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RESUMEN

En este trabajo se estudid la estabilidad térmica de la lactoalbumina bovina en
presencia de diferentes concentraciones de polioles como: eritritol, xilitol, sorbitol,
inositol y glucosa y algunas caracteristicas del proceso de adsorcion de la proteina
en la interfase aire-agua en presencia de los cosolutos seleccionados. Para ello
fue necesario determinar la solubilidad del inositol a diferentes temperaturas con el
fin de establecer el rango de concentracion a utilizar en el estudio.

Los efectos de la concentracion de proteina, el pH, la velocidad de calentamiento y
la concentracion de calcio sobre los parametros de desnaturalizacion y la
reversibilidad de la proteina se determinaron en una primera instancia para
establecer las condiciones a las cuales se realizaria el resto del estudio.

La influencia de los cosolutos seleccionados sobre las propiedades estructurales
de la holo-a-lactoalbumina bovina se estudid por medio de espectroscopia de
Dicroismo Circular. Los resultados mostraron que estos cosolutos no afectan
significativamente las propiedades estructurales de la proteina.

Para el estudio de la influencia de los cosolutos seleccionados sobre los
pardmetros de desnaturalizacion de la apo-, holo-a-lactoalbumina y holo-o-
lactoalboumina en presencia de CaCl, se obtuvieron los perfiles de
desnaturalizacion a través de diferentes técnicas como espectroscopia de
dicroismo circular en el UV cercano y lejano, espectrofotometria de fluorescencia,
espectrofotometria UV-VIS y DSC. El uso de diferentes técnicas permitié concluir
que el proceso de desnaturalizacion se puede modelar como un proceso que
involucra dos estados, una sola etapa y que con las condiciones utilizadas en este
trabajo, no se presenta un estado intermedio tipo glébulo fundido, como se sugiere
ampliamente en la literatura. El efecto estabilizador de los cosolutos seleccionados
sobre la lactoalbumina es menor que el reportado para otras proteinas e incluso
algunos mostraron efectos desestabilizadores a bajas concentraciones. Esta
observaciéon se explicé en términos de la gran cantidad de elementos secundarios
presentes en el estado desnaturalizado de la proteina lo cual sugiere que esta
proteina presenta un estado desnaturalizado compacto lo que implicaria un
cambio de volumen y area pequefios durante el proceso de desnaturalizacion y
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posiblemente un efecto menor de estos cosolutos si se le compara con el efecto
que tienen sobre otras proteinas.

Los perfiles temporales de la tension superficial de las soluciones acuosas del
sistema proteina y cosolutos de estudio se determinaron a través de la técnica de
volumen de gota. Se observé un aumento de la presién superficial en la presencia
de todos los cosolutos de estudio. Los parametros de adsorcidn siguen un
comportamiento similar a los parametros de desnaturalizacion excepto para la
glucosa, la cual, entre los cosolutos seleccionados, es la que ejerce el menor
efecto sobre la adsorcion de la proteina en la interfase aire-agua. Los resultados
se interpretaron en términos de la influencia de los cosolutos sobre la estructura
del agua que rodea a la proteina.
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ABSTRACT

We studied the thermal stability of bovine lactalbumin in the presence of several
concentrations of erythritol, xylitol, sorbitol, inositol and glucose and some
characteristics of the adsorption of this protein at air-water interface in the
presence of the selected cosolutes. The inositol solubility at several temperatures
was measured to determinate the concentration range to be used in the
consequent study.

The effect of protein concentration, pH, heating rate and calcium concentration was
evaluated to establish the conditions to employ in the study. The influence of the
selected cosolute on the structural properties of the bovine holo-lactaloumin was
determined using circular dichroism spectroscopy. Results showed that these
cosolutes do not affect meaningly the structural properties of this protein.

Thermal denaturation profiles of the apo-, holo-a-lactaloumin and holo-a-
lactalbumin + CaCl, in the presence of the selected cosolutes were obtained using
several techniques such as far and near UV-CD spectroscopy, fluorescence
spectroscopy, UV/VIS spectroscopy and DSC. The results obtained with the use of
several techniques showed that the denaturation of lactaloumin can be modeled as
a two state process and that the presence of a molten globule as an intermediate
state was not detected. The stabilizing effect of the selected cosolutes on the
lactalbumin is lower than the reported for other proteins and even some of them
showed a destabilizing effect at low concentrations. These observations were
discussed in terms of the high content of structural secondary elements that the
lactalbumin shows in its denaturated state. This suggests a compact denaturated
state that implies a small change of area and volume upon denaturation which
could explain the minor stabilizing effect of these cosolutes on lactalbumin when
compared with the effect exerted on other proteins.

The surface tension time profiles of the aqueous solution of the protein + selected
cosolutes were determined using a drop volume tensiometer. In all cases, the
cosolutes increased the surface pressure of the protein. The adsorption
parameters showed a similar behaviour to the one showed by the denaturation
parameters, except for glucose that had the lowest effect on the adsorption of the
protein in the air water interface, among the cosolutes selected. The results were
discussed in terms of the effect of the cosolutes on the water structure around the
protein.
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1. INTRODUCCION

Las proteinas son uno de los sistemas que mas ha fascinado a la comunidad
cientifica debido al papel que juegan en los procesos biologicos, su alta
especificidad catalitica, su estructura tridimensional y a su autoorganizacion en
dicha estructura. Desde el punto de vista termodinamico la estabilidad de la
estructura tridimensional de las proteinas es apenas marginal, sin embargo, se
han identificado muchos tipos de interacciones que podrian estabilizar esta
estructura y los estudios actuales no han identificado aun una interaccion
estabilizador dominante, por lo que nuestra visién actual es que la estabilidad de
las proteinas es el resultado de un sinnimero de interacciones las cuales aportan
diferencialmente a la estabilidad de las macromoléculas. Dentro de todas estas
fuerzas involucradas en la estabilizacion de las proteinas, la interaccion con el
solvente y la forma como la presencia de otras sustancias cambia las
interacciones solvente-solvente parece jugar un papel fundamental en la
estabilidad de la conformacion nativa de ésta moléculas. El papel del solvente en
la estabilidad de las proteinas fue identificado desde muy temprano, y es dificil
pensar en una conformacion nativa fuera del solvente natural de estas
macromoléculas, el agua. Experimentalmente se ha encontrado que la adicién de
algunos compuestos a sistemas proteina-agua, y que cambian la estructura del
solvente, ocasionan cambios en la estabilidad térmica de las proteinas ya sea
disminuyendo la estabilidad del estado nativo o aumentandola. Se ha determinado
que éstos compuestos pueden interactuar directamente con la proteina o afectan
su estabilidad a través de cambios en la estructura del agua alrededor de la
macromolécula, sin embargo, los mecanismos por los cuales un cosoluto
estabiliza o desestabiliza una proteina alin no son claros. Este trabajo pretende
contribuir al conocimiento sobre el efecto de la adicion de polioles de cuatro, cinco
y seis carbonos y glucosa sobre la estabilidad térmica de la o-holo-lactoalbumina
para obtener informacion termodinamica sobre la extension de la estabilizacion de
la proteina en funcién del nimero de grupos hidroxilo y de la estructura en
solucion de los polioles y la glucosa. La proteina se escogié por ser una proteina
ampliamente estudiada con una estructura tridimensional ya determinada y por
qué la informacién en la literatura sobre el sistema lactoalbumina-cosolutos
escogidos-agua es escasa Yy no es sistematica.

En este trabajo se estudio la estabilidad térmica de la apo-, holo-a-lactoalbumina
y la holo-a-lactoalbumina bovina + CaCl, en presencia de diferentes
concentraciones de eritritol, xilitol, sorbitol, inositol y glucosa a pH 6.5 a través de
diferentes técnicas experimentales, asi como la influencia de éstos cosolutos



sobre la adsorcion de la proteina en la interfase aire-agua. El objetivo principal del
proyecto se centrd principalmente en el efecto de polioles y la glucosa sobre la
estabilidad de la holo-a-lactoalbumina, sin embargo, durante la investigacion se
decidié ampliar el alcance de la misma para comparar los resultados obtenidos
con ambas formas de la macromolécula y con la misma holo proteina pero en
presencia de calcio.

El trabajo puede dividirse en tres partes. En una primera etapa se determiné la
solubilidad del inositol a diferentes temperaturas, para establecer el rango de
concentraciones a utilizar para este poliol, y se consideré la influencia de algunas
variables como la velocidad de calentamiento, pH, concentracion de proteina y
concentracion de calcio sobre los parametros de desnaturalizacion de la proteina.
En una segunda etapa se determind la influencia de las diferentes
concentraciones de los cosolutos estudiados sobre las propiedades estructurales
secundarias y terciarias de la proteina, asi como el efecto de las diferentes
concentraciones de los cosolutos de estudio sobre la temperatura, entalpia,
entropia y energia libre de desnaturalizacion de la apo-, holo-lactoalbumina y la
holo-lactoalbumina en presencia de CaCl,. En una tercera etapa se estudio el
proceso de adsorcion de la proteina en la interfase aire-agua en la presencia de
las concentraciones seleccionadas de los cosolutos de estudio. Los resultados
obtenidos se discutieron en términos de las caracteristicas estructurales de los
cosolutos, la interaccidon cosoluto solvente y cosoluto proteina y a la luz de
diferentes teorias discutidas ampliamente en la literatura.

Los resultados muestran una menor estabilizacion por parte de los cosolutos para
esta proteina que para otras estudiadas previamente, probablemente debido a que
esta proteina en particular presenta un estado desnaturalizado con alta proporcion
de elementos estructurales secundarios. También se encontré que la extension de
estabilizacion que ejercen los cosolutos depende de la magnitud de la estabilidad
de la proteina en ausencia de los mismos. Los resultados de las mediciones de
adsorcion mostraron que todos los cosolutos aumentan la velocidad de adsorcion
y la presion superficial. Los resultados del estudio de desnaturalizaciéon pueden
correlacionarse con los de adsorcion para la mayoria de los cosolutos, excepto
para la glucosa. En términos generales, los resultados aqui obtenidos contribuyen
a la interpretacion del efecto que tienen el niamero de grupos hidroxilo y la
estructura en solucion del cosoluto sobre la estabilidad térmica de las proteinas y
el proceso de adsorcion de la misma en la interfase aire-agua, asi como la
influencia de las caracteristicas del estado nativo, el estado desnaturalizado y la
estabilidad inicial de la proteina sobre la extension de la estabilizacion ejercida por
estos cosolutos.



2. ASPECTOS TEORICOS

2.1. DESNATURALIZACION DE PROTEINAS

El plegamiento de las proteinas es el ejemplo mas sencillo de un sistema que se
auto-organiza, razon por la cual su estudio ha fascinado a la comunidad cientifica.
La estructura tridimensional que adoptan las proteinas en solucién es el resultado
de un delicado balance entre el efecto entropico que favorece el estado
desnaturalizado y de distintas fuerzas que incluyen interacciones de van der
Waals, hidratacion hidrofébica, enlaces de hidrogeno y puentes disulfuro, siendo el
balance entre estos efectos el que determina cual es la conformacion Unica mas
estable que se denomina estructura nativa. El efecto estabilizador dominante adn
no se ha identificado y es objeto de numerosos trabajos experimentales, tedricos y
computacionales, sin embargo, sea cual sea la respuesta, es impensable la
existencia de las proteinas fuera de su medio natural: el agua. Son las inusuales
propiedades de esta sustancia, incluyendo la formacion de enlaces de hidrégeno,
las que permiten que las proteinas puedan adoptar su conformacién nativa.

La estructura del agua juega un papel fundamental en la estabilidad de las
proteinas y cualquier alteracion se refleja en la estabilidad de las macromoléculas.
Por esta razén es de esperar que la adicién de cualquier sustancia que de alguna
forma modifica la estructura de la red de enlaces de hidrogeno del agua, también
modifique la estabilidad de los polipéptidos. Por otra parte, la similitud entre el
efecto de temperatura en la entalpia y la entropia de hidratacion de hidrocarburos
alifiticos y aromaticos y de proteinas, sugiere la hidratacion de estos grupos en
las proteinas, asi como la hidratacion de los grupos Polares juega un papel
fundamental en el desdoblamiento de las macromoléculast*.

El proceso por el cual se presenta la pérdida de estabilidad de una proteina es
consecuencia de cambios en su estructura tridimensional, lo que implica
desdoblamientos totales o parciales, se conoce como desnaturalizacion y se ha
relacionado con la pérdida de la actividad funcional de la proteina. El cambio en la
estabilidad de una proteina es una consecuencia de cambios en su estructura
nativa la cual es facilmente perturbada, lo cual puede ocurrir por factores fisicos
como presion, temperatura, pH, o por la adicion de compuestos o cosolutos que
pueden estabilizar el estado nativo de las proteinas (estabilizadores) o bien



favorecer el estado desnaturalizado sobre el estado nativo (desnaturalizantes). La
reversibilidad del proceso cuando se retiran las condiciones extremas depende de
la naturaleza de la proteina misma, y que los factores implicados no hayan
afectado definitivamente su estructura quimica.

La estabilidad conformacional de una proteina se define por la diferencia entre la
energia libre de Gibbs de los estados implicados. El desdoblamiento por efecto de
temperatura en el caso de proteinas pequefias es generalmente un proceso
cooperativo simple que puede ser representado por un modelo de dos estados en
el que asume que hay equilibrio entre el estado nativo y un estado desnaturalizado
o desdoblado™ 2.

Cuando la temperatura a la cual las proteinas presentan maxima estabilidad se
modifica, la estructura de la proteina cambia por desdoblamiento, los aminoacidos
hidrofébicos entran en contacto con el agua y la energia libre de Gibbs disminuye.
La pequefia diferencia de energia libore de Gibbs entre los estados nativo y
desnaturalizado de las proteinas se debe al hecho que las dos contribuciones son
grandes, y tienen signos opuestos y en consecuencia, tienden a complementarse
y a cancelarse. Este efecto, denominado compensacion entalpica-entropica se ha
estudiado ampliamente y se le han atribuido varias causas como el efecto
hidrofébico y el rompimiento/formaciéon de puentes de hidrégeno durante el
proceso de desnaturalizacion®*®. La desnaturalizacion térmica de las proteinas se
caracteriza termodindmicamente a través de tres parametros: la temperatura
media de desnaturalizacion, la entalpia de desnaturalizacion y el cambio en la
capacidad calorifica. El primer parametro se define como la temperatura a la cual
el 50 % de las proteinas en solucion se encuentran en estado nativo. La entalpia
de desnaturalizacion se interpreta como una medida de la cooperatividad del
proceso y el cambio en la capacidad calorifica es quizas el parametro mas
importante debido a su significado fisico, sin embargo, debido a la alta
incertidumbre asociada con su medida, es muy poco utlizado para la
interpretacion de los trabajos experimentales.

El desdoblamiento reversible de las proteinas en solucién es un proceso altamente
cooperativo que se estudia generalmente siguiendo el comportamiento de alguna
propiedad de la solucibn de proteina sensible a las modificaciones de su
estructura y por ello, los cambios observados puedan ser considerados como una
medida del avance de la transicion. En la desnaturalizacion térmica generalmente
se mide una propiedad espectroscopica como la absorbancia o fluorescencia y los
cambios de esta se relacionan con las propiedades termodinamicas del proceso
de desnaturalizaciéon. También se emplean técnicas calorimétricas que permiten



obtener directamente tanto la entalpia como la temperatura media de
desnaturalizacion. Para la interpretacion desde el punto de vista termodinamico,
es necesario que el proceso sea reversible, esto es, que el sistema se encuentra
en equilibrio y las concentraciones de todas las especies moleculares presentes
estan determinadas por el proceso termodinamico. Las proteinas son capaces de
replegarse espontaneamente si su estructura quimica no ha sido afectada
fuertemente después de. proceso de desdoblamiento En estas condiciones, una
vez se disminuya la temperatura por debajo de la temperatura media de
desna[t7l]JraIizacién la proteina adopta nuevamente su estructura tridimensional
nativa'".

Puesto que la estabilidad conformacional de las proteinas es consecuencia de
contribuciones entalpicas y entrépicas es de esperar que la adicion de cosolutos
gue afectan las interacciones proteina-agua y en consecuencia la hidratacion de la
macromolécula y que ademas pueden interactuar con la proteina tengan un efecto
importante en la estabilidad del estado nativo. La interaccidon cosoluto-agua y las
modificaciones que ella produce sobre la estructura del agua juegan un papel
fundamental en este proceso. La adicion de sustancias que favorecen la
estabilidad del estado desnaturalizado se ve reflejada en la disminucion de la
temperatura de desnaturalizacion de la proteina y si se agregan estas sustancias
en suficiente cantidad se observara la transicidon cooperativa caracteristica del
proceso de desnaturalizacién por desnaturalizantes. ®. Se ha encontrado que
algunos compuestos como la urea, alcoholes y el hidrocloruro de guanidina
disminuyen la estabilidad de las proteinas favoreciendo el estado desnaturalizado.
Para el caso de alcoholes la evidencia experimental muestra que su efectividad
como agentes desnaturalizantes aumenta con el incremento en la longitud de la
cadena hidrocarburo®®*Y.

Otras sustancias tienen efectos opuestos a los de los compuestos
desnaturalizantes, favoreciendo la conformacion nativa y aumentando la
temperatura media de desnaturalizacibn cuando se adicionan en cantidades
suficientes. Estas sustancias se les conoce como estabilizadores y si se
encuentran naturalmente en las células, se les llama osmolitos y se utilizan para
prevenir procesos de desnaturalizacion provocados por condiciones extremas. En
el caso de los compuestos polihidroxilados y azlcares, la evidencia experimental
sugiere una interaccion indirecta con la proteina mediada a través de los cambios
ocasionados en la estructura del agua, especificamente de las primeras capas de
hidratacién de la macromolécula™®*?.



2.1.1 Determinacion de los parametros de desnaturalizacion

Los cambios en la estabilidad de proteinas se reflejan en la energia libre del
sistema. Los parametros de desnaturalizacion se determinan ajustando los perfiles
obtenidos al seguir el cambio de una propiedad fisica del sistema con el cambio de
temperatura, a un modelo termodinamico de desnaturalizacion que asume que el
estado de la proteina en solucién en todo momento es un estado de equilibrio. La
mayoria de las proteinas pequefias con un dominio Unico, El proceso de
desdoblamiento reversible es un proceso cooperativo de dos estados

Para cualquier temperatura se considera que la sefial espectroscépica medida es
la combinacion lineal de las concentraciones de cada uno de los estados
multiplicado por la sefal correspondiente a la del respectivo estado a la
temperatura de la solucion.

El proceso de desdoblamiento para la mayoria de las proteinas pequefias ocurre a
través de un proceso de dos estados y solo coexisten las conformaciones nativa
(N) y desnaturalizada (D) en el equilibrio.*” Cuando la desnaturalizacién puede
ser representada por el modelo de dos estados, es decir por el equilibrio
termodinamico entre el estado nativo y el estado desnaturalizado o desdoblado de
la proteina en buffer a un pH definido, la constante de desnaturalizaciébn es la

constante aparente de equilibrio K, y se define como:

o (1)=LDl-F =R ®
[N] F-F

donde Fy y Fp son las sefiales espectroscopicas de los estados nativo y
desnaturalizado a la temperatura T, respectivamente y Fr es la sefal
espectroscopica de la solucién de proteina medida a la temperatura T. Como las
sefales espectroscopicas de la proteina en su estado nativo y desnaturalizado no
son independientes de la temperatura, se considera que presentan un
comportamiento lineal en funcion de la temperatura de la siguiente forma:

Fv = Fyo +MyoT 2

Fo = Fpo +Mp,T @)
donde Fno Y Fpo son los valores de la propiedad espectroscépica en T=0 para la
proteina nativa y desnaturalizada, respectivamente. myo Y Mpo son las pendientes
de las lineas de ajuste de la propiedad espectroscopica para la proteina nativa y
desnaturalizada, respectivamente. La temperatura media de desnaturalizacion, Ty,
se define como la temperatura a la cual las concentraciones de la proteina nativa y
la proteina desnaturalizada son iguales o lo que es lo mismo, la temperatura a la
cual el 50 % de la proteina se desnaturaliza. A esta temperatura la energia libre de
Gibbs, AG®, es cero:



AG®(T, )=AH®(T,)-T,AS°(T, ) =-RT, In(K,)=0 ®3)
a cualquier otra temperatura

AGO(T):—RTIn(Kd):—RTIn(m]z—RT In(';T it

[N]

D T

j:AHO(T)—TASO(T)

(4)

Donde AH° y AS° son la entalpia y entropia de desnaturalizacion,
respectivamente. Suponiendo que el cambio en la capacidad calorifica de
desnaturalizacion ACp es constante en el rango de tempertura, los cambios de

entalpia y entropia pueden calcularse como:

AH O(T): AH O(T )-{— ACD(T Tt )

AS°(T)=AS°(T,, )+ ACp |n(TLJ ©)

ref

Si se toma como temperatura de referencia la temperatura media de
desnaturalizacion y se combinan las ecuaciones anteriores, la propiedad
espectroscopica medida se puede relacionar con los parametros de
desnaturalizacion segun la ecuacion:

_ (FNO + mNT)+ (FDO +mpT )eA:O(Tl Ti” ] Agp(TMT B [T-Il:/l J]

|:T - 0
AH (1 1 ] ACp(TM—T (T D
—_— o — +In| —
R(TT,) R T Ty

(6)

Donde las temperaturas estan en una escala absoluta. Esta ecuacion fue la que se
utilizé para ajustar los datos de los perfiles de desnaturalizacion. El ajuste de los
datos a la ecuacion anterior se realizé utilizando el algoritmo de Levenberg-
Marquardt implementado en Origin® 7.0. Previo al ajuste, todos los datos fueron
normalizados entre 0 y 1, FT(norm), para facilitar el manejo de los mismos,

utilizando la ecuacién:

F.—F,
min 7
S W

max min

F, (norm) =



donde F,, y F,. sSon las sefiales espectroscopicas minimas y maximas dentro
del rango de temperatura utilizado para el ajuste, respectivamente.

