos i6nicos (de Feijter et al, 1987). Estos datos
indujeron a los autores a especular que los enlaces proteina-tensioactivo en disolucion
podrian constituir la fuerza impulsora para la desorcion de la proteina, puesto que
cuando se incrementa la concentracion de tensioactivo se produce un desplazamiento
del equilibrio desde la proteina adsorbida sobre la interfase hacia la proteina

interaccionando con el lipido.

s

6.4.4. Influencia de la composicién del medio acuoso.

El desplazamiento superficial de la proteina por el lipido depende no solamente
del tipo de lipido y de su concentracion relativa en la mezcla lipido-proteina, como se
ha discutido previamente, sino también de la composicién del medio acuoso. En efecto,
la presencia de solutos en el medio acuoso puede favorecer la existencia de cambios

conformacionales en la proteina o, por el contrario, puede incrementar su estabilidad
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estructural, fendmenos ambos que pueden incidir sobre la existencia de interacciones

lipido-proteina.

Los complejos BSA-monoestearina y BSA-monooleina deben diferir, en
funcion de la presencia de etanol o de sacarosa en el seno de la fase continua, como
puede deducirse de las diferencias que se observan entre los valores de ¢~
correspondientes a las peliculas de BSA y BSA-monoestearina o BSA-monooleina,
sobre disoluciones acuosas de etanol (figura 6.4) y de sacarosa (figura 6.5). Puede
afirmarse pues, que los solutos presentes en la fase acuosa pueden alterar las
interacciones lipido-proteina y, ademés, pueden competir con el lipido por los puntos
de enlace con la proteina. De nuevo, en este caso el etanol y la sacarosa en la fase
acuosa se comportan de forma diferente. Si una region hidrofobica de la proteina es la
principal zona de enlace con el lipido, el resto hidrofobico del etanol podria ocupar el
area hidrof6bica de la proteina, mientras que el grupo polar hidrofilico del soluto podria
conferir solubilidad en el seno de la disolucion al complejo resultante.

Finalmente, Ilegados a este punto puede plantearse una cuestion tipica: jpuede
servir la simple medida de la tensién superficial o interfacial para establecer el
comportamiento de emulsiones o de espumas, que contienen mezclas de lipidos y de
proteinas?. Los resultados obtenidos en esta seccion -- sobre interacciones de BSA con
lipidos insolubles en condiciones din4dmicas (apartado 6.1) y en el equilibrio (apartado
6.2), o de BSA con un lipido soluble en el medio acuoso (apartado 6.3) --proporcionan
una fuerte evidencia de que pueden producirse interacciones lipido-proteina sobre la
interfase aire-medio acuoso, ademis de en el seno de la fase acuosa, y de que estas
interacciones, si existen, dependen del tipo de lipido -- fundamentalmente de si este es
soluble (y se adsorbe) o es insoluble (y se esparce) en el medio acuoso --, de la relaciéon
lipido-proteina y de la composicion del medio acuoso. Sin embargo estos resultados,
obtenidos mediante experiencias de tensiometria, no son totalmente concluyentes por si
mismos, siendo conveniente el uso de otras técnicas experimentalés complementarias,

que permitan profundizar en el conocimiento de las caracteristicas interfaciales de las
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peliculas mixtas lipido-proteina.

El comportamiento interfacial analizado en esta secciéon con mezcla lipido-
proteina es esencialmente similar al observado por otros autores con los sistemas Cy;E¢
+ BSA y CpE¢ + lisozima (Nishikido et al, 1982), 1-monocaproin + ovalbiimina
(Erickson y Hegg, 1985), monoestearina + caseina ( (Paquin et al, 1987), con mezclas
de mono y diglicéridos con caseina, con a—y P-lactoglobulina (Rahman y Sherman,
1982), etc. La existencia de interacciones entre emulsionantes puede repercutir sobre
las caracteristicas reologicas de la pelicula (Wiistneck y Miiller, 1986; Wiistneck et al,
1984, Doxastakis y Sherman, 1986) y , en {iltimo término, sobre la estabilidad de la
emulsion (Doxastakis y Sherman, 1984, ) o de la espuma (Clark et al., 1992, Coke et
al,, 1990, Sarker et al., 1995).

Debido a su importancia tedrica y préctica, precisamente por su relacion con la
estabilidad de emulsiones y espumas alimentarias, la transicién en la estructura de la
capa adsorbida sobre la interfase aire-agua de las peliculas mixtas, que se deriva de las
medidas de tension superficial, causada por una adsorcién competitiva entre lipidos y
proteinas, requiere un estudio mds detallado. Las interacciones lipido-proteina seran
tratadas también en los capitulos siguientes, con ayuda de técnicas experimentales
diferentes. En estas experiencias se analizardn las caracteristicas reologicas superficiales
(capitulo 7), y el drenaje en peliculas delgadas y la difusion superficial (capitulo 8), de
los mismos sistemas, en fincién de la composicién del medio acuoso ‘(presencia de

etanol y de sacarosa) y de la relacién lipido-proteina.

. "f
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