Con los parametros ajustados se pueden calcular otras propiedades de interés. El
porcentaje de proteina desnaturalizada se determina como:

F-F
% Desn =100 ———N

Sy ®)

La energia libre de Gibbs en funcién de la temperatura se calcula como:

AG°(T)=-AH (T, )(T ;TM }+ACp{(T -T,)-T In(TLH (9)

M M

El ajuste de los parametros de desnaturalizacion se realiza utilizando cada uno de
los perfiles obtenidos con las diferentes técnicas y ajustando la entalpia, el cambio
en la capacidad calorifica y la temperatura media de desnaturalizacion de los
mismos perfiles simultaneamente.

Las anteriores consideraciones suponen que el proceso es reversible, esto es, que
el sistema se encuentra en equilibrio. La reversibilidad del proceso se puede
establecer a través de calentamientos sucesivos de la misma muestra y
comparando los parametros termodinamicos del proceso, tales como la entalpia
de desnaturalizacion, para cada uno de los calentamientos y/o enfriamientos de la
muestra. La reversibilidad del proceso de desnaturalizacion, Rev, se calcula como:

AH
Rev = L

(10)

1

donde AH, es la entalpia de desnaturalizacion del n-ésimo calentamiento de la
muestra.

2.2. ESTABILIZAQION DE PROTEINAS POR LA PRESENCIA DE COSOLUTOS
EN SOLUCION

La estabilizacion de la estructura de las proteinas en solucién por parte de algunas
sustancias es un hecho conocido hace ya varias décadas y este fendmeno se ha
aprovechado para proteger enzimas de los efectos adversos de temperaturas
extremas. Las principales sustancias que se utilizan para estabilizar térmicamente
las proteinas incluyen azucares, polioles, aminoacidos y compuestos de alto peso



molecular como el dextrano. Ellas no tienen efectos sobre la actividad biolégica
bajo condiciones fisiologicas y por ello se denominan osmolitos compatibles.

La estabilizacion de proteinas ha sido objeto de un fuerte trabajo cientifico tanto
desde el punto de vista experimental como tedrico. Los estudios experimentales
son muy variados e incluyen un gran niumero de proteinas y de cosolutos y han
dado origen a la formacién de diversas teorias que tratan de explicarlo!*®=%. La
mayoria de las observaciones experimentales muestran que los cosolutos
estabilizadores de las proteinas aumentan la temperatura media de
desnaturalizacion y la entalpia de desnaturalizacién pero tienen poco efecto sobre
la capacidad calorifica del proceso de desnaturalizacion, o al menos los cambios
observados se encuentran dentro de la incertidumbre experimental. Una de las
hipotesis fundamentales de todos los modelos y que se emplea frecuentemente en
los estudios de la influencia de cosolutos sobre la estabilidad térmica de proteinas
es que la adicion de cosolutos estabilizadores no afectan la estructura nativa de la
proteinal®!.

En el caso de los osmolitos de bajo peso molecular, se han planteado varias
teorfas!® 2* %! diferencia en la interaccién preferencial entre los estados nativo y
desnaturalizado de la proteina, exclusion estérica, aumento de la tension
superficial del solvente, andlisis de estrés osmatico, funciones de unién de Wyman
y equilibrio de intercambio de solvente. Sin embargo, el mecanismo de
estabilizacién no ha sido completamente dilucidado!® ** 32921 28] para cosolutos
de alto peso molecular, la teoria del abarrotamiento molecular o “crowding” es
aceptada ampliamentel® 7.

La teoria de la interaccion preferencial considera que los osmolitos son excluidos
de la superficie de la proteina debido a la incompatibilidad termodinamica entre las
dos sustancias. Esta incompatibilidad favorece la conformaciéon con menor area
superficial, es decir, la configuracion nativa. La exclusion de los osmolitos
estabilizadores del dominio inmediato de la proteina y la estabilizacion de la
misma se ha relacionado con el aumento de la tension superficial que produce el
cosoluto sobre el solvente!?®3%. Una observacién que le da fuerza a esta teoria es
que se ha mostrado que la desnaturalizacion térmica sucede con energia
superficial constante! 2. La teoria de estrés osmético ha sido identificada como
equivalente a la teoria de interaccion preferencial desde el punto de vista de la
teoria de Kirwood-Buffl®* *3|. Las dos teorfas utilizan ecuaciones similares para la
explicacion de los fendbmenos de interaccion de proteinas con otras sustancias o
con otras proteinas, sin embargo, la interpretacion de los pardmetros de las
ecuaciones son diferentes y Shimizu®®® mostré que la aplicacién de la teoria de



Kirwood-Buff conduce a una interpretacion inequivoca de los mismos. Por otra
parte, la teoria de volumen excluido afirma que la exclusién de los cosolutos del
dominio de la proteina se debe puramente a efectos estéricos, derivados del
mayor tamafio de los cosolutos, cuando se comparan con el tamafio de las
moléculas de agua. Las funciones de unidn de Wyman relacionan los equilibrios
termodinamicos entre dos estados conformacionales de proteinas que exhiben
cooperatividad, los cuales pueden unir pequefias moléculas siendo los sitios de
union equivalentes e independientes. Para su aplicacion a la estabilizacion de
proteinas es necesario incluir en el equilibrio al agua como ligando. Todas estas
teorias explican de forma satisfactoria la mayoria de las observaciones
experimentales, sin embargo, la manera en la cual la estabilizacion deberia
interpretarse aln es materia de controversia'®.

Se ha encontrado que los alcoholes monohidricos desestabilizan las proteinas,
mientras que los polioles y los azticares presentan un efecto estabilizador®®. El
efecto de estabilizaciéon depende de la concentraciéon del osmolito, siendo mayor a
medida que aumenta la concentracion. En el caso de los polioles, el efecto
estabilizador parece aumentar con el nimero de grupos hidroxilo del poliolt** % 34
%l Otra observacion experimental importante es que estas sustancias son
excluidas del dominio de la proteina nativa, pero no de del dominio de la proteina
desnaturalizada, por lo que se ha propuesto la diferencia de compatibilidad
termodinamica entre los estados nativo y desnaturalizado de la proteina como la

causa de la estabilizacién de las proteinas en presencia de estos osmolitos!*® 26 3¢
37]

2.3. ADSORCION DE PROTEINAS EN LA INTERFASE AIRE-AGUA

La adsorcion de proteinas en agua y en soluciones acuosas se ha investigado
ampliamente debido a su importancia en muchos procesos en las industrias
alimenticia, farmacetica, cosmética y de recubrimientos®®. Debido a la presencia
tanto de grupos polares como grupos no polares, las proteinas son moléculas
amfifilicas que se concentran en la interfase aire/agua y se comportan como
surfactantes disminuyendo la tension superficial del agua. Por esta razén se usan
como estabilizadores de dispersiones tales como espumas y emulsiones. La
capacidad surfactante de las proteinas depende de varios factores moleculares
entre los que se cuentan: tamafo, carga, caracteristicas de la estructura,
hidrofobicidad e hidrofilicidad®®. En la mayoria de los casos el efecto de cada
factor es de dificil evaluacion y las diferencias en la actividad superficial de las
proteinas son funciones complejas de sus propiedades moleculares.
Adicionalmente, la complejidad del proceso se incrementa ya que la molécula de
proteina generalmente sufre cambios conformacionales que pueden llevar a su
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desnaturalizacion. Por esto y a pesar de recibir una gran atencion, el problema
general de predecir cuantitativamente la cantidad adsorbida de una proteina dada
en una interfase esta lejos de solucionarse, aunque se han realizado algunos
intentos de correlacionar estos factores!*” (Figura 1).

La adsorcién de proteinas es un proceso que depende de la estructura de la
proteina, de las fuerzas intermoleculares entre las moléculas adsorbidas y el
solvente, las interacciones soluto-soluto y solvente-solvente y la presencia de
cosolutos. La actividad superficial de una proteina estd gobernada por la
hidrofobicidad de su superficie y la flexibilidad de la molécula. La hidrofobicidad de
la superficie controla la tendencia de la molécula a adsorberse en la interfase
mientras que la flexibilidad ayuda a la molécula a aumentar el tiempo de
residencia en la superficie debido a que ésta se desdobla parcialmente al
adsorberse*“3. Por estas razones las capas de proteina adsorbida difieren en
muchos aspectos de las de los surfactantes comunes: el area superficial molar de
la proteina es grande si se compara con otros surfactantes y ademas puede variar
en el proceso; esto y el mayor nimero de configuraciones de la proteina adsorbida
con respecto a la proteina en el seno de la solucion, tiene como consecuencia un
aumento en la no idealidad de la entropia superficial de la capa adsorbida®®.

Figura 1Y, Esquema de la reorganizacién de la proteina adsorbida en la interfase
aire-agua

Cobertura baja aire

O )

Cobertura alta

agua

La adsorcion de las proteinas sobre las superficies es un fenomeno que involucra
varios procesos que pueden darse en forma consecutiva o competitiva: procesos
de difusion de la macromolécula desde el seno de la solucién hasta la interfase y
unién a la misma, penetracion de nuevas moléculas en la capa adsorbida y
rearreglo de las moléculas adsorbidas®®. Algunos autores incluyen un cuarto paso
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de desnaturalizacion de la proteina en la interfase y una etapa inicial de
induccion, donde no se presentan cambios en la tension superficial de la solucién,
la cual se ha observado exPerimentaImente en varios sistemas y se ha discutido
ampliamente en la literatura’®®. El fenémeno de adsorcién en la interfase aire/agua
es un proceso dinamico lento que puede tomar desde varios segundos hasta
varios dias para alcanzar el equilibrio. El tiempo de cada etapa depende de las
propiedades fisicas de la proteina y de las condiciones experimentales tales como
pH, fuerza idnica, temperatura, concentracion de proteina y propiedades del
solventel*?,

La evolucion temporal de la tension superficial de las soluciones de proteina
depende del efecto dominante durante el intervalo de tiempo considerado y varios
modelos se han propuesto para explicar los comportamientos observados. En las
etapas iniciales a presiones superficiales bajas y si la concentracion de proteina es
baja se asume que no hay conveccion debido a gradientes térmicos o de
concentracion y en consecuencia, la velocidad de adsorcion es controlada por el
proceso difusivo ]y puede describirse segun Ward y Torday a través de las
ecuacionest®® 447

1/2
r= 2cb[f—lt4j (11)
1/2
7= 2Rch(3D—12) (12)

Donde, 7" es la concentracién superficial de proteina, C, es la concentracion de
proteina en el seno de la solucién, D la difusividad de la proteina en la solucion, t
es el tiempo, R la constante de los gases y x es la presion superficial, definida
como la diferencia entre la tension superficial del solvente, y, y la tension
superficial de la solucion de proteina, y: 7= y,- 7. Si se forma una barrera para la
absorcion después de un tiempo finito, se puede describir la velocidad de
adsorcion a traves de:

ar |
— =ke'" 13

a
Generalmente, la presion superficial sigue aumentando incluso después que la
concentracion superficial alcanza un valor constante lo que se relaciona con los
cambios conformacionales que se llevan a cabo en la Ultima etapa de

adsorcion®. La adsorcién y rearreglo de las moléculas adsorbidas en una o dos
etapas se representa por ecuaciones semiempiricas de primer orden:
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_ _ —k(t-tp)

T =7, —T7,e (14)

donde =# y m son las presiones superficiales en el tiempo final e inicial de
adsorcion de cada etapa, respectivamente. 7 es la presion a cualquier tiempo, to es
el tiempo inicial, t es el tiempo medido de formacion de la interfase y k es la
constante de velocidad de primer orden.

2.3.1 Adsorcién de proteinas en la interfase aire-agua en presencia de cosolutos

La influencia de algunos cosolutos sobre la estabilidad de las proteinas se ha
relacionado con el aumento en la tensién superficial que estos ocasionan en el
solvente; ademas es de esperarse que estos cosolutos tengan efecto sobre la
dindmica de adsorcion de las proteinas sobre la interfase aire-agua.

El efecto de algunos azlcares sobre la velocidad de adsorcion de la albamina de
suero bovino en la interfase aire-agua mostré una disminucién en el coeficiente de
difusion efectivo de la proteina en presencia de los carbohidratos estudiados
comparado con el coeficiente de difusion medido en agua*”. Los resultados
indican que esta disminucion de la difusividad en presencia de estos azucares no
puede interpretarse solamente por el aumento de la viscosidad de la solucién y se
sugirio que el efecto observado se debia a la interaccion preferencial de los
azucares con la proteina y al aumento de la hidrofilicidad de las superficies de la
macromolécula debido a la hidratacién preferencial. Por otra parte, estudios de
adsorcion de mezclas de proteinas de soya y algunos polisacaridos y B-caseina?/
goma ardbiga mostraron una adsorcién competitiva entre las dos especies!*® 4%,
sin embargo otro estudio® sugiere que las observaciones experimentales del
comportamiento de la adsorcion de soluciones mixtas de polisacaridos y proteinas
puede explicarse por la formacion del complejo proteina-carbohidrato que se
adsorbe en la interfase. Baeza et. al® propone la presencia de efectos de
exclusion de volumen en la interfase aire agua para los sistemas proteina-
polisacaridos fendbmeno que se ha propuesto como mecanismo de estabilizacion
para este tipo de compuestos. La determinacion del mecanismo dominante
requiere de mas trabajo experimentalt*®.

Por otra parte el estudio de la adsorcion en la interfase aire-agua de mezclas de
surfactantes como el dodecilsulfato de sodio (SDS) y proteinas globulares como
la lisozima muestran que las observaciones experimentales pueden explicarse en
términos de la adsorcion en la superficie de la proteina, el surfactante y del
complejo proteina-surfactante®.
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2.4. a-LACTOALBUMINA BOVINA

La a-lactoalbumina es una proteina globular pequefia que se encuentra en el
suero de leche y que puede unirse con varios cationes, entre los cuales se
encuentran el calcio, magnesio, manganeso, sodio y zinc. Esta proteina se ha
estudiado ampliamente, por lo que puede considerarse una metaloproteina
modelo para estudios termodinamicos®® 4. Esta constituida por 123 aminoacidos
y tiene un peso molecular préximo a 14 kDa (14178,8 Da)®. La a-lactoalbimina
posee dos formas dependiendo de si se encuentra unida al Ca®* (forma holo) o no
(forma apo)®®°8. Desde el punto de vista termodinamico la unién del i6n calcio
estabiliza la proteina aumentando la temperatura de desnaturalizacion y la energia
libre de Gibbs. Estructuralmente, sin embargo, los cambios son relativamente
pequefios: las moléculas de agua que forman la esfera de coordinacion del i6n
calcio desaparecen en la estructura de la apo-a-lactoalbimina y la ausencia de
calcio resulta en un aumento de movilidad de los 4&tomos de la cadena principal y
laterales del sitio de unién del Ca**, pero una disminucién en la movilidad del
I6bulo B 1. En este sitio de union fuerte del calcio de pueden unir ademas otros
cationes como el Na*, Mn** y Mg®*. Ademaés, posee un sitio de unién secundario
del Ca** y otro sitio de unién del i6n zn**®Y El punto isoeléctrico de la o-holo-
lactoalbiimina se ha reportado como 4,2-4,8°?, siendo el valor mas utilizado en la
literatura el de 4,57 3% E| punto isoeléctrico de la a-apo-lactoalbimina se ha
reportado como 5,17 8 Alrededor del punto isoeléctrico se reportd la
disminucién considerable de la solubilidad de la proteina y el aumento de la
tendencia a agregarse y formar dimeros solubles, especialmente en la zona acida
inmediatamente por debajo del punto isoeléctrico®® . Por encima de pH 5,1 la o-

lactoalbumina se encuentra en su forma monomeérica, por lo menos hasta pH
8,1[65, 66]

2.4.1 Estudios de desnaturalizacion

Son muchos los estudios que se han realizado sobre el proceso de
desnaturalizacion de la lactoalbumina (LA), principalmente porque los resultados
de los experimentos de desnaturalizaciébn en presencia de pequefias cantidades
de calcio en las soluciones de apo-LA sugieren que el proceso de desdoblamiento
ocurre en dos etapas, planteandose la existencia de un estado intermedio
conocido como “glébulo fundido” definido como una estructura secundaria tipo
nativa con cadenas laterales desordenadas. La busqueda de este estado
intermedio y su identificacion con el “glébulo fundido” incentivaron el estudio del
proceso de desnaturalizaciébn de la proteina en diversas condiciones de pH,
concentracion de proteina y desnaturalizantes. En la Tabla 1 se muestran los

14



resultados de algunos estudios de desnaturalizacion realizados con la LA. En
algunos de ellos, realizados con condiciones controladas de concentracion de
calcio se observa que en algunos casos se proponen estados intermedios para la
desnaturalizacion de la LA.

Tabla 1. Resultados de diferentes estudios realizados sobre el proceso de
desnaturalizacion de la a-lactoalbamina bovina.

Forma de la | Numero de | Condiciones Referencia
lactoalbumina | estados

involucrados en el
proceso de
desnaturalizacion

Apo 2 Tm = 345 °C + 0.7 °C, Tampoén | [69]
cacodilato 10 mM + EDTA 1 mM pH 6.0

Holo 3 Tml = 47 °C + 2.6 °C, Tm2 = 67.5 °C + | (6]
1.3 °C, Tampo6n cacodilato 10 mM +
CaCl, 9 mM pH 6.0

Holo 2 Tm > 70 °C, Tampoén cacodilato 4 mM + | [70]
10 mM CacCl, pH 6.8

Apo 3 Diferentes condiciones [71]

Holo 2 Diferentes condiciones [71]

Apo 2 Tm = 20 °C, THAM-HCI 10 mM + 1 mM | [72]
EDTA pH 8.0

Holo 3 Tml = 41 °C, Tm2 = 67 °C,THAM-HCI | ["Z]
10 mM + 9 mM CacCl,, pH 8.0

Apo 2 Tm = 30 °C, Dispersion en agua [56]

Holo 2 Tm = 58 °C, Dispersion en agua [56]

Apo 3 Borato 10 mM + 1 mM EGTA, pH 8.1 (73]

Apo 2 Tris HCI pH 8.0 [74]

Holo 2 Tris HCI pH 8.0 [74]
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2.4.2 Desnaturalizacion térmica en presencia de cosolutos

A pesar de que los estudios de desnaturalizacion de la LA son abundantes,
sorprendentemente, los estudios de desnaturalizacion de la LA en presencia de
cosolutos son menos frecuentes, posiblemente debido a los resultados
contradictorios sobre el numero de estados involucrados en el proceso de
desnaturalizacién. Una investigacion muy pertinente es el de Sekhar y Prakash!™
en el cual se estudio el efecto del glicerol, sorbitol y la sacarosa sobre las
propiedades termodinamicas de la LA a pH 7.0 y sobre algunas propiedades
fisicoquimicas de las soluciones mixtas de éstos cosolutos y la proteina. Estos
autores concluyen que estos cosolutos no afectan la estructura de la proteina y
que la estabilizan termodinamicamente aumentando su temperatura de
desnaturalizacion debido al fortalecimiento de la estructura del agua alrededor de
la proteina que estos ocasionan.

A pesar de lo anterior, varios autores plantean que los intentos para establecer un
estado intermedio estable han sido infructuosos y lo que se encuentra son estados
parcialmente desdoblados que no corresponden a un estado estable!!.

Otros estudios incluyen la interaccion con desestabilizadores como el hidrocloruro
de guanidinal’®, bromuro de tetraetilamoniol’” y acidos grasos!’®, y estabilizadores
como carbohidratos®” y aminoacidos!®. En el caso de los cosolutos
desestabilizadores se encontré una fuerte interaccion proteina-osmolito, mientras
gue la evidencia experimental muestra que los osmolitos estabilizadores son
excluidos del dominio de la proteina.

2.4.3 Adsorcién en la interfase aire-agua

El proceso de adsorcién de la lactoalbumina es solucion acuosa en la interfase
aire-agua muestra que su comportamiento esta dominado por interacciones
atractivas; la actividad superficial es menor a pH neutro y a pH 6.5 la carga neta es
alrededor de -3.5%% %8082 Algunas caracteristicas del proceso de adsorcion de la
LA son®®" 8l no muestra la fase de lag que muestran otras proteinas, presenta un
rapido desdoblamiento en la interfase, a concentraciones superficiales altas la
proteina cambia su orientacion en la interfase, la proteina no se desdobla
completamente en la interfase y las caracteristicas del proceso de adsorcion son
altamente dependientes de las condiciones de pH, fuerza iénica y del estado inicial
de la proteina.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. REACTIVOS

Los reactivos eritritol 99.9 %, xilitol 99 %, sorbitol 99.9 %, inositol 99 %, glucosa
99.9 % y a-lactoalbimina bovina (100 % por SDS-PAGE) Tipo | (2 moles de Ca** /
mol de proteina) se adquirieron de Sigma y se utilizaron sin mayor purificacion.
Todas las demés sustancias usadas en el estudio fueron de grado analitico. Los
tampones se prepararon en agua doblemente destilada y desionizada con
conductividad inferiora 2 pS/cm. La lactoalbumina liofilizada se almacend en
nevera a 253 K. Los polioles y la glucosa se almacenaron en desecadores a
temperatura ambiente.

3.2. EQUIPOS

e Balanza Mettler AT 261 de rango dual con precisién de 1x10®° g para el
rango entre 0-60 g y de 1x10™ g para el rango entre 60-200 g.

e Espectrometro de dicroismo circular CHIRASCAN de Applied Photophysics
con control de temperatura Peltier con precision de 0.1 K para la
temperatura.

e Espectrofluorometro Aminco-Bowman Series 2 de fluorescencia con control
de temperatura Peltier con precision de 0.1 K en el control de temperatura.

e Espectrofotometro UV-VIS de doble haz Lambda 20 con bafio de circulacion
con precision de 0.1 K para el control de temperatura.

e Calorimetro diferencial de barrido VP-DSC de MicroCal System.

e Tensidbmetro de volumen de gota Lauda TVT-2 con bafio de circulacion con
precision de 0.1 K para el control de temperatura.

e Densimetro DMA5000 de Anton Paar con control de temperatura de 0.01
K.

e pH-metro con sensibilidad de 0.01 unidades de pH y medidor de
temperatura integrado.
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3.3. METODOS EXPERIMENTALES

3.3.1 Preparacion de soluciones

Todas las soluciones se prepararon por pesada. El agua que se utilizé para la
preparacion de soluciones fue tratada con KMnO, y doblemente destilada Y
desionizada, de acuerdo con los procedimientos reportados en la literatural®
Durante el estudio se utilizaron diferentes tampones que fueron preparados a
partir de soluciones madres de los distintos acidos o bases y sus respectivas
bases 0 acidos conjugados, las cuales fueron diluidos hasta las concentraciones
requeridas y mezclados en proporciones adecuadas para obtener el pH de trabajo.

Las soluciones de los cosolutos de estudio se prepararon disolviendo cantidades
adecuadas de los polioles y la glucosa en agua o en el respectivo tampdn. Las
concentraciones de los polioles utilizadas en este estudio fueron: 0.3000, 0.6000,
0.9000, 1.2000 y 1.5000 mol/kg para el eritritol, xilitol, sorbitol y la glucosa y
0.1500, 0.3000, 0.6000, 0.7500 y 0.8500 mol/kg para el inositol. En el caso de los
estudios realizados en tampoén fosfato las concentraciones de los polioles que se
estudiaron fuero 0.5000, 1.0000, 1.5000 y 2.0000 mol/kg.

La proteina se peso y disolvio en las soluciones de los polioles y la glucosa hasta
las concentraciones requeridas. La estabilidad del pH después de la adicion de los
cosolutos y la proteina fue verificada con un pH-metro. La concentracion de
proteina se determind a través de espectroscopia UV utilizando los coeficientes de
extincién reportados en la literatura (E10,=20.9 g* L cm™ ®'y 20.1 g* L cm™ %3
280 nm para la holo-LA y apo-LA, respectivamente). La concentracion de proteina
se calculé como

[proteina] = (15)

donde [proteina] es la concentracién de proteina en moles/litto y A es la

absorbancia de la solucién de proteina. En este trabajo se considera que la forma
predominante de la proteina es la apo-lactoalbumina cuando el tampon contiene
EDTA.
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3.3.2 Solubilidad

La solubilidad del inositol en agua se determiné a diferentes temperaturas
utilizando un método gravimétrico. Se agregaron cantidades en exceso de inositol
al agua destilada y desionizada y la suspension resultante se introdujo en un bafio
termostatado a la temperatura seleccionada. La solucion se agité continuamente.
Las muestras se tomaron cada 24 horas utilizando una jeringa de vidrio con una
aguja de acero inoxidable y papel de filtro cuidadosamente colocado entre ambas
piezas. El procedimiento para la toma y manejo de la muestra fue el siguiente: la
agitacion se detuvo 5-10 min antes de proceder a tomar la muestra la cual se
introduce en un vial seco previamente pesado. La muestra se pesa y se introduce
en un horno a 45 °C durante toda la noche. Posteriormente, la muestra se seca a
105 °C, se extrae del horno, se deja enfriar en un desecador y se pesa. La
muestra se reintroduce en el horno a 105 °C y se repite el procedimiento hasta
tener peso constante®’. La masa de la muestra asi determinada se considera
como la cantidad de inositol disuelto en la solucion acuosa saturada. La solubilidad
de inositol en agua se expresa como fraccion masica y se calcula como:

. masa de inositol seco
solubilidad = (16)
masa de la muestra

Se considera que se ha llegado a la concentracion de equilibrio cuando las
muestras tomadas dos dias consecutivos arrojan el mismo valor de solubilidad. La
variacion de la entalpia de solucién del inositol en agua con la temperatura se
puede expresar utilizando la ecuacion:

din(x)  AH,
d@w/T) R a7

Donde x es la fraccion molar del soluto, R la constante de los gases y AHgq la
entalpia de solucion. Si dentro del rango de temperaturas estudiado la entalpia de
solucion es constante, una grafica del logaritmo natural de la solubilidad en funcion
del inverso de la temperatura absoluta mostrara una tendencia lineal con
pendiente igual a —4Hso/R. La entalpia de solucién se calcula entonces como:

AH,, = —R(j ('1”/(;(9 (18)
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3.3.3 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Los ensayos para la determinacion de los parametros de desnaturalizacion de la
apo y holo a-lactoalbumina en tampén fosfato y acetato se llevaron a cabo en un
espectofotometro UV-VIS lambda 20 de doble haz utilizando celdas gemelas de
cuarzo con tapones y longitud de paso de luz de 10.00 mm. Los espectros de
absorcion y los perfiles de desnaturalizacion fueron obtenidos a través de un
computador utilizando el software del equipo: UVlambda. Los datos, para su
tratamiento, se guardaron en formatos universales (csv o RTF) y fueron tratados
utilizando Excel® (Microsoft) y Origin® 7.0 (OriginLab Corporation). En estos
experimentos se utilizd tampon fosfato 10 mM pH 6.50 como solucion para
disolver los cosolutos y la holo a-lactoalbumina. En el caso de los estudios
realizados con los cosolutos de estudio y la apo-lactoalbumina el tampdn que se
utilizé fue tampon fosfato 10 mM + EDTA 1 mM.

Se obtuvo el espectro de absorbancia entre 190 nm y 700 nm y se determinoé la
longitud de onda donde la proteina posee la mayor absorcion utilizando como
referencia el tampon en que la proteina se encontraba disuelta. A esta longitud de
onda se realiz0 el seguimiento de la desnaturalizacion de la proteina con la
temperatura. La temperatura de la muestra dentro de la celda se controlo
utilizando un dispositivo peltier con una precision de 0.1 K programado para una
rampa de temperatura entre 293 K y la temperatura final de calentamiento, con
una velocidad de calentamiento de 1 K/min. Para la obtencion de los perfiles de
desnaturalizacion se utiliz6 como referencia la proteina disuelta en el buffer en su
estado nativo a temperatura ambiente. La solucidon de proteina se prepard por
pesada: 2.00 mg de proteina se pesaron en la balanza analitica y posteriormente
se disolvio en las cantidades adecuadas de la solucion del tampdn o en la solucion
del osmolito de estudio disuelto en el respectivo tampon.

Para establecer la reversibilidad del proceso se utilizo la siguiente ecuacion:

Rev = (29)
donde AH(T

primer calentamiento de la muestra y AHS(Tm) es la entalpia que se obtiene al

someter la misma muestra a un segundo calentamiento después de haber estado
5 minutos a la temperatura final de calentamiento.

) es la entalpia de desnaturalizaciéon que se calcula a partir del

m
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3.3.4 Espectrofluorometria

Los espectros de fluorescencia y los perfiles de desnaturalizacion se obtuvieron en
un espectrofluorbmetro Aminco-Bowman Series 2, equipado con un portacelda
termostatado con un bafio de circulacion forzada. La temperatura de la solucion
fue monitoreada dentro de la celda a través de un termopar. Los datos de emision
de fluorescencia y temperatura fueron tomados manualmente. La longitud de onda
excitacion fue de 280 nm con un ancho de banda de 2 nm, la longitud de onda
monitoreada fueron 320 y 360 nm con un ancho de banda de 4 nm. La velocidad
de calentamiento de la muestra fue 1 K/min.

3.3.5 Espectroscopia de dicroismo circular

La espectroscopia de dicroismo circular (DC) tiene su fundamento en las
propiedades que tienen algunos atomos o grupos de atomos de absorber en
diferente proporcion la luz polarizada circularmente a la derecha y a la izquierda,
cuando éstos se encuentran en un ambiente asimétrico. En el caso de las
proteinas, las cadenas laterales y principalmente los residuos triptéfano y tirosina
presentan diferente absorcion de luz polarizada circularmente a la izquierda y a la
derecha en el UV cercano y los grupos constituyentes de la cadena principal lo
hacen en el UV lejano, siendo el espectro de absorcion en esta ultima region
caracteristico de las propiedades estructurales secundarias de las proteinas. Para
la determinaciéon de las propiedades estructurales de una proteina el espectro de
dicroismo circular de la proteina problema se compara con los espectros de
dicroismo circular de un conjunto de proteinas de referencia para las cuales se
conoce su estructura cristalina, a este proceso de calculo se le llama
desconvolucion y se realiza a través de diferentes programas disponibles. En la
Figura 2 se muestran los espectros de dicroismo circular calculados para los
elementos estructurales mas frecuentes encontrados en las proteinas. Los perfiles
DC-UV de estructuras secundarias tipo a-hélice se caracterizan por un maximo en
190 nm y dos minimos a 208 y 222 nm, mientras que los perfiles de estructuras
se reconocen por presentar un maximo a 195 nm y un minimo a 217 nm. A
diferencia de los elementos estructurales o-hélices y hebras B, la estructura
desorganizada presenta un minimo en el rango de 190-200 nm. Estas diferencias
entre los perfiles de DC-UV para los diferentes elementos estructurales, permiten
vislumbrar el tipo de estructura predominante en una proteina analizando el
espectro de DC en el UV lejano.

En este trabajo se utilizé la técnica de espectroscopia de dicroismo circular para
estudiar la influencia de los cosolutos escogidos sobre las propiedades
estructurales secundarias y terciarias de la LA en solucion y verificar asi la
hipotesis de que estos cosolutos no alteran la estructura de la proteina.
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Figura 2. Espectro de Dicroismo Circular en el ultravioleta lejano para los perfiles
de estructura secundaria de a-hélices (o), estructuras B (B) y desordenadas (r)!"..
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Los espectros de dicroismo circular se obtuvieron en un espectrometro de
dicroismo circular Chirascan de Applied Photophysics Ltd. (Surrey, United
Kingdom) en el UV cercano y en el UV lejano. Este equipo esta equipado con un
control de temperatura peltier y algunos experimentos fueron realizados con un
portaceldas con espacio para 4 celdas. Los espectros y perfiles de
desnaturalizacion se adquirieron a través de un computador utilizando el software
del equipo: Pro-Data Viewer. Para lo obtencion de los espectros se utilizaron
diferentes celdas con diversas longitudes de paso de luz (0.10 - 10.00 mm) con el
fin de minimizar la fuerte absorcién de algunos tampones o cosolutos a bajas
longitudes de onda. Los espectros se obtuvieron a 298.15 + 0.1 K, excepto el
espectro del inositol 0.9000 mol/kg debido a la baja solubilidad del inositol por lo
que se obtuvo a 303.15 + 0.1 K. Las lineas base se obtuvieron utilizando
soluciones de los tampones o de los osmolitos disueltos en los tampones sin
proteina. Los datos obtenidos en cada experimento son el resultado del promedio
de 4-12 corridas con tiempos de exposicidn totales por punto de 10-15 s, tanto de
la linea base como de la solucion que contiene la proteina. Se utilizé un tamafio de
paso de 0.5 nm para la obtenciéon de los espectros. La elipticidad molar, [9] se

determind usando la siguiente ecuacion:

6/1000

[6]=100 VY (20)

r
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donde @ es la elipticidad en miligramos, | es la longitud del paso de luz, M es la
concentracion molar de la muestra y N, el nimero de residuos de la proteina.

Para el proceso de deconvolucion es necesario expresar la elipticidad molar como
absorbancia molar a través de la ecuacion:

A1) = % 21)

Los espectros de dicroismo circular obtenidos en el UV lejano se sometieron a un
proceso de deconvolucion con el uso de los softwares CDPro y CDNN. El primero
de ellos es en realidad de la compilacion de tres algoritmos para la deconvolucién
de espectros de dicroismo circular para proteinas: SELCON3, CONTIN vy
CDSSTR. El software CDNN es un algoritmo licenciado que esta disponible en el
paquete de aplicaciones del espectrometro de dicroismo circular. En todos los
casos se utilizd la base de datos con mayor nimero de proteinas y con el rango de
longitudes de onda medido experimentalmente. Los resultados obtenidos con los
programas fueron normalizados, debido a que generalmente, la suma de los
porcentajes de cada uno de los elementos estructurales arrojado por los
programas no es exactamente 100 %.

Los perfiles de desnaturalizacion en el UV lejano se obtuvieron monitoreando la
sefal de dicroismo circular a 222 nm y en el UV cercano monitoreando la sefal a
270 nm y 280 nm para la holo y apo lactoalbumina, respectivamente. La velocidad
de calentamiento para todos los ensayos de la proteina disuelta en las soluciones
de los polioles y la glucosa fue de 1 K/min.

3.3.6 Calorimetria diferencial de barrido

Los termogramas de desnaturalizaciéon de la proteina se determinaron en un
calorimetro diferencial de barrido de celdas gemelas VP-DSC de MicroCal System
(MicroCal, Northampton, MA, USA). Todas las muestras fueron desgasificadas
previamente a su introduccion al calorimetro. Las muestras fueron
sobrepresionadas a 25 psig. La velocidad de calentamiento fue de 1 K/min. En
todos los experimentos se utilizd como solucion de referencia el tampon sin
proteina. La linea base se obtuvo a través del barrido del tampédn a la velocidad de
calentamiento correspondiente, para restarla de las corridas experimentales. Los
termogramas obtenidos fueron analizados con el software del equipo.

23



3.3.7 Volumenes molares y especificos aparentes

La densidad de las soluciones de los cosolutos de estudio en agua y de las
soluciones de proteina en agua y de la proteina disuelta en las soluciones de
dichos cosolutos se midieron en un densimetro de tubo vibrante DMA 5000 de
Anton Paar a 298.15 K. El densimetro fue calibrado utilizando aire seco y agua
patrbn como sustancias de calibracion siguiendo el protocolo sugerido por el
fabricante. La calibracion fue verificada diariamente utilizando agua bidestilada.
Los volumenes molares aparentes, V,, de los cosolutos disueltos en agua se

calcularon utilizando la siguiente ecuacion:

M 1000(p —
V¢:—— (,0 Po) (22)

P MopP,

donde M es la masa molecular del cosoluto, m la molalidad de la soluciony py
las densidades de la solucion y el solvente, respectivamente. El volumen
especifico aparente de la proteina en agua y en las soluciones de los diferentes
cosolutos de estudio se calculé como:

¢:1(1_1—_Xj 23)
X\P  Po

donde x es la fraccion masica de proteina.

3.3.8 Tension superficial

La tension superficial, y, de las soluciones acuosas de los cosolutos de estudio y

de las soluciones de proteina se midi6 en un tensiometro Lauda TVT-2 de
volumen de gota. La temperatura dentro de la camara de medicion se controlo
utiizando un bafio de circulacion Lauda E100 que permiti®6 mantener la
temperatura a 298.15 K + 0.01 K. Para la medicion se utilizé una jeringa de vidrio
de 2.5 mL de capacidad y un capilar de acero inoxidable de 1.395 mm de diametro
externo. De acuerdo al fabricante, con ésta configuracion la incertidumbre
asociada a la medicion es de 0.1 mN/m.

Las medidas de tension superficial de los cosolutos disueltos en agua se
determinaron utilizando el método dinamico y un tiempo de formacion de gota de
alrededor de 60 s. Los datos reportados son el promedio de los resultados de 25-
30 gotas. La tension superficial de la proteina en agua y en las soluciones
acuosas se midié utilizando el método cuasiestatico®®.

La presion superficial 7, es la diferencia entre la tension superficial de la solucion y
del solvente. Se calcula como:
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T=yy=V (24)

donde y, y y representan la tension superficial del solvente y de la solucion
respectivamente.

3.3.9 Propagacion de incertidumbres

Todos los ensayos se realizaron al menos por duplicado y las desviaciones
estandar se reportan como las incertidumbres de las medidas. Las incertidumbres
de los resultados obtenidos a partir de los datos experimentales se calcularon a
través de la teoria de propagacion de errores como se muestra en el anexo A. La
incertidumbre de los parametros ajustados en los perfiles de desnaturalizacion
experimentales y las curvas temporales de adsorcion se reportan como la
desviacion estandar de las réplicas realizadas.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

El presente trabajo estudia la estabilidad térmica de la lactoalbumina bovina en
presencia de diferentes concentraciones de algunos polioles seleccionados y la
glucosa. Los cosolutos se escogieron de tal forma que permitieran recoger
evidencia experimental sobre la influencia del nimero de grupos hidroxilo de los
polioles y de la presencia de anillos en la estructura de los mismos sobre la
estabilidad térmica de Ila lactoalbumina bovina. ElI seguimiento de la
desnaturalizacion térmica de la proteina se realizé utilizando diferentes técnicas
con el fin de detectar estados intermedios, ya que la literatura no es concluyente
sobre la presencia o ausencia de éstos. De igual forma se obtuvieron resultados
del proceso de adsorcion de la proteina en la interfase agua en presencia de los
cosolutos seleccionados, los cuales se relacionaron con los datos de estabilidad
térmica de la proteina en la soluciones de estos cosolutos. Previamente a la
realizacion del estudio de estabilidad térmica y de adsorcién en la interfase aire-
agua, se determind la solubilidad del inositol en agua a diferentes temperaturas
pues no se encontraron datos en la literatura, se caracterizd la proteina y se
establecio la influencia de algunas variables, como velocidad de calentamiento,
concentracion de calcio y de proteina y pH, sobre el proceso de desnaturalizacion
de la lactoalbumina bovina.

4.1. SOLUBILIDAD DEL INOSITOL EN AGUA

Para la determinacion de la solubilidad del inositol en agua fue necesario
determinar el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio. Se considera que el
sistema esta en equilibrio cuando en dos dias consecutivos el valor obtenido de la
solubilidad es el mismo. Los resultados de las mediciones de la solubilidad del
inositol en agua a diferentes temperaturas se muestran en la Tabla 2 con las
respectivas desviaciones estandar. Fueron necesarios varios dias para que el
sistema alcanzara el equilibrio y el tiempo de equilibrio, como era de esperarse,
disminuyo al aumentar la temperatura (8 dias a 298.15 Ky 4 dias a 328.15 K).
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Tabla 2. Solubilidad del inositol a diferentes temperaturas

Solubilidad Solubilidad
Temperatura (fraccién (fraccion
(K) masica) (o) molar) (o)
298.15 0.1403 0.0002 0.01604 0.00004
303.15 0.1588 0.0001 0.01852 0.00001
308.15 0.1743 0.0001 0.02066 0.00001
313.15 0.1913 0.0001 0.02309 0.00002
318.15 0.2092 0.0001 0.02575 0.00001
323.15 0.2298 0.0001 0.02895 0.00002
328.15 0.2517 0.0002 0.03251 0.00003

Figura 3. Solubilidad del inositol en funcién de la temperatura
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En la Figura 3 se muestra el comportamiento del logaritmo natural de la
solubilidad, expresada como fraccibn molar, en funcién del inverso de la
temperatura absoluta. Se observa un comportamiento lineal, lo que sugiere una
entalpia de solucion constante. La pendiente de la grafica es de -2300 K por lo que
la entalpia de solucién se calcula como:
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) (- 2300K)=19.1k—Ji 03X
molK mol mol

AH,, =-8.314

4.2. CARACTERIZACION DE LA PROTEINA

4.2.1 Contenido de Proteina

Las caracteristicas de la proteina comercial, segun el fabricante, se muestran en la
Tabla 3 . Estos datos se corroboraron, a través de la determinacion de la
concentracion de proteina, electroforesis y espectroscopia de masas. La
determinacion de la pureza de Ila proteina se realizd6 a través de
espectrofotometria UV-VIS. Se prepararon soluciones por pesada y la
concentracion de proteina en las muestras se determind con el uso del coeficiente
de extincion reportado para la holo-LA. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 3. Caracteristicas de la lactoalbumina comercial segun el fabricante.

o a-lactoalbumina comercial Tipo 11l > 85%
ldentificacion o _
Saturada con Calcio (Sigma Chemical Co.)

Producto Sigma No. L5385

Contenido de proteina (%) 88

Pureza por SDS-PAGE (%) 100
Relacion moles de calcio:moles de proteina 2.3:1

La concentracion de proteina que afirma el fabricante es mucho mayor a la
encontrada experimentalmente, a pesar de que el coeficiente de extincion utilizado
en ambos casos es el mismo, sin embargo, el fabricante no reporta el solvente
utilizado. Nuestras determinaciones se realizaron utilizando balanzas de alta
precision, en diferentes etapas del estudio y con el uso de diferentes
espectofotometros y los resultados fueron reproducibles, por lo cual se utilizé el
valor de la concentracion de proteina determinada experimentalmente a través de
todo el estudio.
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Tabla 4. Contenido de proteina en la holo a-lactoalbumina comercial determinada
por absorbancia a 280 nm.

Contenido
de
Concentracion preparada |Absorbancia | Concentracion segun | proteina
(g proteinalL solucién) a 280 nm absorbancia (g/L) (%)
0,322 0,432 0,207 64,2
0,322 0,429 0,205 63,8
0,322 0,428 0,205 63,6
0,081 0,105 0,0505 62,7
0,081 0,107 0,0510 63,4
0,081 0,105 0,0504 62,6
0,507 0,656 0,314 61,8
1,025 1,369 0,655 63,9
Promedio 63,3
Desviacion estandar 0,8

Figura 4. Gel de electroforesis (acrilamida 10 %, Stacking 3 %) de la muestra
comercial de la holo-a-lactoalbimina bovina disuelta en tampén fosfato pH 6.5.
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4.2.2 Pureza

La ausencia de proteinas diferentes a la lactoalbumina se verificd realizando un
SDS-PAGE de la solucion de proteina. Dentro de la electroforesis se incluyo
también una muestra patrén de B-lactoglobulina, por ser probablemente la proteina
gue se encuentra como impureza en la muestra comercial. Como se puede
observar en la Figura 4 la lactoalbumina comercial parece no presentar ninguna
proteina contaminante, prueba de ello es la ausencia de otras bandas diferentes a
la correspondiente a la a-lactoalbumina. Estos resultados fueron confirmados por
espectroscopia de masas MALDI-TOF (Figura 5), donde se observa que el peso
molecular de la a-LA esta en excelente concordancia con el reportado en la
literatura®! y no se aprecian cantidades significativas de otras sustancias. En la
Figura 6 se muestra un cromatograma de la a-LA comercial disuelta en agua en el
cual se puede apreciar que en la muestra de proteina no se encuentran presentes,
en forma significativa, otro tipo de proteinas, lo cual confirma las observaciones
realizadas por electroforesis y espectroscopia de masas y la pureza que el
fabricante afirma.

Figura 5. Espectro de masas de la holo-a-lactoalbumina bovina comercial.
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Figura 6. Cromatograma de HPLC para la holo-a-lactoalbimina comercial

Columna: C-4 RP 250 mm x 4.6 mm VYDAC
Longitud de onda monitoreada: 210 nm
Fase movil:
Solvente A: agua + 0.05 % TFA
Solvente B: Acetonitrilo + 0.05 % TFA
Gradiente: 0-70 % en 45 minutos

Flujo: 1 mL/min
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4.3. VARIACION DE LOS PARAMETROS DE DESNATURALIZACION EN
FUNCION DEL PH, LA CONCENTRACION DE Ca* Y LA
CONCENTRACION DE PROTEINA

Se estudiaron la influencia de algunas variables como el pH, la concentracion de
proteina y la concentracion de calcio sobre el proceso de desnaturalizacion de la
holo-a-lactoalbumina bovina. Los resultados se muestran a continuacion.

4.3.1 REVERSIBILIDAD

Para determinar la influencia del pH sobre los parametros de desnaturalizacién de
la proteina y la reversibilidad del proceso, se prepararon diferentes soluciones de
proteina en tampoén de fosfato, acetato y HEPES 10 mM a diferente pH entre 3,1y
8,0. Teniendo en cuenta la informacién reportada en literatura y los resultados
obtenidos en este trabajo, la desnaturalizacion puede presentarse como un
proceso entre dos estados: un estado nativo y un estado desnaturalizado. La
temperatura de desnaturalizacion, asi como los parametros termodinamicos, se
determinaron a partir de las curvas de desnaturalizacion térmica. El seguimiento
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de la desnaturalizacion se determiné a través de espectroscopia UV-VIS siguiendo
la variacion de la absorbancia de la muestra a la longitud de onda de mayor
absorciéon 281,0 nm (Figura 7).

Para establecer el grado de reversibilidad se obtuvieron los perfiles de
desnaturalizacion térmica de la proteina en buffer, calentando la proteina hasta
una temperatura previamente fijada, superior a la temperatura de
desnaturalizacion, manteniéndola a esta temperatura durante 5 minutos y luego
enfriando a temperatura ambiente (293 K). Luego de 5 minutos a estas
condiciones se repitid el calentamiento y se registrdé nuevamente el perfil de
desnaturalizacion. El grado de reversibilidad del proceso de desnaturalizacion se
calculé como la relacion entre las entalpias del segundo y el primer calentamiento
como se detalla en la seccion de meétodos experimentales. En la Figura 8 se
muestra las reversibilidades calculadas a diferente pH usando una concentracion
de proteina de 0,32 mg/mL y una temperatura final de calentamiento de 353 K. Se
observa que el proceso de desnaturalizacion es altamente reversible (>90 %) a
todos los pH de estudio y por lo tanto los parametros de desnaturalizacion
calculados pueden interpretarse como parametros termodinamicos.

Figura 7. Espectro de absorbancia de la holo a-lactoalbamina bovina disuelta en
agua.
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Los efectos de la concentracidon de proteina, el pH y la temperatura final de
calentamiento sobre la reversibilidad del proceso de desnaturalizacién, se
muestran en la Figura 8, Figura 9 y, Figura 10 respectivamente. En las graficas
presentadas en la Figura 8 y Figura 9, la temperatura final de calentamiento es
353 K. Los resultados mostrados en la Figura 10 corresponden a ensayos
realizados a pH 5.10%,

Una notable disminucion de la reversibilidad del proceso se observa cuando la
temperatura final de calentamiento es mayor o igual a 363 K y si la concentracion
de proteina es mayor o igual a 0,32 mg/mL. Sin embargo, la reversibilidad del
proceso es alrededor del 100 % a temperaturas tan altas como 363 K si la
concentracion de proteina es menor a 0,32 mg/mL (Figura 10).

En términos generales, el proceso de desnaturalizacion a todas las condiciones
estudiadas es altamente reversible, sin embargo, se escogieron como condiciones
para realizar el estudio de la influencia de los polioles, la menor concentracion de
proteina por poseer el mayor rango de reversibilidad y pH 6,5 por ser el pH que se
obtiene al disolver la proteina en agua bidestilada.

Figura 8. Efecto del pH sobre la reversibilidad del proceso de desnaturalizacion de
la holo-LA.
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Figura 9. Efecto de la concentracion de proteina sobre la reversibilidad del proceso
de desnaturalizacion de la holo-LA.
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Figura 10. Efecto de la temperatura final de calentamiento sobre la reversibilidad
del proceso de desnaturalizacion de la holo-LA*.
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4.3.2 Efecto del pH

La dependencia de la temperatura media de desnaturalizaciéon y de la entalpia de
desnaturalizacion con el pH de la holo-a-lactoalbumina se muestra en la Figura 11.
Se observa que a pH altamente acido hay una considerable reduccion de la
estabilidad del estado nativo de la proteina, lo que se ve reflejado en una
temperatura y entalpias de desnaturalizacion considerablemente inferiores si se
comparan con los valores obtenidos alrededor de pH neutro, donde se observa
poca variacion de éstos parametros. Tanto la temperatura media de
desnaturalizacion como la entalpia de desnaturalizacion presentan un
comportamiento parabdlico en el rango de pH estudiado con un maximo para
ambas propiedades a pH neutro. Un comportamiento similar fue reportado por
Griko y colaboradores ", A pH alrededor del punto isoeléctrico de la proteina que
se ha reportado en el rango entre 4,2 y 4,8 7 % no se pudieron obtener los
perfiles de desnaturalizacion debido al alto grado de agregacion que presenta la
proteina al calentarse a estas condiciones. Se observa también que alrededor de
pH neutro la variacion de los parametros de desnaturalizacion es pequefia®.

Figura 11. Influencia del pH sobre los pardmetros de desnaturalizaciéon de la holo-

LA.
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4.3.3 Efecto de la concentracion de proteina
En la Figura 12 y la Figura 13 se muestra la influencia de la concentracion de la

holo proteina sobre los parametros de desnaturalizacion a pH 6,5 en tampdn
fosfato y tampon PIPES 5 mM + CaCl, 1 mM, respectivamente.
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Figura 12. Efecto de la concentracion de proteina sobre la temperatura media y la
entalpia de desnaturalizacion en tampoén fosfato pH 6,5.
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Figura 13. Efecto de la concentracion de proteina sobre la temperatura media y la
entalpia de desnaturalizaciéon en tampén PIPES + CaCl, 1 mM pH 6,5.
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Se observa una variacién aleatoria y muy pequefia tanto de la temperatura como
de la entalpia de desnaturalizacién con la concentracion, con lo cual se puede
concluir que bajo las condiciones de este estudio no se presenta la formacion de
dimeros o polimeros de proteina y que la agregacion a altas temperaturas, si esta
se presenta, es reversible y no afecta el proceso de desnaturalizaciéon. Esto nos
permite afirmar que los parametros de desnaturalizacion obtenidos a lo largo del
trabajo de investigacion no son influenciados significativamente por las variaciones
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de concentracion de proteina que pudiesen presentarse entre diferentes ensayos,
esto es, que cualquier diferencia que se encuentre entre los parametros de
desnaturalizacion de la proteina en diferentes ambientes no sera consecuencia de
la diferencia en la concentracion de proteina sino del efecto de los cosolutos
agregados. Esta observacion es cierta para los parametros de desnaturalizacion
mas no para las determinaciones de otras propiedades como la densidad y la
tension superficial.

4.3.4 Efecto de la velocidad de calentamiento sobre los parametros de
desnaturalizacion

En los estudios de desnaturalizacion es importante asegurar que las
concentraciones de las diferentes especies en solucion estan determinadas por el
equilibrio termodinamico y no por la cinética del proceso. En el caso en que las
condiciones estén determinadas por el equilibrio, los parametros del proceso de
desnaturalizacion seran independientes de la velocidad de calentamiento. En la
Figura 14 se muestra la variacion de la temperatura de desnaturalizacion con la
velocidad de calentamiento obtenidos por dicroismo circular a 222 nm.

Figura 14. Influencia de la velocidad de calentamiento sobre los parametros de
desnaturalizacion de la holo-a-lactoalbimina en tampon PIPES 5 mM + CaCl,
1mM pH 6.5.
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De la Figura 14 se observa que en el rango entre 0.5-1.0 K/min y dentro de la
incertidumbre experimental, los parametros de desnaturalizacion de la
lactoalbumina no dependen de la velocidad de calentamiento, sin embargo, a
velocidades de calentamiento superiores parece haber un ligero aumento de la
temperatura media de desnaturalizacion, lo que indicaria que utilizando esta
rampa de calentamiento el sistema no alcanza el equilibrio y los parametros de
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desnaturalizacion obtenidos no son los de equilibrio. Por las razones mencionadas
anteriormente, los estudios de influencia de los cosolutos se realizaron utilizando
una velocidad de calentamiento de 1 K/min, que es la velocidad maxima utilizada
en la que no hay dependencia de los parametros de desnaturalizacién con la
velocidad de calentamiento de la muestra.

4.3.5 Influencia del calcio sobre la estabilidad de la a-lactoalbumina

La variacién de los espectros de fluorescencia de la lactoalbumina disuelta en
tampon PIPES pH 6.50 + EDTA 25 uM (apo-LA) en funcién de la temperatura se
muestra en la Figura 15. Se observa una fuerte dependencia del espectro con la
temperatura y se presenta un corrimiento hacia el rojo del maximo de emision de
la proteina (=15 nm) y una considerable disminucion de la intensidad de
fluorescencia, lo que indica un fuerte cambio en el microambiente de los residuos
triptéfano y tirosina al aumentar la temperatura, es decir, la desnaturalizacion
térmica de la proteina. En la Figura 16 se muestran los perfiles de
desnaturalizacion determinados a partir de la intensidad de fluorescencia a
diferentes longitudes de onda. Esta figura se construyd a partir de la Figura 15 con
los datos de los espectros a diferentes temperaturas cada 5 nm. Los perfiles asi
obtenidos fueron ajustados simultaneamente a un modelo de dos estados,
utilizando como parametros comunes a todas las curvas la temperatura media de
desnaturalizacion, la entalpia de desnaturalizacién y la capacidad calorifica de
desnaturalizacion. Las lineas continuas representan el ajuste al modelo. Puede
observarse en general un buen ajuste de todas las curvas con el modelo de dos
estados. Se verificd si los datos se ajustan a un modelo que incluya un estado
intermedio y lo que se encuentra es que la introduccién de un tercer estado arroja
temperaturas de transicion muy cercanas entre si (TM1-TM2 < 1 K), razén por la
cual este resultado sugiere fuertemente que el proceso de desnaturalizacion de la
apo-LA se da en una sola etapa sin la presencia de estados intermedios estables.

Teniendo en cuenta la informacién reportada en literatura y los resultados
obtenidos en este trabajo, el proceso de desdoblamiento de la lactoalbumina
puede representarse como un proceso de dos estados en el que coexisten las
conformaciones nativa (N) y desnaturalizada (D) en el equilibrio.
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Figura 15. Espectros de fluorescencia de la apo-a-lactoalbumina en funcién de la

temperatura.
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Figura 16. Perfiles de desnaturalizacion de la apo-a-lactoalbumina obtenidos
utilizando diferentes longitudes de onda de emision de fluorescencia*.
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Para la determinaciéon de la influencia del calcio sobre la estabilidad de la
lactoalbimina se realizaron los diferentes ensayos en tampon de fosfato 1,0 mM
pH 6,5. Se prepararon soluciones stock de proteina (22,7 uM), de CacCl, (0,73
mM) y de EDTA (1,2 mM) en este tampon y se hicieron las respectivas diluciones
hasta lograr las concentraciones requeridas. La concentracion de proteina en
estos experimentos se mantuvo alrededor de 0,74 uM. El seguimiento de la
desnaturalizacion se realizé a través de espectrofluorometria, como se describid
anteriormente. La concentracion de Ca?* libre se calculé como:

2.7 _ [Cal -
o™ 1= epra—tca™ (25)

donde, [Ca] y [EDTA], son las concentraciones totales de Ca?' y EDTA en
solucién, respectivamente y K=5,97 x 10° M* es la constante de unién del Ca®" al
EDTAPY. Como las concentraciones de EDTA fueron dos 6rdenes de magnitud
superior a la concentracion de LA, la presencia de la proteina no afecta
considerablemente la concentracién de Ca?" librel®®. La influencia del calcio sobre
la temperatura media de desnaturalizacion y la variacion de la entalpia de
desnaturalizacion con la temperatura media, se muestran en la Figura 17.

Figura 17. Influencia de la concentracion de calcio sobre los parametros de
desnaturalizacion de la LA.
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Se observa una gran influencia de la concentracion del calcio sobre los
parametros de desnaturalizacion de la proteina si se le compara con la influencia
qgue ejercen otras variables como el pH y la concentracion de proteina. Esto
muestra que las concentraciones de EDTA empleadas son lo suficientemente altas
para considerar que la proteina en presencia del agente quelante del cation puede
considerarse en su forma apo, a pesar de que las constantes de union del EDTA 'y
la lactoalbimina con el Ca** son del mismo orden de magnitud. Ademas se
observa una variacion lineal de la temperatura media de desnaturalizacién con la
concentracion de calcio libre, tanto para la proteina en su forma holo, como para la
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proteina en su forma apo. La variacion de la temperatura media de
desnaturalizacion de la apo- y la holo-lactoalbimina bovina se muestran en la
Figura 17 como las lineas cortas roja y azul, respectivamente y puede expresarse
a traves de las siguientes ecuaciones:

T, (apo — LA) =388 + 4.1In|Ca? | R2 = 0.994 (26)
T, (holo — LA) = 350 + 1.6 In|Ca? R? =0.998 27)

Las pendientes de ambas graficas muestran que la influencia del calcio es mayor
para la apo-LA que para la holo-LA. Esto es de esperarse, ya que existe un
equilibrio en solucion entre las dos formas de la proteina y se ha reportado que la
apo-LA al unirse al ion calcio aumenta considerablemente su estabilidad, razén
por la cual pequefias concentraciones de calcio estabilizaron considerablemente la
apo-LA ya que una proporcion de ésta pasara a la forma holo la cual es
termodinamicamente mas estable. En el caso de la holo-LA, la presencia de calcio
por encima de la concentracion estequiométrica tendra principalmente dos efectos
estabilizadores: un desplazamiento de la reaccién de union del calcio con la
lactoalbumina hacia la forma holo méas estable y un aumento de la estabilidad de
la proteina debido al aumento de la fuerza iénica de la solucién”, sin embargo,
estos fendmenos tendran un efecto estabilizador menor si se les compara con la
estabilizacion de la apo proteina por la unién del ién calcio.

4.3.6 Capacidad calorifica de desnaturalizacion

Al construir una gréfica de la entalpia de desnaturalizacion en funcién de la
temperatura media de desnaturalizacion utilizando los resultados obtenidos a
diferente pH y a varias concentraciones de la proteina se obtiene una curva como
la mostrada en la Figura 18. Al hacer un ajuste lineal se obtiene una capacidad
calorifica para el proceso de desnaturalizacién de 4.3 (0.6) kJ mol™* K™ que es el
mismo valor reportado por Hendrix’? y esta dentro del rango de incertidumbre de
los valores reportados por Apentent’? y Relkin®®, para esta proteina.

La Figura 19 muestra los perfiles de desnaturalizacion obtenidos por calorimetria
diferencial de barrido de la proteina en los diferentes tampones. Se observa que
los calentamientos sucesivos de la proteina en presencia de EDTA (apo) y CaCl,
(holo) no afectan considerablemente la curva de desnaturalizacion, lo que
confirma la reversibilidad del proceso para ambas formas de la proteina
(reversibilidad > 90 %). Se observan también claramente las diferencias en las
temperaturas y entalpias de desnaturalizacion para ambas formas de la proteina:
tanto la temperatura como la entalpia de desnaturalizacion de la apo-LA son
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mucho menores que las cantidades correspondientes para la holo-LA lo que indica
una estabilidad menor de la forma apo.

Figura 18. Capacidad calorifica de desnaturalizacion.
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Figura 19. Termogramas de calorimetria diferencial de barrido de la a-

lactoalbumina en los diferentes tampones que se utilizaron para este estudio.
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Otra evidencia que sugiere que el proceso de desnaturalizacion para esta proteina
se puede modelar como un proceso de dos estados es que la relaciéon entre la
entalpia calorimétrica de terminada por DSC, la cual es una medida de la
absorcion de energia calorifica, y la entalpia de van” Hoff que depende de la forma
del perfil y asume un verdadero equilibrio reversible de dos estados es muy
cercana a 1'%, Los valores obtenidos en este estudio fueron es 1.05 y 1.07 para la
apo-LA y la holo-LA, respectivamente.
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En términos generales, el estudio de reversibilidad e influencia del pH, la
concentracion de calcio y de proteina y de la velocidad de calentamiento nos
permitié escoger las siguientes condiciones para realizar los estudios de influencia
de los cosolutos seleccionados sobre la estabilidad de la lactoalbumina bovina: pH
de trabajo 6.50, velocidad de calentamiento de 1 K/min, concentracion de proteina
menor a 0.30 mg/mL. Ademas nos permitié6 calcular el cambio de capacidad
calorifica de desnaturalizacion de la proteina y arrojo evidencias suficientes para
modelar en forma segura el proceso de desnaturalizacibn como un proceso de dos
estados.

4.4. EFECTO DE LOS COSOLUTOS DE ESTUDIO SOBRE LAS PROPIEDADES
ESTRUCTURALES DE LA LACTOALBUMINA BOVINA.

Ademas del estudio termodinamico de desnaturalizacion en presencia de
cosolutos, es importante obtener informacién de la influencia de los cosolutos
seleccionados sobre las propiedades estructurales de la proteina que permita
plantear hipGtesis sobre los mecanismos de estabilizacion. Los resultados al
respecto que se obtuvieron en este trabajo se muestran a continuacion.

En la Figura 20 se muestra el efecto de los diferentes tampones empleados sobre
los espectros de dicroismo circular de la lactoalbumina y en la Figura 21 la
influencia de la temperatura sobre los mismos. Los espectros que se obtuvieron
estan en acuerdo con otros previamente reportados a pH 5.5, 8.0 y 7.8[4 9 9y
se observa una clara presencia de elementos estructurales helicoidales (minimos
en 208 y 222 nm y un maximo alrededor de 190 nm) con presencia de elementos
de hojas B, lo cual concuerda con las estructuras cristalogréaficas reportadas®. El
espectro de DC en el UV cercano es igual, dentro de la incertidumbre
experimental, para la proteina disuelta en los 3 tampones, es decir, las
propiedades estructurales terciarias para las dos formas de la proteina son
similares. Este resultado ya fue mostrado por otros autores que sefialaron que las
estructuras cristalograficas de ambas proteinas soélo presentaban pequefas
diferencias, principalmente en la movilidad de algunos residuos®™ . En el caso
de los espectros de DC en el UV lejano, éstos muestran una forma similar, pero
algunas pequefas diferencias en la intensidad de absorcién, principalmente para
la proteina disuelta en tampén PIPES 5 mM + CaCl, 1 mM (holo-LA) lo que
sugiere un efecto de el i6n Ca** sobre la proporcién de elementos estructurales
secundarios de la proteina.
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En la Figura 21 se puede apreciar que hay un cambio significativo en las
propiedades estructurales terciarias con respecto a la proteina nativa (a 278 K)
como lo indican los espectros de DC en el UV cercano a 338 K, lo que sugiere que
la proteina se encuentra desnaturalizada, sin embargo, el espectro de DC en el
UV lejano a esta misma temperatura muestra la presencia de elementos
estructurales secundarios tipo nativo (como el hombro negativo alrededor de 220
nm) lo que revela que a esta temperatura la proteina ain no se encuentra
completamente desdoblada. En la misma Figura se observa que incluso a 360 K
existen algunos elementos estructurales secundarios, por lo que se puede afirmar
gue en su estado desnaturalizado la apo-a-lactoalbumina bovina no se encuentra
completamente desdoblada. Este resultado confirma lo expuesto por Privalov de
que esta proteina se encontraria completamente desdoblada sélo hasta 110 °Cl™Y.

La influencia de los diferentes cosolutos a varias concentraciones sobre el
espectro de DC en el UV cercano y lejano, se muestra en las Figura 22 y Figura
23, respectivamente. No se observan cambios significativos, por lo que es
evidente que los cosolutos que se usaron en este trabajo no producen cambios
sobre las propiedades estructurales terciarias y secundarias de la lactoalbumina
bovina. En presencia de estos cosolutos el espectro de dicroismo circular en el UV
lejano sigue mostrando caracteristicas propias de una proteina o-helical, con
minimos en 208 y 222 nm y un méaximo alrededor de 190 nm. Los cosolutos no
parecen afectar negativamente la estructura de la proteina y como se vera mas
adelante, en la mayoria de los casos, estas sustancias estabilizan la estructura
nativa de la a-lactoalbumina bovina. Para confirmar estos resultados se calcularon
las propiedades estructurales de la proteina disuelta en las soluciones de los
diferentes cosolutos a través del uso de los software CDPro® y CDNNP". Los
resultados se muestran en la Tabla 5. Los valores mostrados corresponden al
promedio normalizado de los resultados arrojados por los cuatro software y a la
desviacion estandar de éstos. A pesar que la fraccién de hélices calculada con
estos programas es significativamente menor que la obtenida a partir de la
estructura cristalografica™, los resultados muestran que todas las fracciones
permanecen practicamente constantes en la presencia de los polioles
seleccionados y de la glucosa. Este resultado es muy importante porque la
mayoria de los modelos propuestos que explican la influencia de cosolutos sobre
la estabilidad de las proteinas, asumen que éstos no afectan la estructura de las
proteinas °® y en este caso se verifica que efectivamente, los cosolutos utilizados
no afectan la estructura de la lactoalbumina. En la misma tabla se observa que,
como se habia planteado anteriormente, la presencia del i6n calcio aumenta
ligeramente la fraccién de hélices si se le compara con la apo-LA y disminuye la
fraccion de estructura desordenada. El efecto de la temperatura es mucho mas
marcado: a 338 K la proteina presenta una pérdida de un 6 % de su fraccion de
elementos estructurales helicoidales y un 4 % de aumento de la estructura
desordenada; a 360 K la pérdida de elementos secundarios asciende al 10 % y en
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igual proporcion aumenta la fraccion de estructura desordenada. Sin embargo,
como ya se anotd anteriormente, lo que resulta mas notorio es la gran cantidad de
elementos estructurales secundarios presentes en la proteina desnaturalizada a
temperaturas mas de 20 K superiores a la temperatura media de
desnaturalizacion.

Figura 20. Efecto de diferentes tampones sobre los espectros de DC de la a-
lactoalbdimina bovina.
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Tabla 5. Propiedades estructurales de la lactoalbumina en diferentes

concentraciones de los cosolutos de estudio.

Concen-
tracion Desv. | Hebras | Desv. Desv. | Desorde- | Desv.
Cosoluto (m) Hélice | Est. beta Est. Giros Est. nada Est.
Tampdn
PIPES 5 mM
+ CaClZ 1
mM Ph 6.50 0.339 | 0.00 0.157 | 0.002 | 0.206 | 0.001 0.298 0.003
Tampon
PIPES 5 mM
+EDTA1
mM pH 6.50
a278K 0.298 | 0.011 | 0.185 | 0.014 | 0.190 | 0.0036 0.328 0.004
Tampon
PIPES 5 mM
+EDTA1
mM pH 6.50
a 338K 0.238 | 0.015 | 0.225 | 0.016 | 0.170 | 0.005 0.368 0.004
Tampdn
PIPES 5 mM
+EDTA1
mM pH 6.50
a 360 K 0.198 | 0.016 | 0.235 | 0.018 | 0.150 | 0.004 0.428 0.006
Eritritol 0.3 0.328 | 0.013 | 0.172 | 0.008 | 0.204 | 0.0016 0.297 0.0066
Eritritol 0.6 0.318 | 0.009 | 0.178 | 0.008 | 0.204 | 0.0001 0.300 0.0014
Eritritol 0.9 0.327 | 0.007 | 0.170 | 0.008 | 0.205 | 0.0012 0.298 0.0001
Eritritol 1.2 0.336 | 0.016 | 0.162 | 0.014 | 0.205 | 0.0004 0.297 0.0028
Eritritol 15 0.337 | 0.008 | 0.160 | 0.007 | 0.205 | 0.0022 0.298 0.0035
Xilitol 0.3 0.311 | 0.003 | 0.185 | 0.004 | 0.205 | 0.0010 0.299 0.0008
Xilitol 0.6 0.322 | 0.011 | 0.176 | 0.013 | 0.205 | 0.0021 0.298 0.0006
Xilitol 0.9 0.323 | 0.005 | 0.174 | 0.005 | 0.204 | 0.0009 0.299 0.0007
Xilitol 1.2 0.329 | 0.006 | 0.167 | 0.007 | 0.205 | 0.0016 0.299 0.0001
Xilitol 15 0.329 | 0.031 | 0.169 | 0.026 | 0.202 | 0.0016 0.300 0.0066
Sorbitol 0.3 0.327 | 0.004 | 0.169 | 0.001 | 0.204 | 0.0013 0.300 0.0013
Sorbitol 0.6 0.322 | 0.015 | 0.173 | 0.016 | 0.205 | 0.0008 0.299 0.0018
Sorbitol 0.9 0.323 | 0.002 | 0.177 | 0.001 | 0.203 | 0.0008 0.298 0.0024
Sorbitol 1.2 0.319 | 0.013 | 0.177 | 0.014 | 0.205 | 0.0007 0.300 0.0002
Sorbitol 15 0.324 | 0.013 | 0.175 | 0.010 | 0.204 | 0.0004 0.296 0.0039
Inositol 0.15 0.329 | 0.023 | 0.167 | 0.019 | 0.205 | 0.0003 0.298 0.0036
Inositol 0.3 0.328 | 0.015 | 0.169 | 0.013 | 0.204 | 0.0012 0.299 0.0004
Inositol 0.6 0.313 | 0.006 | 0.182 | 0.005 | 0.205 | 0.0005 0.300 0.0015
Inositol 0.75 0.314 | 0.008 | 0.183 | 0.007 | 0.204 | 0.0001 0.300 0.0006
Glucosa 0.3 0.328 | 0.003 | 0.172 | 0.006 | 0.203 | 0.0027 0.298 0.0000
Glucosa 0.6 0.334 | 0.005 | 0.163 | 0.003 | 0.205 | 0.0010 0.298 0.0016
Glucosa 0.9 0.334 | 0.007 | 0.164 | 0.005 | 0.205 | 0.0020 0.296 0.0040
Glucosa 1.2 0.332 | 0.015 | 0.166 | 0.016 | 0.204 | 0.0004 0.298 0.0014
Glucosa 15 0.323 | 0.011 | 0.172 | 0.005 | 0.213 | 0.0062 0.291 0.0001
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Figura 22. Espectros de dicroismo circular en el UV cercano de a-lactoalbumina

bovina disuelta a diferentes concentraciones de los cosolutos estudiados a 298.15
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Figura 23. Espectros de dicroismo celular en el UV lejano de lactoalbimina bovina
disuelta a diferentes concentraciones de los cosolutos estudiados a 298.15 K.

Elipticidad molar x 10° (grados / M m) Elipticidad molar x 10° (grados / M m)

Elipticidad Molar x 10° (grados / M m)

20 Eritritol
i — oo0m
15+ ——0.3000 m
1 \\ 0.6000 m
10 —0.9000m
5 1.2000 m
1 —— 1.5000 m
0 B ,,
5 \ /jf;ﬂ
-104 \&ﬁy@&//
-154
'20 T T T T T T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250
longitud de onda (nm)
20, Sorbitol
——0.0000 m
154 ——0.3000 m
0.6000 m
10 ——0.9000 m
1.2000 m
51 —— 15000 m
04 e
54
-104
-15 T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250
Longitud de onda (nm)
- Glucosa
15. ——0.0000m
I ~—-0.3000m
104\ 0.6000 m
1 ——0.9000 m
1.2000 m
——1.5000 m
:/;’TL—
'15 T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250
Longitud de onda (nm)

48

T 20-

=

5 154

o

T 104

X

B O

—

>< -

o 0

g 5

°

8 -10

o

E-'ls T T T T T 1

W 190 200 210 220 230 240 250
Longitud de onda (nm)

£ 20] Inositol

= 2] ——0.0000m

> TN ——0.1500m

S 104 0.3000 m

g1 3 ——0.6000 m

2 5] \ 0.7500 m

SH. ——0.9000ma30°C

SRR oma

g ]

g |

g -10

,-9 4

S -154

M 190 200 210 220 230 240 250

Longitud de onda (nm)



4.5. ESTUDIOS DE DESNATURALIZACION DE LACTOALBUMINA BOVINA EN
PRESENCIA DE POLIOLES Y GLUCOSA

El efecto de los cosolutos seleccionados sobre la estabilidad de la a-lactoalbumina
bovina se estudié en tampodn fosfato a pH 6.5 sin adicion de calcio al medio (holo-
LA), en tampon PIPES a pH 6.5 + 1 mM de CaCl, (holo-LA) y en tampon PIPES
pH 6.5 + 1 mM EDTA (apo-LA). Las concentraciones de cosolutos utilizadas
fueron hasta de 2 mol/kg de solvente, excepto para el inositol cuya limitada
solubilidad so6lo permitio trabajar hasta un poco por debajo de la solubilidad del
mismo a la temperatura ambiente, razén por la cual, algunas tablas pueden
parecer con casillas vacias, esto debido a que no se usaron las mismas
concentraciones de estudio para el inositol y los otros cosolutos estudiados.

En los estudios que se utilizé como técnica principal de seguimiento de la
desnaturalizacion la absorbancia en el UV lejano en funcion de la temperatura,
como es el caso del estudio en tampon fosfato, no se incluyé la glucosa como
cosoluto debido a que a temperaturas altas, las soluciones que contenian esta
sustancia presentaron una fuerte e inesperada absorcion de luz, como se muestra
en la Figura 24, en donde por comparaciéon se han incluido la absorbancia de las
soluciones acuosas de los otros cosolutos estudiados. Como puede observarse, el
comportamiento de la absorbancia de los polioles en funcién de la temperatura, es
lineal y disminuye al aumentar esta, lo cual es un resultado esperado debido a la
disminucién de la densidad con la temperatura, sin embargo, el perfil observado
para la glucosa muestra un aumento considerable de la absorbancia de la muestra
con la temperatura, sobre todo a temperaturas altas, incluso a las concentraciones
mas bajas usadas en este trabajo. Este efecto es mayor al aumentar la
concentracion de glucosa y en la mayoria de los casos afecta considerablemente
el perfil de desnaturalizacion de la proteina, haciendo poco fiables los resultados
del ajuste de los datos a el modelo de desnaturalizacion. Los resultados mejoran si
a las curvas de desnaturalizacion de proteinas se les resta el respectivo perfil de la
glucosa en tampon, sin embargo, este procedimiento aumenta considerablemente
la incertidumbre de los parametros de desnaturalizacion obtenidos.

El efecto de la temperatura sobre la absorbancia de la glucosa no se encontro
reportado en la literatura, por lo que el resultado se confirmo, utilizando glucosa de
diferente procedencia y diferentes solventes (agua y tampones PIPES y fosfato),
asi como también diversos espectofotometros UV-VIS con el fin de descartar
cualquier error sistematico proveniente de alguna de estas fuentes. En todos los
casos se encontro una fuerte dependencia de la absorbancia de la glucosa con la
temperatura. Es necesario la realizacion de un estudio sistematico encaminado a
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obtener resultados que permitan explicar en forma contundente las observaciones
encontradas.

Figura 24. Efecto de la temperatura sobre la absorbancia de las soluciones de los
cosolutos de estudio en tampon fosfato pH 6.5.

Absorbancia (u.a)

Temperatura (K)

— Fritritol 0.9000 molal ~ — Xilitol 0.9000 molal Sorbitol 0.9000 molal
Inositol 0.6000 molal —— Tampo6n fosfato pH 6.5 —— Glucosa 0.3000 molal

451 INFLUENCIA DE LOS COSOLUTOS DE ESTUDIO SOBRE LOS
PARAMETROS DE DESNATURALIZACION DE LA PROTEINA EN
TAMPON DE FOSFATO pH 6.5

Los perfiles de desnaturalizaciébn obtenidos por espectroscopia UV en tampon
fosfato pH 6,5, y 0,13 mg/mL de proteina se muestran en la Figura 25 y los
parametros de desnaturalizacion que se obtuvieron a partir de ellos se presentan
en las Tabla 6 y Tabla 7. Los parametros de desnaturalizacion de la holo-a-
lactoalbumina obtenidos en este trabajo se encuentran en buen acuerdo con
literatura, aunque son ligeramente inferiores a los obtenidos por Relkin vy
colaboradores quienes en condiciones similares de pH = 6,5 registran los
siguientes valores: Ty = 333 K, 4H = 303 kJ mol™)®®. En todos los casos y a
concentraciones altas de los polioles, se observé un aumento en la temperatura de
desnaturalizacion y un ligero incremento en la entalpia del proceso. La entropia de
desnaturalizacion a la temperatura media de desnaturalizacion muestra un
comportamiento similar a la entalpia de desnaturalizacion, observandose un
aumento significativo de esta magnitud sélo a las concentraciones mas altas de
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los cosolutos, donde se observa el mayor incremento en la temperatura media de
desnaturalizacion (Tabla 8).

En la Tabla 9 se muestra la energia libre de desnaturalizacion de la holo-o-
lactoalbumina a 298.15 K calculada a partir de los resultados experimentales de
entalpias, temperaturas medias y capacidades calorificas de desnaturalizacion.
Los valores presentados en la Tabla 10 muestran que a bajas concentraciones de
los cosolutos el cambio en la energia libre de desnaturalizacion a 298.15 K con
respecto a la energia libre de desnaturalizacion a la misma temperatura de la
proteina disuelta en tampdn, se encuentra dentro de la incertidumbre
experimental. Resultados similares obtenidos por otros autores®®® motivaron la
conclusiébn de que este tipo de cosolutos no cambian la energia libre de
desnaturalizacion de las proteinas cuando esta se encuentran en condiciones
tales que predomina la poblacion del estado nativo. El razonamiento detrds de
esta conclusion es que estos cosolutos no afectan la estructura de las proteinas
en su estado nativo, pero si disminuye el conjunto de estados accesibles del
estado desnaturalizado, es decir, la accidon de los osmolitos es sobre el la
poblacién de estados desnaturalizados y no sobre el estado nativo. Sin embargo,
nuestros resultados muestran que a concentraciones mas altas, los cosolutos de
estudio si afectan la energia libre de desnaturalizacion de la lactoalbumina bovina
a 298.15 K aumentandola.

Si bien en el caso de la lactoalbumina el efecto de estos cosolutos sobre la
entalpia y la entropia de desnaturalizacién es pequefio, para otras proteinas el
aumento de estas cantidades en presencia de los cosolutos estabilizadores es
relativamente grande. El hecho de que este aumento so6lo sea notable a altas
concentraciones y que a bajas concentraciones el efecto de los cosolutos sobre la
entalpia y la entropia de desnaturalizacién sea pequefio es probablemente debido
a una fuerte compensacion entrépico-entalpica en el proceso de estabilizacion de
la proteina que pasa desapercibida a bajas concentraciones de los cosolutos.

El hecho de que a concentraciones altas de los cosolutos se observe un aumento
en la energia libre de desnaturalizacion, pero no se afecten las propiedades
estructurales de la proteina sugiere que el efecto estabilizador de estas sustancias
sobre las proteinas es mediado a través de la estructura del agua.
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Figura 25. Curvas de desnaturalizacion de la LA en presencia de los polioles de

estudio.
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Tabla 6. Temperatura media de desnaturalizacién de la LA disuelta en soluciones
de diferentes concentraciones de los cosolutos de estudio.

Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
Concentracion Desv Desv Desv Desv

(m) MK | K [TmK)| (K) | Tm(K) | (K) | Tm(K) | (K)
0.0000 330.1 0.4 330.1 0.4 330.1 0.4 330.1 0.4
0.1500 328.9 2.1
0.3000 330.4 1.1 329.2 0.4 331.7 0.7 331.0 0.5
0.6000 332.9 0.1
0.8500 334.0 0.6
0.9000 332.0 1.1 329.8 1.0 333.1 0.4
1.5000 332.4 0.6 332.5 0.9 333.7 1.0
2.0000 332.3 0.4 333.8 0.4 336.8 0.8
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Tabla 7. Entalpia de desnaturalizacion a la temperatura media de

desnaturalizacion de la holo-a-lactoalbimina bovina en soluciones de los

cosolutos de estudio.

Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
Desv Desv Desv Desv
Concentracion | AH (kJ (kJ AH (kJ (kJ AH (kJ (kJ AH (kJ (kJ
(m) mol™) | mol™) | mol™) | mol™ | mol™ | mol™ | mol®) | mol™)
0.0000 270 12 270 12 270 12 270 12
0.1500 219 23
0.3000 281 14 252 20 281 22 223
0.6000 295
0.8500 307
0.9000 260 5 283 310 25
1.5000 255 7 284 14 311 2
2.0000 281 16 293 300 20

Tabla 8. Entropia de desnaturalizacion a la temperatura media de

desnaturalizacion de la holo-a-lactoalbimina bovina en soluciones de los
diferentes cosolutos de estudio.

Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
Concentracion AS_l(kJ_l Incertidumbre AS_l(kJ_l Incertidumbre AS_l(kJ_l Incertidumbre AS_l(kJ_l Incertidumbre
(m) mol” K™) | «Imol*k™ | mol"K™) | wImol*K?Y | mol” K7) | kImol*k™ | mol™ K™) | (kJmol™K?Y

0.0000 0.82 0.04 0.82 0.04 0.82 0.04 0.82 0.04
0.1500 0.67 0.07
0.3000 0.85 0.05 0.77 0.06 0.85 0.07 0.68
0.6000 0.89 0.01
0.8500 0.92 0.01
0.9000 0.78 0.02 0.86 0.02 0.93 0.08
1.5000 0.77 0.02 0.86 0.04 0.93 0.01
2.0000 0.85 0.05 0.88 0.02 0.89 0.06
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Tabla 9. Energia libre de Gibbs de desnaturalizacion a 298.15 K de la holo-a-
lactoalbdmina bovina en diferentes concentraciones de los cosolutos de estudio.

Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
Desv Desv Desv Desv
Concentracion | AG(kJ (kJ AG(kJ (kJ AG(kJ (kJ AG(kJ (kJ
(m) mol™ | mol™) | mol™ | mol) | mol™ | mol®) | mol™ | molh
0.0000 19.2 1.2 19.2 1.2 19.2 1.2 19.2 1.2
0.1500 14.1 2.2
0.3000 20.5 1.4 17.2 1.9 20.8 2.2 14.9 0.3
0.6000 22.7 0.3
0.8500 24.4 0.4
0.9000 18.8 0.6 20.4 0.5 24.4 2.7
1.5000 18.4 0.8 21.4 1.4 24.7 0.4
2.0000 21.1 1.7 22.8 0.6 24.4 2.3

Tabla 10. Cambio en la energia libre de Gibbs de desnaturalizacion de la holo-a-
lactoalbumina bovina disuelta en soluciones de los diferentes cosolutos de estudio
con respecto a la energia libre de Gibbs de desnaturalizacién de la proteina en

tampon.
Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
Concentracion AAG_q(J Incertidumbre AAG_q(‘] Incertidumbre AAG_q(‘] Incertidumbre AAG_q(‘] Incertidumbre
(m) mol™) (kJ mol™) mol™) (kJ mol™) mol™) (kJ mol™) mol™) (kJ mol™)
0.000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.150 -5.2 2.2
0.300 1.2 1.4 -2.0 1.9 1.6 2.2 -4.3 1.2
0.600 3.4 1.2
0.850 5.2 1.2
0.900 -0.4 1.2 1.2 1.2 5.1 2.7
1.500 -0.8 1.2 2.2 1.4 5.5 1.2
2.000 1.8 1.7 3.6 1.2 5.2 2.3
45.2 INFLUENCIA DE LOS COSOLUTOS DE ESTUDIO SOBRE LOS

PARAMETROS DE DESNATURALIZACION DE LA PROTEINA EN
TAMPON PIPES pH 6.5.

El efecto de los cosolutos sobre los parametros de desnaturalizacion de la o-
lactoalbumina bovina se estudié en tampon PIPES pH 6.5 en presencia de CaCl, y
en tampon PIPES pH 6.5 con EDTA-2Na. Con la adicion de calcio al medio se
estudio la influencia de estos cosolutos sobre la proteina en una forma mas
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estable y con la adicion de EDTA se determiné el efecto de éstos sobre una forma
mucho mas inestable de proteina (forma apo).

4.5.2.1 Apo-Lactoalbuminal®’]

El efecto de los cosolutos de estudio sobre los parametros de desnaturalizaciéon de
la apo-LA se estudi6 a través de espectroscopia de dicroismo circular. Se
obtuvieron perfiles de desnaturalizacion en funcién de la temperatura en el UV
cercano a 281 nm y en el UV lejano a 222 nm. En la Figura 26 se muestran los
perfiles de desnaturalizacién de la proteina en presencia de los cosolutos de
estudio disueltos en tampén PIPES 5 mM + EDTA 1 mM a pH 6.50 obtenidos a
través de DC en el UV cercano a 281 nm. En esta figura las lineas continuas
representan el ajuste al modelo y para mayor claridad se omiten la mayoria de
puntos experimentales. Los perfiles se obtuvieron en tampoén PIPES y en
soluciones de eritritol, xilitol y sorbitol en tampon a concentraciones de 0.5000,
1.000, 1.5000 y 2.0000 mol de cosoluto/kg de solvente y en soluciones de inositol
en tampon a concentraciones de 0.1900, 0.3800, 0.5600 y 0.7500 mol de
cosoluto/kg de solvente. La concentracion de la proteina en solucién fue alrededor
de 30 umol/L. Como se anot6 anteriormente la lactoalbimina en esta condiciones
se encuentra en su forma apo. Si estos perfiles se comparan con lo obtenidos en
tampon fosfato pH 6.50 se observa una fuerte disminucion de la temperatura de
desnaturalizacion lo que refleja una desestabilizaciéon de la proteina cuando no
tiene unido el i6n calcio. Estos resultados confirman las observaciones de otros

autores sobre el efecto estabilizador que ejerce el calcio sobre la lactoalbiimina®”
58, 98, 99|

Los parametros de desnaturalizacion, temperatura media de desnaturalizacion y
entalpia de desnaturalizacion, obtenidos al ajustar los perfiles de desnaturalizacién
mostrados en la Figura 26, a un modelo de dos estados de muestran en la Tabla
11 y Tabla 12, respectivamente. Estos valores son muy similares a los obtenidos
al ajustar simultaneamente los perfiles experimentales de DC en el UV cercano y
lejano (Anexo B. Tabla 27) con un modelo de una sola etapa, lo que es una fuerte
evidencia de que durante el proceso de desnaturalizacion no se presentan estados
intermedios. En la Tabla 12 se observa que el efecto de la concentracion de los
cosolutos de estudio sobre la entropia de desnaturalizacidén es pequefio.
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Figura 26. Perfiles de desnaturalizacion de la apo-a-lactoalbumina disuelta en
diferentes concentraciones de los cosolutos de estudio.
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Los resultados que se obtuvieron en este trabajo muestran una temperatura media
de desnaturalizacion ligeramente superior y una entalpia de desnaturalizaciéon
inferior a la reportada por Relkin y colaboradores.*® (4Hp = 201 kJ/mol, Ty = 303
K). Esta diferencia puede explicarse por las diferentes condiciones empleadas en
ambos estudios ya que en el estudio mencionado se disolvio la proteina en agua y
no se utilizé ningln agente quelante para el calcio que traia la apo-LA comercial
(0.3 mol de Ca?* / mol de proteina). Valores mas parecidos a los obtenidos en este
trabajo fueron observados por Apenten a pH 6.0 en tampén cacodilato + 1 mM
EDTA (4Hp = 166 + 31 kJ/mol, Ty = 304 + 2.7 Kl 6 Ty, = 307.6 + 0.7 KI*.

56



Los resultados obtenidos muestran que los cosolutos empleados en este estudio
aumentan la temperatura de desnaturalizacion de la apo-LA y aumentan
ligeramente la entalpia de desnaturalizacion. La Tabla 14 y Tabla 15 muestran que
a concentraciones altas de los cosolutos hay un aumento de la energia libre de
desnaturalizacion a 298.15 K. Como se discutio anteriormente, este efecto no se
observa a bajas concentraciones de los cosolutos debido a la compensacion
entropico-entalpica caracteristica de los procesos de desnaturalizacion.

Tabla 11. Temperatura media de desnaturalizacion de la apo-LA disuelta en
diferentes concentraciones de los cosolutos de estudio en tampdén PIPES + EDTA.

Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
Concentracion
(m) Tm (K) | Desv (K) | Tm (K) | Desv (K) | Tm (K) | Desv (K) | Tm (K) | Desv (K)
0.0000 305.7 0.1 305.7 0.1 305.7 0.1 305.7 0.1
0.1900 306.7 0.4
0.3800 307.2 0.1
0.5000 306.5 0.1 306.1 0.6 305.4 1.5
0.5600 307.8 0.9
0.7500 310.1 0.8
1.0000 306.8 1.3 307.6 0.3 307.6 0.4
1.5000 307.6 0.6 308.3 0.9 307.7 1.1
2.0000 309.1 0.1 309.1 1.8 310.0 1.4

Tabla 12. Entalpia de desnaturalizacion a Ty de la apo-LA disuelta en diferentes
concentraciones de los cosolutos de estudio en tampdn PIPES + EDTA.

Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
Concentracién | AH (lf‘] Desv_ng AH (_I;J Desv_gk\] AH (lf‘] Desv_gk\] AH (_I;J Desv_ng
(m) mol™) mol™) mol™) mol™) mol™) mol™) mol™) mol™)
0.0000 166 14 166 14 166 14 166 14
0.1900 170 6
0.3800 169 10
0.5000 168 18 155 24 177 27
0.5600 175 2
0.7500 187 25
1.0000 176 31 173 5 176 32
1.5000 211 28 183 24 166 46
2.0000 196 9 177 10 187 9

57




Tabla 13. Entropia de desnaturalizacion a Ty de la lactoalbumina disuelta en
diferentes concentraciones de los cosolutos de estudio en tampon PIPES 5 mM +
EDTA 1 mM pH 6.50.

Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
Concentraciéon | AS(kJ Desv (kJ AS(kJ Desv (kJ AS(kJ Desv (kJ AS(kJ Desv (kJ
(m) mol* K™ | mol* K" | mol* K" | mol*K") | mol*K") | mol*K") | mol* K") | mol™ K%
0.0000 0.54 0.05 0.54 0.05 0.54 0.05 0.54 0.05
0.1900 0.55 0.02
0.3800 0.55 0.03
0.5000 0.55 0.06 0.51 0.08 0.58 0.09
0.5600 0.57 0.01
0.7500 0.60 0.08
1.0000 0.57 0.10 0.56 0.02 0.57 0.10
1.5000 0.69 0.09 0.59 0.08 0.54 0.15
2.0000 0.63 0.03 0.57 0.03 0.60 0.03

La menor estabilidad de la apo-LA, cuando se compara con la holo-LA, se
evidencia en una energia libre de Gibbs de desnaturalizacion considerablemente
menor de la proteina sin calcio unido. La energia libre de Gibbs de
desnaturalizacion de la apo-LA en presencia de los polioles de estudio también es
menor a la correspondiente energia libre de Gibbs de la holo-LA disuelta en
soluciones de dichos polioles. Es mas, los resultados obtenidos (Tabla 10 y Tabla
15) indican que el aumento en AGgesn resultado de la adicion de los cosolutos es
menor para la apo-LA que para la holo-LA.

Tabla 14. Energia libre de Gibbs de desnaturalizacion a 298.15 K de la
lactoalbimina disuelta en diferentes concentraciones de los cosolutos de estudio
en PIPES + EDTA..

Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
Concentracién AG (kJ Incertidumbre AG (kJ Incertidumbre AG(kJ Incertidumbre AG(kJ Incertidumbre

(m) mol™) | (kI mor? mol™) (kJ mol™) mol™) (kJ mol™) mol™) (kJ mol™)
0.0000 3.67 0.35 3.67 0.35 3.67 0.35 3.67 0.35
0.1900 4.20 0.26
0.3800 4.42 0.29
0.5000 4.06 0.49 3.59 0.68 3.81 0.95
0.5600 4.83 0.38
0.7500 6.18 1.02
1.0000 4.43 1.04 4.69 0.20 4.76 0.99
1.5000 5.85 0.92 5.30 0.88 4.53 1.50
2.0000 6.11 0.33 5.43 0.81 6.15 0.69
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Tabla 15. Cambio en la energia libre de Gibbs de desnaturalizacion de la LA
disuelta en soluciones de los diferentes cosolutos de estudio con respecto a la
energia libre de Gibbs de desnaturalizacion de la proteina en tampon PIPES +

EDTA.
Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
Concentracion | AAG(kJ | Desv (kJ | AAG(kJ | Desv (kJ | AAG(kJ | Desv (kJ | AAG(kJ Desv (kJ

(m) mol ™) mol™) mol ™) mol™) mol ™) mol™) mol™) mol™)
0.0000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.1900 0.53 0.35
0.3800 0.75 0.35
0.5000 0.39 0.49 -0.08 0.68 0.13 0.95
0.5600 1.15 0.38
0.7500 251 1.02
1.0000 0.76 1.04 1.01 0.35 1.09 0.99
1.5000 2.18 0.92 1.62 0.88 0.85 1.50
2.0000 2.44 0.35 1.75 0.81 2.47 0.69

4.5.2.2 Holo-Lactoalbtiminal100]

La desnaturalizacion térmica de la holo-a-lactoalbumina bovina se estudio en
tampon PIPES 5 mM pH 6.5 + 1 mM CacCl;, y en soluciones acuosas de eritritol,
xilitol, sorbitol y glucosa a concentraciones de 0.3000, 0.6000, 0.9000, 1.2000 y
1.5000 mol/kg y en soluciones acuosas de inositol a concentraciones de 0.1500,
0.3000, 0.6000, 0.7500 y 0.9000 mol/kg. La concentracién de la proteina en
solucion fue aproximadamente 30 umol/L.

Los perfiles de desnaturalizacion (Figura 27) muestran que a las condiciones de
este estudio la transicion se puede describir como un proceso de dos estados y
que los cosolutos utilizados no afectan este mecanismo. Teniendo en cuenta estos
resultados, los pardmetros de desnaturalizacion se obtuvieron ajustando
simultdneamente las curvas de desnaturalizacion, previamente normalizadas,
obtenidas a través de las medidas de DC en el UV cercano y lejano y
fluorescencia, asumiendo un proceso de dos estados. Para comparacion, en el
anexo B Tabla 28, se muestran los resultados obtenidos al ajustar los tres perfiles
simultdneamente y so6lo los perfiles de fluorescencia. Los perfiles de
desnaturalizacion mostrados en la Figura 27 corresponden a los que se obtuvieron
con las medidas de intensidad de fluorescencia. Las temperaturas de
desnaturalizacion asi determinadas se resumen en la Tabla 16, mientras la Tabla
17 y la Tabla 18 muestran la entalpia y entropia de desnaturalizacion a la
temperatura media de desnaturalizacion, respectivamente. Los parametros de
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desnaturalizacion calculados en este trabajo para la proteina en tampodn
concuerdan con otros previamente reportados a condiciones similares!!®: 8 69 741
La temperatura de desnaturalizacion calculada para la holo-a-lactoalbumina es
3405 + 0.4 K a pH 6.50. Esta temperatura es mayor a la temperatura de
desnaturalizacion de la proteina disuelta en tampon fosfato y mucho mayor a la
temperatura de desnaturalizacion de la apo-a-lactoalbumina, lo que nuevamente
muestra la gran influencia que tiene el i6n calcio sobre la estabilidad de esta
proteina.

En la Tabla 16 se observa un ligero aumento en la temperatura de
desnaturalizacion a las concentraciones mas altas empleadas en el estudio. A
concentraciones bajas el efecto estabilizador es poco significativo e inclusive para
los polioles con menor numero de grupos hidroxilo se observa un efecto
desestabilizador. En la Tabla 17 se puede apreciar que la entalpia de
desnaturalizacion permanece practicamente constante ya que el pequefio
aumento observado a altas concentraciones de los cosolutos se encuentra dentro
de la incertidumbre experimental.

La entropia y la energia libre de desnaturalizacion, presentan un comportamiento
similar a la entalpia de desnaturalizacion, pudiéndose considerar constantes ya
que los cambios observados se encuentran dentro de la incertidumbre
experimental. Si se comparan las energias libres de desnaturalizacion de la
proteina disuelta en los tres tampones utilizados en este estudio, se observa
nuevamente la mayor estabilidad de la holo-LA en presencia de concentraciones
de calcio superiores a la estequiométrica, lo que confirma la observacion de la
influencia positiva de la concentracion de calcio sobre la estabilidad de esta
proteina.

La comparacion de los resultados obtenidos en el estudio bajo las tres condiciones
de tampones escogidos se muestra en la Figura 28. En esta Figura se observa
claramente las diferencias de estabilidad de la proteina disuelta en los tres
tampones estudiados asi como la influencia de los cosolutos sobre este pardmetro
bajo las tres condiciones estudiadas. Con los datos de esta figura y ajustando
linealmente los resultados de temperatura de desnaturalizacién para la proteina
disuelta en las soluciones de cada poliol en los tres tampones estudiados, se
construyo la Figura 29, en la cual se observa que el aumento de la temperatura de
desnaturalizacion con la concentracion de poliol aumenta a medida que aumenta
el numero de grupos hidroxilo en el poliol y esto se hace mas evidente a medida
que disminuye la estabilidad de la proteina, siendo el efecto mucho mas marcado
para el caso de la apo-a-lactoalbumina.
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Figura 27. Perfiles de desnaturalizacion de la holo-lactoalbimina en soluciones
acuosas de los diferentes cosolutos a distintas concentraciones.
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Tabla 16. Temperatura media de desnaturalizacion de la holo lactoalbumina
disuelta en las soluciones de diferentes concentraciones de los cosolutos de
estudio en tampon PIPES 5 mM + CaCl, 1 mM pH 6.5.

Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol Glucosa
Concentracion Tm Desv | Tm Desv | Tm Desv | Tm |Desv| Tm Desv

(m) (K) (K) (K) (K) (K) (K) (K) (K) (K) (K)
0.0000 341.0 0.3 [341.0| 0.3 |341.0| 03 |[341.0| 0.3 | 341.0 0.3
0.1500 341.0| 0.0
0.3000 339.7 0.1 |340.7| 0.4 |3409| 0.2 |341.3| 0.3 | 340.8 0.5
0.6000 341.0 1.0 |341.1| 06 |[341.4| 0.0 |342.0| 0.6 | 3409 0.3
0.7500 342.2 | 0.2
0.9000 341.0 0.3 [341.2| 0.1 |341.7| 0.2 |342.4| 0.4 | 341.9 0.4
1.2000 341.3 0.1 |3415| 0.3 |341.8| 0.1 342.1 1.0
1.5000 341.8 0.3 |341.8| 0.0 |342.7| 0.4 342.4 | 0.4

Tabla 17. Entalpia de desnaturalizacién a la temperatura media de
desnaturalizacion de la holo lactoalbumina disuelta en las soluciones de diferentes
concentraciones de los cosolutos de estudio en tampén PIPES 5 mM + CaCl, 1

mM pH 6.5
Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol Glucosa
Desv Desv Desv Desv Desv
Concentracion | AH (kJ (kJ AH (kJ (kJ AH (kJ (kJ AH (kJ (kJ AH (kJ (kJ
(m) mol™) | mol™) | mol™) | mol™ | mol™®) | mol™) | mol™ | mol™) | mol™) | mol™)
0.0000 291 3 291 3 291 3 291 3 291 3
0.1500 295 6
0.3000 300 15 304 14 291 0 298 0 306 14
0.6000 317 12 283 9 303 1 295 8 301 12
0.7500 298 5
0.9000 288 15 302 11 307 10 305 21 302 25
1.2000 312 16 306 13 298 1 292 16
1.5000 290 2 284 11 299 7 286 16
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Tabla 18. Entropia de desnaturalizacion a la temperatura media de
desnaturalizacidn de la holo lactoalbumina disuelta en las soluciones de diferentes
concentraciones de los cosolutos de estudio en tampén PIPES 5 mM + CaCl, 1

mM pH 6.5
Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol Glucosa
Desv Desv Desv Desv Desv
| ASKI |k | ASKKI | kg [ AS(KI | kg | AS(KI | k3 | ASKI | (kg
Concentraciéon | mol mol™ mol mol* | mol molt | mol mol* | mol mol?
(m) KD | kH [ KY | khH [ KH [ kh | KY |k | KY | KD
0.0000 0.85 0.01 0.85 001 | 0.85 | 0.01 | 0.85 | 0.01 | 0.85 | 0.01
0.1500 0.86 | 0.02
0.3000 0.88 0.05 0.89 0.04 | 0.85 | 0.00 | 0.87 | 0.00 | 0.90 | 0.04
0.6000 0.93 0.04 0.83 0.03 | 0.89 | 0.00 | 0.86 | 0.02 | 0.88 | 0.04
0.7500 0.87 | 0.01
0.9000 0.85 0.05 0.88 0.03 | 0.90 | 0.03 | 0.89 | 0.06 | 0.88 | 0.07
1.2000 0.91 0.05 0.89 0.04 | 0.87 | 0.00 0.85 | 0.05
1.5000 0.85 0.01 0.83 0.03 | 0.87 | 0.02 0.83 | 0.05

Tabla 19. Energia libre de Gibbs de desnaturalizacion a 298.15 K de la
lactoalbumina disuelta en diferentes concentraciones de los cosolutos de estudio
en PIPES + CacCl,.

Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol Glucosa
Desv Desv Desv Desv Desv
Concentracion | AG(kJ | (kJ AG(kJ | (kJ AG(KJ | (kJ AG(kJ | (kJ AG(KkJ | (kJ
(m) mol™) | mol™) | mol™) | mol™) | mol™) | mol™) | mol™) | mol™) | mol™) | mol™)
0.0000 24.5 0.4 24.5 0.4 24.5 0.4 24.5 0.4 24.5 0.4
0.1500 25.0 0.8
0.3000 25.3 1.9 26.0 1.7 24.4 0.05 25.4 0.1 25.3 1.9
0.6000 27.7 1.6 23.5 1.1 26.1 0.1 25.2 1.0 27.7 1.6
0.7500 25.7 0.6
0.9000 24.1 1.9 25.9 1.4 26.7 1.2 26.6 2.7 24.1 1.9
1.2000 27.2 2.0 26.4 1.7 25.6 0.1 27.2 2.0
1.5000 245 0.3 23.7 1.3 25.8 0.9 24.5 0.3
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Tabla 20. Cambio en la energia libre de Gibbs de desnaturalizacion de la LA
disuelta en soluciones de los diferentes cosolutos de estudio con respecto a la
energia libre de Gibbs de desnaturalizacion de la proteina en tampon PIPES +

C&C'z.
Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol Glucosa
Desv Desv Desv Desv Desv
Concentracion | AAG(kJ (kdJ | AAG(kJ (kJ AAG(kJ (kJ AAG(kJ (kJ AAG(kJ (kJ
(m) mol™) | mol™) | mol™) | mol™) | mol™ | mol™) | mol™) | mol®) | mol) | mol™)
0.1500 0.4 0.8
0.3000 0.8 1.9 1.4 1.7 -0.1 0.0 0.9 0.4 0.8 1.9
0.6000 3.2 1.6 -1.0 1.1 1.5 0.4 0.7 1.0 3.2 1.6
0.7500 1.1 0.6
0.9000 -0.4 1.9 14 14 2.1 1.2 2.0 2.7 -0.4 1.9
1.2000 2.6 2.0 1.9 17 1.0 0.4 2.6 2.0
1.5000 0.0 0.4 -0.8 13 1.3 0.9 0.0 0.4

Para confirmar la observacion que el efecto estabilizador de los polioles aumenta
al disminuir la estabilidad de la proteina se construyeron graficas de energia libre
de desnaturalizacion y del cambio fraccional de la energia libre de
desnaturalizacion en funcion de la concentracion de los diferentes polioles
estudiados como se muestran en la Figura 31. EI cambio fraccional de la energia
libre de desnaturalizacion se calcul6 como:

AG(m)-AG(m=0)

AAG ... =
fracc AG (m _ O)

(28)

donde m es la concentracion del poliol en el respectivo tampon.
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Figura 28. Efecto de los polioles seleccionados sobre la temperatura media de
desnaturalizacion de la a-lactoalbumina bovina en los diferentes tampones
utilizados durante el estudio.
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Figura 29. Cambio en la temperatura de desnaturalizacion en funcion del nUmero
de grupos hidroxilo del poliol estabilizador.
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En la Figura 30 se observa que la variacion de la energia libre de
desnaturalizacion en funcién de la concentracion del poliol es mayor para la
proteina en su forma apo y parece disminuir a medida que la proteina se
estabiliza, presentandose la menor variacion para la proteina en su forma holo
disuelta en tampon con cloruro de calcio para la cual este aumento se encuentra
dentro de la incertidumbre experimental.

Como se muestra en la Figura 31, la mayor estabilizacion por parte de los polioles
estudiados se presenta cuando la proteina se encuentra en su forma apo y a
medida que aumenta la estabilidad de la proteina el efecto estabilizador
disminuye, confirmando las conclusiones obtenidas al comparar los efectos
estabilizadores sobre la temperatura media de desnaturalizacion.
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Figura 30. Energia libre de desnaturalizacion en funcion de la concentracion de los
polioles estudiados y en los diferentes tampones utilizados.
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La comparacion de los resultados obtenidos en este estudio para la o-
lactoalbimina bovina con otras proteinas se muestra en la Figura 32. Se observa
que la estabilizacion, representada como la diferencia entre la temperatura de
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desnaturalizacion en presencia del poliol y la temperatura de desnaturalizacion de
la proteina en tampon, resultante de la adicion de los cosolutos estudiados es
menor para esta proteina que para las otras proteinas mostradas en la grafica. Es
de notar que todas las proteinas alli incluidas son proteinas globulares pequefias y
que la lisozima presenta una alta analogia estructural con la o-lactoalbdiminal®*
%1 sin embargo, la estabilizaciéon que ocasionan los polioles sobre estas
proteinas es 2 a 3 veces mayor que la ejercida sobre la a-lactoalbumina. La poca
influencia de los cosolutos de estudios sobre las propiedades estructurales de la
proteina sugiere que el efecto estabilizador no se debe a las consecuencias que
tiene la adicion de estos compuestos sobre el estado nativo, sino sobre el estado
desnaturalizado.

Los resultados aqui obtenidos muestran que los polioles y la glucosa estabilizan la
lactoalbumina bovina, sin embargo, su efecto sobre los parametros de la
desnaturalizacion térmica es menor que el efecto que se observa en otras
proteinas que inducen incrementos en Ty de dos a tres veces mayores, como
puede apreciarse en la Figura 3212 34 1% En otro estudio”™ la interaccion de la
holo-lactoalbimina con el sorbitol, el glicerol y la sacarosa mostraron una
estabilizacion significativa del estado nativo de la proteina s6lo a concentraciones
mayores a 2.0 mol/kg, por debajo de esta concentracion el efecto estabilizador
observado fue muy similar al mostrado en nuestros resultados. La diferencia en la
extension de la estabilizacion producida en este caso podria explicarse si se toma
en cuenta que la lactoalbimina no se encuentra completamente desdoblada a
altas temperaturas!’” y como consecuencia, los cambios en el &rea superficial y en
el volumen después de la desnaturalizacion serdn mas pequefios si se compara
con otras proteinas.

Las diferencias en el grado de estabilizacion inducido por estos cosolutos sobre la
lactoalbumina bovina y otras proteinas podria estar relacionado con el porcentaje
del desdoblamiento del estado desnaturalizado de la proteina. Esta hipotesis es
respaldada por otras observaciones de que estos osmolitos afectan la distribucion
de poblacién del estado desnaturalizado'*°?. El cambio en el &rea y volumen para
el proceso de desnaturalizacion se puede relacionar con la extension de
estabilizacion a través de modelos como el de abarrotamiento molecular o el
aumento de la tension superficial: de acuerdo a éstos, pequefios cambios en las
propiedades espaciales se relaciona con el pequefio efecto estabilizador
producido por los osmolitos. La presencia del alto contenido de elementos
estructurales secundarios a altas temperaturas indican un pequefio cambio en el
area y volumen después de la desnaturalizacién, lo que explicaria la poca
estabilizacion que se logra cuando los osmolitos estudiados se agregan a la
solucién de proteina.

68



Figura 31. Variacion fraccional de la energia libre de desnaturalizacion en funcién
de la concentracién de proteina.
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Figura 32. Comparacion de los efectos de los cosolutos de estudio sobre la
temperatura media de desnaturalizacion de varias proteinas.
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En términos generales se encontro que los efectos de los polioles y la glucosa
sobre la temperatura de desnaturalizaciéon dependen tanto de la concentracion
como del numero de grupos hidroxilo del cosoluto agregado. De los resultados
obtenidos puede observarse que, a las concentraciones mas altas utilizadas, los
cosolutos presentan un pequefo efecto estabilizador aumentando la temperatura
de desnaturalizacion, pero a concentraciones mas bajas el efecto es menor e



incluso pueden inducir un comportamiento desnaturalizante disminuyendo la
temperatura de desnaturalizacién, sobre todo para la holo-a-lactoalbumina en
presencia de calcio. El efecto desestabilizador del eritritol a bajas concentraciones
fue previamente reportado para el sistema agua-eritritol-B-lactoglobulina®®. A
medida que el niumero de grupos hidroxilo aumenta el efecto estabilizador se
incrementa, sobre todo cuando la proteina se encuentra en su forma menos
estable. El efecto estabilizador de estos cosolutos aumenta en el siguiente orden:
eritritol < xylitol < sorbitol = glucosa < inositol.

Por otra parte, el parametro de interaccion preferencial de la lactoalbumina bovina
con sorbitol, glicerol y sacarosa muestra que estos cosolutos son excluidos del
dominio de la proteina en forma similar en que varios osmolitos son excluidos del
dominio de otras proteinas[31]. Sin embargo, la estabilizacion térmica ejercida por
estos osmolitos sobre otras proteinas es mucho mayor que el reportado en este
trabajo. Nuestros resultados sugieren que la exposicién incompleta de los residuos
centrales en el estado desnaturalizado de la lactoalbumina bovina podria explicar
la menor estabilizacion producida por los osmolitos estudiados a la luz de teorias
como la del modelo de interaccién preferencial*®.

Los resultados obtenidos muestran que el efecto que ejercen los polioles sobre la
estabilidad de las proteinas no es independiente de la proteina en cuestion, sino
que depende de la naturaleza y propiedades de la proteina. Kaushik y Bhat'*?
sugieren que el grado de estabilizacion depende de factores intrinsecos de la
proteina y particularmente de las caracteristicas superficiales de la misma.
Particularmente es de notar, que algunas teorias sugieren que la estabilizacion
depende del cambio de volumen en el proceso de desnaturalizacion® y de la
diferencia de superficie expuesta al solvente que existe entre la proteina
desnaturalizada y la proteina en su estado nativo®®. Griko, Freire y Privalovt’!
presentan evidencia que en el estado desnaturalizado, la holo-a-lactoalbumina se
encuentra lejos de estar completamente desdoblada, lo cual podria explicar la
menor estabilizacion que ejercen los polioles estudiados sobre esta proteina a la
luz de teorias como la del aumento de la tension superficial y de aglomeracién
(crowding), aunque esta ultima es dificilmente aplicable a sustancias de bajo peso
molecular como los polioles aqui estudiados®. Otra posible explicacién para este
fendmeno, seria la exposicion incompleta de los residuos del interior de la proteina
en el estado desnaturalizado, debido a un estado desnaturalizado desdoblado sélo
parcialmente, lo cual produciria una menor interaccion del poliol con estos
residuos, afectando el grado de estabilizacion!*®..
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Las hipoétesis planteadas para explicar las observaciones aqui descritas no son
excluyentes y podrian ser complementarias, sin embargo, para su comprobacién
se necesita una descripcion experimental detallada de la estructura de las
proteinas en su estado desnaturalizado, la cual a la fecha ain no se ha podido
realizar, principalmente debido a la naturaleza misma de este estado y a que las
técnicas disponibles requeririan concentraciones de proteina donde el proceso de
agregacion interferiria con los resultados obtenidos.

4.6. TENSION  SUPERFICIAL DE  SOLUCIONES ACUOSAS DE
LACTOALBUMINA + LOS COSOLUTOS DE ESTUDIOM®],

La adsorcion de la proteina en la interfase aire-agua en las soluciones acuosas de
los cosolutos de estudio se estudiaron midiendo la evolucion temporal de la
tension superficial a través de la técnica de volumen de gota. Para determinar la
presion superficial se midieron las tensiones superficiales de las soluciones
acuosas de los cosolutos estudiados. Las densidades de dichas soluciones y de
las soluciones acuosas de la proteina disuelta en los cosolutos de estudio,
necesarias para el calculo de las tensiones superficiales, se determinaron a travées
de la técnica de tubo vibrante. Los resultados de estas medidas se muestran a
continuacion.

4.6.1 Estudio Volumétrico del Sistema Lactoalbumina + Agua + Cosolutos de
Estudio.

En la Figura 33 se muestra el comportamiento de la densidad de las soluciones
acuosas de los cosolutos de estudio en funcion de la concentracion de los mismos
a 298.15 K. En la Figura 34 se muestran los volumenes molares aparentes de los
cosolutos de estudio a diferentes concentraciones a esta misma temperatura
calculados utilizando la ecuacion:

M 1000(p -
V¢:__M (22).

P MopP,

Donde V, es el volumen molar aparente del soluto, M es el peso molecular del
soluto, m la molalidad de la solucion y py p, son las densidades de la solucion y el
solvente, respectivamente.

En ambas figuras se observa un comportamiento lineal, tanto de la densidad como
del volumen molar aparente en funcion de la concentracién. Los volumenes
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molares a dilucion infinita de los diferentes cosolutos de estudio a 298.15 K se
obtuvieron por extrapolacién luego de ajustar los datos por minimos cuadrados.
Los resultados se muestran en la Tabla 21 y para efectos de comparacion se
presentan los valores obtenidos en otros trabajos. Puede apreciarse que los
resultados obtenidos concuerdan bien con los datos de la literatura.

Figura 33. Densidad de las soluciones acuosas de los cosolutos de estudio
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Las densidades de las soluciones acuosas de la holo-LA a diferentes temperaturas
en funcion de la concentracién se muestran en la Figura 35 y los volumenes
especificos aparentes de la proteina en la Figura 36. Se observa que los
volimenes especificos aparentes de la proteina son una funcién fuerte de la
concentracion. Se aprecia una considerable disminucion del volumen especifico
aparente al disminuir la concentracién especialmente a bajas concentraciones de
proteina, sin embargo, la incertidumbre de la magnitud aumenta
considerablemente al disminuir la concentracion debido a la incertidumbre en la
fraccion de proteina. La literatura reporta que el volumen especifico aparente de
las proteinas son funciones débiles de la concentracién y generalmente se
consideran constantes™® %7 Esta diferencia de comportamiento podria ser el
resultado de que en la gran mayoria de estudios, los volimenes de las proteinas
se miden en soluciones tamponadas, mientras que en este trabajo la proteina se
disolvié directamente en agua. Debido a la complejidad propia del sistema y a la
presencia de calcio no ligado a la proteina en la lactoalbumina comercial, la
interpretacion de estos resultados resulta muy compleja.
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Figura 34. Volimenes molares aparentes de los cosolutos de estudio en solucién

acuosa.
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Figura 35. Densidades de las soluciones acuosas de la holo-LA a diferentes
concentraciones y temperaturas.
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Tabla 21. Volumen molar a dilucion infinita de los cosolutos de estudio en solucion

acuosa.
Sustancia Volumen molar aparente (mol/cm®)?
Eritritol 86.76 (0.03)°
87.1°, 86.8 (1.4)%, 86.6 (0.6)°
Xilitol 100.6 (0.3)°
102.14°%, 101.4 (0.7)%, 101.6 (0.2)°, 101.9°
Sorbitol 119.4 (0.1)°
119.16° 118.0 (0.8)%, 118.4 (4.6)°, 117.7"
Inositol 101.1 (0.1)°
101.8 (0.1)°¢
Glucosa 112.3(0.1)° _
112.05°, 111.87 (0.03)%, 111.91 (0.9)", 111.99 (0.01)', 111.79
(0.08Y, 111.87 (0.01)"

& Incertidumbres en paréntesis

bEste trabajo c[108] d[109] e[110] f[111] g [112,113] h[114] i[115] j[116] kK [117]

Figura 36. Volumenes especificos aparentes de la holo-LA en solucion acuosa
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En la Figura 36 se observa que la influencia de la temperatura sobre el volumen
especifico aparente de la proteina es mucho menor que el efecto de la
concentracion de proteina sobre todo a concentraciones altas de proteina y solo
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parece haber un efecto significativo de la temperatura a la concentracion mas baja
de proteina estudiada, sin embargo, a esta concentracién, la incertidumbre
experimental también es mucho mayor. La poca variacion del volumen especifico
aparente con la temperatura se explica por el hecho que en el rango de
temperaturas estudiado la proteina se encuentra en su estado nativo compacto y
no se espera variacion del volumen hasta temperaturas cercanas a la de
desnaturalizacion donde la proteina empieza a desdoblarse.

4.6.2 Tensiones superficiales de las soluciones acuosas de los cosolutos de
estudio

La tension superficial » de las soluciones acuosas de los polioles y la glucosa se
midieron usando el método de volumen de gota en modo dinamico y se muestran
en la Figura 37. Los resultados que se obtuvieron estan en buen acuerdo con
otros previamente reportados™'®*?. Sin embargo, los datos se la literatura de las
tensiones superficiales de las soluciones acuosas de la glucosa estan bastante
dispersos e incluso Hoorfa et al.™*® reportaron que, con el uso del método de perfil
de gota, las tensiones superficiales de las soluciones acuosas de D-glucosa
disminuyen al aumentar la concentracion del soluto y explican la discrepancia del
comportamiento observado, cuando se compara con otros datos de la literatura,
con errores sistematicos en los otros métodos de medida.

Figura 37. Tensiones superficiales de las soluciones acuosas de los cosolutos de
estudio a 298.15 K.
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4.6.3 Efecto de la concentracion de proteina sobre la tension superficial

El comportamiento del fendmeno de adsorcion de la proteina en la interfase aire-
agua se determiné siguiendo el cambio de la tensién superficial en funcion del
tiempo para la holo-lactoalbimina disuelta en tampon y en las soluciones acuosas
de los cosolutos de estudio. Se considero el efecto de la concentracion de proteina
sobre la evolucion de la presién superficial con el tiempo. Las concentraciones
usadas fueron 6.49 x 10°,6.3 x 10°, 1.27 x 10®, 3.1 x 10"y 6.3 x 10™ en fracci6n
masica de proteina. Los datos experimentales se ajustaron por medio de regresion
no lineal a tres modelos diferentes con el fin de explicar el comportamiento
observado.

- El primer modelo supone que el proceso de adsorcion ocurre en dos etapas:
una primera etapa controlada por la difusion de proteina desde el seno de
la gota hacia la interfase y una segunda etapa que siguen un
comportamiento logaritmico. Las ecuaciones correspondientes a este

modelo son:
e 1/2
Paso controlado por la difusién: 7 = At (29)
Etapa que sigue un comportamiento logaritmico: T =7 —ﬂoe*k(t’t(’)

(30)

- El modelo niumero dos supone que la adsorcion de la proteina en la
superficie agua-aire puede describirse por dos etapas que siguen un
comportamiento logaritmico:

: _ _ o o e kltt)
Primera etapa: T =7 —mye (31)

) _ —k2(t-t;)
: =, — e
Segunda etapa T=7; 7 (32)
- El tercer modelo incluye un primer paso controlado por el proceso de

difusion y dos etapas posteriores descritas por el comportamiento

logaritmico:
T 12
Paso controlado por la difusion: 7 = At (33)
: P _ —k1(t-t)
Primera etapa logaritmica: T =7, —T,€ (34)
PR _ —k2(t-t,)
Segunda etapa logaritmica: T=7;—T7e

(35)

En las ecuaciones t es el tiempo medido desde el momento de formaciéon de la
gota, m es el valor de la presion superficial en el que empiezan a dominar los
fendbmenos asociados con la primera etapa descrita por un comportamiento
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logaritmico, m es la presion superficial en la que empiezan a predominar los
fendbmenos asociados con la segunda etapa logaritmica y los tiempos ty y t;
poseen significados similares a los mencionados anteriormente. 7z es la presion
final de equilibrio arrojada por el modelo. k; y k» son las constantes cinéticas de
primer orden para la primera y segunda etapa logaritmica, respectivamente. A es
la constante de proporcionalidad para la etapa controlada por el proceso difusivo y
esta relacionada con la difusividad molecular a través de la siguiente ecuacion:

1/2
m= 2COkT(ﬂj = At'?
3.13 (36)

donde C, es la concentracion molar de proteina, k es la constante Boltzman, T la

temperatura absoluta a la cual se mide la isoterma y D es el coeficiente de difusion
de la proteina en el solvente. Los resultados de los ajustes de los tres modelos a
diferentes concentraciones de proteina se muestran en la Figura 38 (para efectos
de claridad so6lo se muestran tres concentraciones de proteina).

Figura 38. Ajuste de los tres modelos propuestos a las curvas de presion
superficial de la holo-a-lactoalbumina disuelta en agua a diferentes
concentraciones de proteina.
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Los resultados experimentales no muestran la presencia de una etapa de latencia
y se observa el incremento progresivo de la tension superficial, siendo este
aumento mayor a medida que aumenta la concentracion de proteina. Un
comportamiento similar para esta proteina ha sido descrito!®". Todos los conjuntos
de datos experimentales se ajustaron a los tres modelos y como se puede
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observar en la Figura 38 el Modelo 1 no muestra un buen ajuste, sobre todo a
tiempos mayores a 500 s, mientras que los Modelos 2 y 3 se ajustan bien a los
datos y ambas curvas practicamente se superponen. El tiempo para la etapa
controlada por la difusion en el Modelo 3, es inferior al menor tiempo experimental
medido de 30 s.

De acuerdo con estos resultados, la adsorcion de la holo-LA en la interfase aire-
agua se puede representar como un proceso con tres etapas: el paso controlado
por la difusién es demasiado rapido para ser medido en forma precisa usando el
método cuasiestatico y los otros dos pasos siguen un comportamiento logaritmico.
La primera ecuacion cinética de primer orden representa la velocidad de
penetraciéon en la interfase aire-agua, mientras la segunda corresponde a la
velocidad de rearreglo de la proteina en la interfase.

La primera constante logaritmica k; es la constante de velocidad de primer orden
de penetracion y la segunda constante k; es la constante de velocidad de primer
orden de rearreglo de la proteina y m; y mp representan la presion final del primer y
segundo paso logaritmico, respectivamente.

Como puede observarse el Modelo 1 presenta un ajuste muy pobre, mientras los
modelos 2 y 3 presentan muy buen ajuste, sin embargo, los datos obtenidos a
tiempos pequefios, donde el fendmeno limitante de la velocidad de adsorcién es la
difusion de la proteina hasta la interfase, son escasos, presentan una gran
incertidumbre y en algunos casos, debido a la naturaleza de la técnica, no se
tienen datos. Por lo tanto esta primera etapa no fue modelada y se escogi6 el
modelo 2 para obtener los parametros de adsorcion (Figura 38 y Figura 39). Los
resultados muestran que la constante de primer orden para la etapa de
penetracion aumenta con la concentracion de proteina mientras que la constante
cinética para la etapa de rearreglo es practicamente constante. Esto muestra =
aumenta a medida que la concentracion de proteina aumenta, especialmente a
tiempos pequefios, como se describié previamente!®.

En la Tabla 22 se muestran los resultados del ajuste del segundo modelo a
diferentes concentraciones de proteina. Se observa que las presiones
superficiales al final de cada una de las etapas asi como la constante de velocidad
para la etapa de penetracion aumentan con la concentracion de proteina, mientras
la constante de velocidad de rearreglo es practicamente independiente de la
concentracion de la macromolécula.
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Figura 39. Presion superficial de equilibrio calculada con los diferentes modelos.
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Tabla 22. Resultados del ajuste de los datos experimentales al modelo No 2.

fraccion masica de I11 112
proteina t0 (s) (mN/m) (mN/m) k1 (1/s) k2 (1/s)
6.49E-06 8 4.1 5.2 0.026 0.0030
6.30E-05 108 5.7 8.2 0.030 0.0026
1.27E-04 68 5.5 8.6 0.047 0.0031
3.16E-04 49 6.1 10.1 0.072 0.0030
6.31E-04 60 7.6 11.4 0.066 0.0024

4.6.4 Efecto de los cosolutos de estudio sobre la presion superficial

El efecto de la concentraciéon de los polioles de estudio y la glucosa sobre los
perfiles de adsorcién se muestran en la Figura 40 y el efecto sobre los parametros
del modelo 2 resultado del ajuste de los datos experimentales se muestran en la
Figura 41. Se puede observar que la adicion de polioles y la glucosa aumentan la
presion superficial cuando se compara con la presion superficial de la solucion
acuosa de proteina (Figura 41). El cambio en la presion superficial es mayor a
medida que el numero de grupos hidroxilo aumenta siendo el aumento mas
grande para el sorbitol, seguido por el xilitol y el eritritol. EIl aumento en la presién
superficial es mayor para el sorbitol que es un poliol lineal con 6 atomos de
carbono y 6 grupos hidroxilo que para el inositol que es un poliol ciclico con 6
atomos de carbono y 6 grupos hidroxilo. EI menor cambio en la presion superficial
es causado por la adiciébn de glucosa, la cual también presenta una estructura
predominantemente ciclica en solucion.
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Figura 40. Perfiles de adsorcidn de la lactoalbumina en las soluciones de los
diferentes cosolutos de estudio.
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Figura 41. Efecto de los diferentes cosolutos de estudio sobre los parametros de
adsorcion de la lactoalbumina en la interfase aire-agua.
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Tabla 23. Valores de los parametros de adsorcion ajustados para la holo-a-
lactoalbumina en presencia de polioles y la glucosa a pH 6.5y 298.15 K.

Constantes
Presién superficial cinéticas Temperatura
Concentracion mN m* st media de
de cosoluto | Primera | Segunda | Primera | Segunda | desnaturalizacion
(m) etapa | etapa | etapa | etapa (K)[00!
Eritritol
0.3 10.7 14.9 0.056 0.0030 339.2
0.6 12.9 14.1 0.034 0.0026 340.2
0.9 10.2 14.3 0.088 0.0027 340.5
1.2 10.5 14.8 0.092 0.0024 340.9
1.5 11.7 15.8 0.136 0.0020 341.7
Xilitol
0.3 13.2 15.7 0.099 0.0031 340.3
0.6 10.3 14.7 0.095 0.0030 340.6
0.9 11.4 14.9 0.079 0.0027 340.7
1.2 10.9 14.3 0.083 0.0022 341
1.5 12.6 16.8 0.080 0.0018 341.3
Sorbitol
0.3 11.7 16.3 0.154 | 0.0021 340.4
0.6 10.8 16.0 0.105 0.0027 340.9
0.9 13.3 18.2 0.091 | 0.0022 341.3
1.2 16.9 20.0 0.020 | 0.0020 3413
1.5 14.6 20.2 0.075 | 0.0025 342.1
Inositol
0.15 6.9 10.8 0.043 0.0026 340.7
0.3 8.6 11.6 0.047 0.0023 340.6
0.6 11.8 13.4 0.024 0.0024 3415
0.75 10.6 14.5 0.130 0.0031 341.7
Glucosa
0.3 9.3 12.5 0.046 | 0.0023 3404
0.6 8.5 12.1 0.036 | 0.0023 340.5
0.9 9.9 14.5 0.072 | 0.0025 3415
1.2 10.9 15.0 0.046 0.0017 341.7
1.5 10.3 14.9 0.081 | 0.0024 342.1

* Desviaciones estandares tipicas de 15 s, 0.5 mN/m, 0.01 s and 0.0005 s™ para

to, presiones superficiales y ki y ko, respectivamente.
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La Tabla 23 incluye los resultados para la temperatura de desnaturalizacion de la
holo-LA en la presencia de los cosoluto de estudio. Los resultados muestran que
la presiéon superficial de equilibrio 7 aumenta con la concentracién de equilibrio
recordando el comportamiento mostrado por la temperatura de desnaturalizacion
para esta proteina®®. La constante cinética de primer orden ki, asociada con la
penetracion de la proteina en la interfase aire-agua aumenta con la concentracion
de poliol, excepto para el sorbitol. Este comportamiento podria ser explicado
recordando que los polioles estudiados y la glucosa aumentan la tension
superficial del agua y por lo tanto son excluidos de la interfase aire-agua. Ademas
las medidas del parametro de interaccion preferencial muestran que estos
osmolitos también son excluidos del dominio de la proteina debido a la
incompatibilidad termodindmica de ambas sustancias!”®. Estos dos factores
podrian favorecer la velocidad de adsorcion de proteina en la interfase asi como la
cantidad de proteina adsorbida, la cual esta relacionada con la presion superficial.
ko es casi constante para todas las concentraciones de polioles estudiadas lo que
indica que el mecanismo de rearreglo no cambia ni con la concentracion ni el tipo
de estabilizador utilizado.

Todos los cosolutos estudiados aumentan la presion superficial de equilibrio
cuando se comparan con la proteina disuelta en agua, sin embargo, para el
eritritol, xilitol y la glucosa este aumento parece ser independiente de la
concentracion del osmolito. Para el sorbitol y el inositol se presenta un claro
incremento de presion superficial de equilibrio con la concentracion de osmolito
recordando el comportamiento de los parametros de desnaturalizaciéon de esta
proteina en la presencia de los cosolutos estudiados!*®!.

Para establecer la relacién entre el efecto estabilizador de los polioles y azlicares
con el cambio en la tension superficial resultado de la adicion de estos osmolitos
se muestra en la Figura 42 la variacién de la temperatura de desnaturalizacion en
funcién de la tension superficial del solvente. La estabilizacion térmica de la holo-
LA por la presencia de cosolutos, representada como el cambio en la temperatura
de desnaturalizacidbn no presenta una correlacion general con el aumento de la
tension superficial del solvente como se ha sugerido a partir del comportamiento
mostrado por otras proteinas!*® 2 %2 Sin embargo, para cada uno de los cosolutos
de estudio el cambio en la temperatura de desnaturalizacion aumenta a medida
gue la tension superficial del solvente aumenta.
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Figura 42. Correlacion entre ATy y la presion superficial del solvente.
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5. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de este trabajo se resumen a continuacion:

- El proceso de desnaturalizacion de la a-lactoalbumina es reversible, no
depende de la concentracion de proteina y las propiedades medidas
durante el proceso corresponden a estados de equilibrio a las condiciones
experimentales utilizadas por lo que se puede concluir que el proceso de
desnaturalizacion de la proteina en sus formas apo y holo esta controlado
por la termodindmica del mismao.

- El proceso de desnaturalizacion de la apo-a-lactoalbumina y la holo-a-
lactoalbumina se puede modelar como un proceso de una sola etapa bajo
las condiciones utilizadas en este estudio. Con el uso de las diferentes
técnicas empleadas en este estudio y a las condiciones del mismo, no se
encontré evidencia de estados intermedios tipo glébulo fundido, como se ha
sugerido ampliamente en la literatura.

- El efecto del pH sobre los parametros de desnaturalizacion de la a-
lactoalbumina es pequefio en el rango de pHs comprendido entre 5.5y 7.0,
pero presentan una fuerte dependencia a pHs mas acidos.

- El calcio afecta la estabilidad de la a-lactoalbumina bovina, aumentandola
considerablemente cuando este se encuentra presente en solucion: este
efecto es mayor para la apo-a-lactoalbimina a concentraciones de calcio
cercana a la estequiométrica y mucho menor para la holo-a-lactoalbimina
con concentraciones de calcio mucho mayores a la estequiométrica.

- Las propiedades estructurales de la apo-a-lactoalbumina y la holo-a-
lactoalbumina son muy similares y las pequefas diferencias encontradas
estan en acuerdo con las reportadas en la literatura.

- Los polioles de estudio y la glucosa no afectan las propiedades
estructurales de la a-lactoalbimina bovina lo cual sugiere que no existe una
interaccién directa entre estos cosolutos y la proteina, esto sumado al
comportamiento de los parametros de interaccion preferencial reportados en
la literatura permite afirmar que los efectos observados sobre la estabilidad
son mediados a través de los cambios de estructura del solvente en las
capas de hidratacion cercanas a la proteina.
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- El estado desnaturalizado de la apo-a-lactoalbumina a temperaturas
superiores a la temperatura de desnaturalizacion no presenta elementos
estructurales terciarios tipo nativo, pero si se observa la presencia de
algunos elementos estructurales secundarios, por lo que se puede concluir
gue la proteina no se encuentra completamente desdoblada a altas
temperaturas.

- Los polioles empleados en este estudio y la glucosa a altas concentraciones
estabilizan la lactoalbumina bovina aumentando la temperatura de
desnaturalizacion y la energia libre de desnaturalizacion a 298.15 K, pero a
concentraciones mas bajas el efecto es menor e incluso pueden inducir un
comportamiento desnaturalizante disminuyendo la temperatura de
desnaturalizacion, sobre todo para la holo-a-lactoalbimina en presencia de
calcio. El efecto estabilizador es mas marcado a medida que aumenta el
tamafio y el nUmero de grupos hidroxilo para los polioles lineales. El inositol
mostré el mayor efecto estabilizador entre los cosolutos con seis grupos
hidroxilo, mientras que el sorbitol y la glucosa mostraron un efecto
estabilizador similar, por lo que los resultados no son concluyentes sobre el
efecto que tiene la presencia de anillos en la molécula estabilizador. El
efecto estabilizador de estos cosolutos aumenta en el siguiente orden:
eritritol < xylitol < sorbitol = glucosa < inositol.

- Para esta proteina, la estabilizacion ejercida por los polioles depende de la
estabilidad de la macromolécula disuelta en el tampdn en ausencia de los
cosolutos.

- El efecto estabilizador ejercido por los polioles y la glucosa sobre la a-
lactoalbumina es menor que el que estas mismas sustancias ejercen sobre
otras proteinas globulares, posiblemente debido a que esta proteina no se
desdobla completamente a altas temperaturas y por lo tanto los cambios de
area superficial y de volumen de la proteina durante el proceso de
desnaturalizacién son pequefios.

- La adsorcion de la proteina en la interfase aire-agua se puede modular
como un proceso de tres etapas: una primera etapa de difusion de la
proteina desde el seno del fluido hasta la interfase, una segunda etapa
correspondiente a la penetracion de la proteina en la interfase y una tercera
etapa de reorganizacion en la interfase. La primera etapa ocurre tan
rapidamente que no puede detectarse en forma fiable con la técnica
empleada.

- Todos los cosolutos a todas las concentraciones ocasionan el aumento de
la presion superficial. Este aumento es mayor a medida que se incrementa
la concentracion del cosoluto.
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- El cambio en la presion superficial es mayor a medida que el numero de
grupos hidroxilo aumenta siendo el aumento més grande para el sorbitol,
seguido por el xilitol y el eritritol. EI aumento en la presion superficial es
mayor para el sorbitol que es un poliol lineal con 6 atomos de carbono y 6
grupos hidroxilo que para el inositol que es un poliol ciclico con 6 atomos de
carbono y 6 grupos hidroxilo. EI menor cambio en la presion superficial es
causado por la adicidon de glucosa, la cual también presenta una estructura
predominantemente ciclica en solucion.

- La constante cinética de primer orden kj, asociada con la penetracion de la
proteina en la interfase aire-agua aumenta con la concentracion de poliol,
excepto para el sorbitol. Sin embargo la constante de reorganizacion
permanece constante para todas las concentraciones de los cosolutos
estudiados.

- La estabilizacion térmica de la holo-a-lactoalbumina por la presencia de
cosolutos, representada como el cambio en la temperatura de
desnaturalizacién no presenta una correlacion general con el aumento de la
tension superficial del solvente como se ha mostrado para otras proteinas.
Sin embargo, para cada uno de los cosolutos de estudio el cambio en la
temperatura de desnaturalizacion aumenta a medida que la tension
superficial del solvente aumenta.
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6. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo podemos recomendar:

1.

Realizar estudios de adsorcién de la apo-a-lactoalbimina bovina en presencia
de los cosolutos de estudio y a diferentes temperaturas lo cual,
complementado con este estudio, permitiria vislumbrar la influencia de los
cosolutos de estudio sobre la adsorcion de la proteina en su estado nativo y
desnaturalizado.

Utilizar otras técnicas para la medicion de la tension superficial de las
soluciones de proteina, tales como méxima presion de burbuja y perfil de gota,
que permitan medir tensiones superficiales a tiempos mas cortos y tiempos
mas largos lo cual posibilitaria al acceso del comportamiento de la proteina en
todas las etapas de adsorcion, asi como experimentos que permitan obtener la
concentracion superficial de proteina en funcion del tiempo, lo cual permitiria la
aplicacion de modelos tedricos disponibles para explicar en forma mas
detallada las observaciones experimentales.

Confirmar la conclusiéon de que el efecto estabilizador de los cosolutos es
mediado a través de la estructura del agua por medio de medidas de
interaccion preferencial entre esta proteina y los cosolutos. Ademas, estudiar la
interaccion preferencial de la proteina, en sus formas holo y apo, con los
cosolutos a temperaturas comprendidas entre las temperaturas medias de
desnaturalizacion de ambas formas de la proteina, para establecer el
comportamiento de este parametro en la presencia de la estructura nativa de la
proteina y compararlo con el comportamiento cuando la proteina se encuentra
en su estado desnaturalizado. El estudio podria incluir también el efecto que
tiene la presencia de la proteina en su estado nativo o desnaturalizado, a la
misma temperatura, sobre otras propiedades como densidad, viscosidad,
tension superficial, etc., las cuales contribuirian al conocimiento que se tiene
actualmente sobre la diferencia de las propiedades en el estado nativo y
desnaturalizado.

Ampliar el estudio con el uso de otros cosolutos y otras proteinas, los cuales
permitan confirmar y generalizar la observacion que el efecto estabilizador de
los cosolutos depende de la estabilidad inicial de la proteina y que ademas,
depende también de los cambios de volumen y area superficial que sufre la
macromolécula durante la desnaturalizacion.

Realizar un estudio sistematico que permita explicar el aumento de absorcion
ultravioleta de las soluciones de glucosa con el aumento de la temperatura,
observado en este trabajo.
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ANEXO A. PROPAGACION DE INCERTIDUMBRES

|. Parametros de desnaturalizacion

La incertidumbre en la entropia de desnaturalizacion a la temperatura media de
desnaturalizacion se calculé como:

2 2
o (o} O (o}
=[S o[ ] 250 52 o
M M

La incertidumbre de la entalpia de desnaturalizacion a temperaturas diferentes a la
temperatura media de desnaturalizacién se calcul6 como:

%

ow(T)= [UiH +Cp*ory +2CPTy v T an Oy ]1/2

La incertidumbre en la entropia de desnaturalizacion a otras temperaturas se
calculé como:

2 2
AH Cp 1 AH CpY 1
N G Rl Gy R bt (o

En el caso de la incertidumbre de la energia libre de desnaturalizacion a otras
temperaturas se considerd0 que los términos de entropia y entalpia no estan
correlacionados y el célculo de la incertidumbre se realizé a través de la ecuacion:

2 2 1/2
Ty -T
)| (T ot o[ an Lo Loalf
M M M

Il. Volimenes molares

1/2

La incertidumbre asociada con los volumenes molares aparentes de los cosolutos
en agua se calculo a través de la siguiente ecuacion:
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1/2

2 2
o 1000(p — p,) o2, (M 1000}
v M py,0 "pt mp?)

En este caso, la incertidumbre en la concentracion es la estimada a partir de la
precision de la balanza con la que fueron preparadas las soluciones, ya que estas
fueron preparadas una sola vez. La incertidumbre de los volimenes especificos
aparentes de la proteina en solucién se calcularon como:

2 2 1/2
1[1 1] , (1j ,
o, =l | ———|| ox* > o,
X\ Py P Xp
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ANEXO B. Resultados

Tabla 24. Solubilidad del inositol a diferentes temperaturas

Ensayo 1 Ensayo 2 Promedios
Masa masa
solucion | masa | solubilidad | Solucion | masa | sojubilidad | Solubilidad
Temperatura | saturada | inositol | (fraccion | Ssaturada | inositol | (fraccion (fraccion
(K) (9) (9) masica) (9) (9) masica) masica) c
298.15 1.33652 | 0.18651 | 0.12246 | 1.10876 | 0.15638 | 0.12361 0.12303 | 0.00081
303.15 1.44104 | 0.22892 | 0.13708 | 1.32594 | 0.21059 | 0.13706 0.13707 | 0.00002
308.15 0.84081 | 0.14656 | 0.14843 | 1.14305 | 0.19928 | 0.14846 0.14845 | 0.00002
313.15 1.07343 | 0.20526 | 0.16052 | 0.80951 | 0.15495 | 0.16066 0.16059 | 0.00010
318.15 1.19419 | 0.24986 | 0.17303 | 1.04995 | 0.21965 | 0.17301 0.17302 | 0.00001
323.15 1.27391 | 0.29271 | 0.18684 | 1.36583 | 0.31404 | 0.18694 0.18689 | 0.00007
328.15 1.37498 | 0.34584 | 0.20097 | 1.14532 | 0.28838 | 0.20114 0.20106 | 0.00012
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Tabla 25. Parametros de desnaturalizacion de la LA en soluciones de diferentes
concentraciones de los cosolutos de estudio.

Cosoluto | Concentracion ™1 T™2 T™M3 AH1 AH2 AH3
Eritritol 0.3000 331.1 330.9 329.1 268 280 296.1
Eritritol 0.9000 331.2 333.3 331.5 263 256.5 329.5
Eritritol 1.5000 331.8 332.9 332.5 246.2 259.7 258.4
Eritritol 2.0000 332 332.6 - 206.5 229.6 -
Xilitol 0.3000 328.9 329.4 - 237.5 266.1 -
Xilitol 0.9000 329.2 329.3 330.9 287.8 281 279.8
Xilitol 1.5000 331.8 333.1 - 274.6 294 -
Xilitol 2.0000 334 333.5 - 289.4 297.3 -
Sorbitol 0.3000 332.2 331.2 - 265.3 296.3 -
Sorbitol 0.9000 333.4 333.1 332.7 292.4 328.3 239.9
Sorbitol 1.5000 334.6 332.8 - 312.7 309.4 -
Sorbitol 2.0000 337.3 336.2 - 243.4 355.6 -
Inositol 0.1500 330.3 327.4 - 218.7 186.5 -
Inositol 0.3000 331.3 330.6 - 223.4 218.7 -
Inositol 0.6000 332.9 332.8 - 292.9 296.8 -
Inositol 0.8500 334.4 333.6 - 305.1 309.7 -

Tabla 26. Promedio de los resultados de las deconvoluciones obtenidos con
diferentes programas de los espectros de dicroismo circular en el UV lejano.
Propiedades estructurales (%)

Concentracién Desv. | Hebras | Desv. Desv. Desv.

Cosoluto (m) Hélice | Est. beta Est. Giros | Est. | Desordenada | Est.
Eritritol 0.3 0.337 | 0.02 | 0.165 | 0.02 | 0.205 | 0.02 0.29 0.02
Eritritol 0.3 0.319 | 0.02 | 0.177 | 0.02 | 0.203 | 0.02 0.30 0.01
Eritritol 0.6 0.312 | 0.02 | 0.184 | 0.02 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Eritritol 0.6 0.324 | 0.02 | 0.173 | 0.02 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Eritritol 0.9 0.332 | 0.02 | 0.164 | 0.03 | 0.205 | 0.02 0.30 0.01
Eritritol 0.9 0.322 | 0.02 | 0.176 | 0.02 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Eritritol 1.2 0.325 | 0.02 | 0.172 | 0.03 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Eritritol 1.2 0.347 | 0.02 | 0.152 | 0.04 | 0.205 | 0.02 0.30 0.02
Eritritol 1.5 0.343 | 0.02 | 0.155 | 0.04 | 0.207 | 0.02 0.30 0.02
Eritritol 1.5 0.332 | 0.01 | 0.165 | 0.03 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Xilitol 0.3 0.313 | 0.02 | 0.182 | 0.02 | 0.205 | 0.02 0.30 0.01
Xilitol 0.3 0.309 | 0.02 | 0.188 | 0.02 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Xilitol 0.6 0.314 | 0.02 | 0.185 | 0.02 | 0.203 | 0.02 0.30 0.02
Xilitol 0.6 0.330 | 0.02 | 0.166 | 0.03 | 0.206 | 0.02 0.30 0.02
Xilitol 0.9 0.319 | 0.02 | 0.178 | 0.02 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Xilitol 0.9 0.327 | 0.02 | 0.171 | 0.03 | 0.203 | 0.02 0.30 0.02
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Tabla 25. Continuacion.

Xilitol 1.2 0.333 | 0.02 | 0.161 0.03 | 0.207 | 0.02 0.30 0.01

Xilitol 1.2 0.325 | 0.02 | 0.172 0.03 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01

Xilitol 15 0.351 | 0.02 | 0.151 0.03 | 0.203 | 0.02 0.29 0.02

Xilitol 15 0.307 | 0.02 | 0.188 0.02 | 0.201 | 0.02 0.30 0.01
Sorbitol 0.3 0.330 | 0.02 | 0.168 0.03 | 0.203 | 0.02 0.30 0.01
Sorbitol 0.3 0.324 | 0.02 | 0.170 0.03 | 0.205 | 0.02 0.30 0.01
Sorbitol 0.6 0.333 | 0.02 | 0.162 0.04 | 0.205| 0.02 0.30 0.02
Sorbitol 0.6 0.312 | 0.02 | 0.184 0.02 | 0.206 | 0.02 0.30 0.01
Sorbitol 0.9 0.321 | 0.02 | 0.178 0.02 | 0.202 | 0.02 0.30 0.01
Sorbitol 0.9 0.324 | 0.02 | 0.176 0.02 | 0.203 | 0.02 0.30 0.01
Sorbitol 1.2 0.328 | 0.01 | 0.167 0.03 | 0.205 | 0.02 0.30 0.02
Sorbitol 1.2 0.310 | 0.02 | 0.186 0.02 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Sorbitol 15 0.334 | 0.02 | 0.168 0.02 | 0.205 | 0.02 0.29 0.01
Sorbitol 15 0.315 | 0.02 | 0.182 0.02 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Inositol 0.15 0.346 | 0.02 | 0.154 0.04 | 0.205 | 0.02 0.30 0.02
Inositol 0.15 0.313 | 0.02 | 0.181 0.02 | 0.206 | 0.02 0.30 0.01
Inositol 0.3 0.338 | 0.02 | 0.160 0.03 | 0.203 | 0.02 0.30 0.02
Inositol 0.3 0.318 | 0.02 | 0.178 0.02 | 0.205 | 0.02 0.30 0.01
Inositol 0.6 0.309 | 0.02 | 0.186 0.02 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Inositol 0.6 0.318 | 0.02 | 0.178 0.02 | 0.205 | 0.02 0.30 0.01
Inositol 0.75 0.308 | 0.02 | 0.188 0.02 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Inositol 0.75 0.319 | 0.02 | 0.178 0.02 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Glucosa 0.3 0.330 | 0.02 | 0.168 0.03 | 0.205 | 0.02 0.30 0.01
Glucosa 0.3 0.325 | 0.02 | 0.176 0.02 | 0.201 | 0.02 0.30 0.01
Glucosa 0.6 0.338 | 0.02 | 0.161 0.03 | 0.204 | 0.02 0.30 0.02
Glucosa 0.6 0.330 | 0.02 | 0.165 0.03 | 0.206 | 0.02 0.30 0.02
Glucosa 0.9 0.339 | 0.02 | 0.160 0.04 | 0.207 | 0.02 0.29 0.02
Glucosa 0.9 0.329 | 0.02 | 0.168 0.03 | 0.204 | 0.02 0.30 0.01
Glucosa 1.2 0.342 | 0.02 | 0.155 0.03 | 0.204 | 0.02 0.30 0.02
Glucosa 1.2 0.321 | 0.02 | 0.177 0.02 | 0.205 | 0.02 0.30 0.01
Glucosa 15 0.331 | 0.03 | 0.169 0.04 | 0.209 | 0.02 0.29 0.00
Glucosa 15 0.315 | 0.03 | 0.176 0.01 ]0.218 ] 0.01 0.29 0.01
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Tabla 27. Parametros de desnaturalizacion de la apo-a-lactoalbumina bovina en
presencia de diferentes concentraciones de los cosolutos de estudio.

Resultados del ajuste
simultaneo de los Resultados del ajuste
perfiles de de los perfiles de
desnaturalizacion desnaturalizacién
obtenidos por DC lejano | obtenidos por DC en el
y DC cercano UV cercano
Concentracion Tm Tm

Cosoluto (m) (K) AH (kJ/mol) (K) AH (kJ/mol)
Tampon 305.6 177 305.6 175
Tampon 305.7 156
Eritritol 0.5000 306.0 169 306.5 180
Eritritol 0.5000 306.0 149 306.4 155
Eritritol 1.0000 308.5 236 307.7 203
Eritritol 1.0000 305.2 144 305.3 142
Eritritol 1.0000 307.1 174 307.4 182
Eritritol 1.5000 307.2 202 308.0 191
Eritritol 1.5000 307.2 231
Eritritol 2.0000 309.1 198 309.2 203
Eritritol 2.0000 308.9 183 309.1 189
Xilitol 0.5000 305.7 138
Xilitol 0.5000 306.6 172
Xilitol 1.0000 307.1 174 307.3 177
Xilitol 1.0000 308.1 173 307.8 170
Xilitol 1.5000 308.6 196 309.0 200
Xilitol 1.5000 307.7 166
Xilitol 2.0000 311.6 184 310.4 183
Xilitol 2.0000 307.8 160 307.8 170
Sorbitol 0.5000 304.3 162 304.3 196
Sorbitol 0.5000 305.2 159 306.4 158
Sorbitol 1.0000 310.2 184 307.9 154
Sorbitol 1.0000 307.7 187 307.3 199
Sorbitol 1.5000 307.9 135 306.9 134
Sorbitol 1.5000 308.8 195 308.5 199
Sorbitol 2.0000 309.6 184 309.0 181
Sorbitol 2.0000 310.7 236 311.0 193
Inositol 0.1900 306.3 166
Inositol 0.1900 308.1 194 307.0 175
Inositol 0.3800 307.8 145 307.3 162
Inositol 0.3800 307.2 176
Inositol 0.5600 306.4 144 307.2 173
Inositol 0.5600 308.5 183 308.5 176
Inositol 0.7500 310.0 189 310.6 205
Inositol 0.7500 309.5 169
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Tabla 28. Parametros de desnaturalizacion obtenidos a través del ajuste de los
perfiles de desnaturalizacion de la holo-a-lactoalbimina seguido por fluorescencia,
DC lejano y cercano

Resultados del ajuste | |
simultéaneo de los

perfiles de Resultados del ajuste
desnaturalizacion de los perfiles de
obtenidos por desnaturalizacion
fluorescencia, DC lejano obtenidos por
y DC cercano fluorescencia
Concentracion

Cosoluto (m) Tm (K) | AH (kI mol™ | Tm (K) | AH (kJ mol™)

Tampoén 340.6 318 | 340.9 294
Tampon 341.1 302 | 341.2 289
Eritritol 0.3000 | 339.6 301 | 339.8 289
Eritritol 0.3000 | 340.3 312 | 339.7 311
Eritritol 0.6000 | 340.7 327 | 339.9 329
Eritritol 0.6000 | 340.5 338 | 3413 316
Eritritol 0.6000 341.9 305
Eritritol 0.9000 | 340.8 301 | 340.7 277
Eritritol 0.9000 | 340.4 328 | 341.2 299
Eritritol 1.2000 | 341.7 277 | 3414 301
Eritritol 1.2000 | 341.3 305 | 3413 323
Eritritol 1.5000 | 341.7 307 | 341.6 292
Eritritol 1.5000 | 341.7 312 | 342.0 288
Xilitol 0.3000 | 341.0 329 | 340.9 294
Xilitol 0.3000 | 340.8 317 | 3404 313
Xilitol 0.6000 | 341.0 273 | 340.7 289
Xilitol 0.6000 | 340.1 402 | 3415 277
Xilitol 0.9000 | 341.0 319 | 341.1 310
Xilitol 0.9000 | 341.7 325 | 3413 294
Xilitol 1.2000 | 3415 324 | 3417 315
Xilitol 1.2000 | 341.2 316 | 341.2 296
Xilitol 1.5000 | 342.3 293 | 341.8 292
Xilitol 1.5000 | 341.6 293 | 341.8 277
Sorbitol 0.3000 | 340.6 307 | 3411 291
Sorbitol 0.3000 | 340.1 289 | 340.8 291
Sorbitol 0.6000 | 341.1 302 | 3414 302
Sorbitol 0.6000 | 341.1 304 | 3414 304
Sorbitol 0.9000 | 342.0 289 | 341.6 300
Sorbitol 0.9000 | 341.8 321 | 3419 314
Sorbitol 1.2000 | 3414 284 | 341.8 297
Sorbitol 1.2000 | 341.7 304 | 3417 299
Sorbitol 1.5000 | 342.4 317 | 342.9 294
Sorbitol 1.5000 | 3434 286 | 3424 304
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Tabla 27. Continuacién

Inositol 0.1500 | 340.5 307 | 341.1 291
Inositol 0.1500 | 341.3 326 | 341.0 299
Inositol 0.3000 | 340.2 338 | 341.0 298
Inositol 0.3000 | 340.9 333 | 3415 298
Inositol 0.6000 | 342.2 327 | 342.4 290
Inositol 0.6000 | 342.0 291 | 341.6 301
Inositol 0.7500 | 341.8 323 | 342.4 295
Inositol 0.7500 | 342.2 315 | 342.1 302
Inositol 0.9000 | 342.9 314 | 342.7 290
Inositol 0.9000 | 342.6 335 | 342.1 320
Glucosa 0.3000 | 340.6 299 | 341.4 292
Glucosa 0.3000 | 341.3 321 | 340.5 321
Glucosa 0.3000 340.6 306
Glucosa 0.6000 | 341.7 262 | 340.9 287
Glucosa 0.6000 | 342.0 286 | 340.6 308
Glucosa 0.6000 341.2 307
Glucosa 0.9000 | 341.1 248

Glucosa 0.9000 | 341.5 397 | 342.2 285
Glucosa 0.9000 341.6 320
Glucosa 1.2000 | 343.0 271 | 342.2 280
Glucosa 1.2000 | 341.8 347 | 340.8 308
Glucosa 1.2000 342.2 303
Glucosa 1.2000 343.3 276
Glucosa 1.2000 | 343.8 314 | 342.0 292
Glucosa 1.5000 | 342.4 315 | 342.7 298
Glucosa 1.5000 | 344.0 243 | 342.6 267
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