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INTRODUCCION

El caseinomacropéptido (CMP) es un péptido bioactivo de 64 aminoacidos proveniente de la k-caseina y
se obtiene durante la elaboracion del queso. E1 CMP, que es altamente soluble en agua, difunde rapidamente en
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el suero mientras que el resto de la molécula, la para-k-caseina, forma parte del coagulo. El CMP es de gran in-
terés por sus propiedades bioactivas y tecnologicas (Kreuf} et al., 2008). La molécula de CMP, por ser glicosi-
lada, tiene un alto grado de heterogeneidad. Estas glicoformas difieren en su ubicacion en la cadena peptidica,
numero y estructura (Daali et al., 2001). Las cadenas de carbohidratos contienen principalmente acido sialico
(Saito e Itoh, 1992). Con respecto a la glicosilacion, el CMP puede clasificarse en dos fracciones: las formas
glicosiladas (gCMP) y la no-glicosiladas (aCMP) (KreuB3 et al., 2008). E1 CMP comercialmente disponible es
una mezcla de fracciones glicosiladas y no glicosiladas. La relacion entre ambas depende tanto del procedi-
miento como de la fuente de obtencion. En un trabajo reciente (Farias et al., 2010) hemos reportado que el CMP
por debajo de pH 4,5 se autoensambla a temperatura ambiente con el tiempo conduciendo finalmente a un gel
y hemos propuesto un modelo de autoensamblaje y gelificacion del CMP estudiando las nanoestructuras del
CMP por medio de la técnica de Dispersion de Luz Laser. Cuando el pH decrece debajo de 6,0 las cargas nega-
tivas de las moléculas de CMP comienzan a decrecer permitiendo que sus pocos sitios hidrofobicos interactien
para formar dimeros, los cuales son estables a posteriores cambios de pH (primera etapa del autoensamblado).
Por debajo de pH 4,5 ocurre la segunda etapa del autoensamblado por interacciones electrostaticas entre los
dimeros de aCMP con carga neta positiva y los dimeros de gCMP con carga neta negativa. El pl del aCMP
es 4.15y, en contraste, el pl del gCMP es 3.15 (KreuB3 et al., 2009); sin embargo, por el bajo pKa del acido
sialico cargas negativas se pueden localizar ain a pH 2,2 y pueden interactuar con cargas positivas de la cadena
peptidica. Asi el autoensamblaje del CMP por via electrostatica puede darse en un rango de pH entre 2.0 y 4.5.

El objetivo de este trabajo fue explicar la influencia de las sales NaCl y CaCl, en la formacion de nanoes-
tructuras de CMP.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utiliz6 caseinomacropéptido, BloPURE-GMP® de Davisco Foods International, Inc. (Le Sueur, Min-
nesota, USA). Su pureza, seglin el proveedor, fue (en base seca): 90,0 + 3,0% (p/p) de CMP (N x 7,07).

Los minerales fueron determinados mediante espectofotometria de absorcion atdmica previa calcinacion
en mufla a 500 °C. La composicion de minerales fue la siguiente (mg/100 g de muestra): 950% Na; 125% K
y 540% Ca.

El contenido de acido sialico fue 7% (p/p) (Fernando y Woonton, 2010).

La muestra de polvo al 5% (p/p) se disolvio en agua Milli-Q, con diferentes contenidos de NaCl (0; 0,01
y 0,2 M) y CaCl2 (0; 0,01; 0,04; 0,06 y 0,2 M). Las soluciones se almacenaron en la heladera al menos 24 h
antes de su uso.

El pH se ajust6 a 3,5 con HCI 0 a 7,0 con NaOH de alta normalidad para evitar dilucion. Las soluciones
se preservaron con 0,02% p/p de azida sodica.

Autoensamblaje del CMP

La muestra fue filtrada (0,45; 0,2 y 0,02 um) y se vertié en una cubeta de poliestireno descartable. El
autoensamblaje o “self-assembly” del CMP fue determinado por dispersion de luz laser (DLS) a temperatura
ambiente con un equipo Zetasizer Nano-Zs, Malvern Instruments (Malvern, UK) provisto de un laser He-Ne
(633 nm) y un correlador digital (modelo ZEN3600) a un angulo de dispersion fijo de 173°. La técnica de DLS
consiste en iluminar la cubeta por un rayo laser y registrar la intensidad de la luz dispersada por las particulas
de la muestra. La intensidad de luz dispersada por las particulas flucttia debido al movimiento browniano: las
particulas grandes se mueven lentamente y las particulas pequefias rapidamente. El diametro de la particula se
relaciona con su difusividad mediante la ecuacién de Stokes-Einstein (1):
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donde, d(H) es el diametro hidrodinamico (nm), D el coeficiente de difusion translacional (m%.s'), kla
constante de Boltzmann (1,28 x 102 N.m.K™!"), 7' la temperatura absoluta (K) y % la viscosidad del solvente
(N.s.m?).

Para analizar los resultados se utilizaron dos aproximaciones:

(1) El algoritmo CONTIN para clasificar los datos de intensidad de las particulas/agregados en percen-
tiles. El resultado obtenido se conoce como distribucion de intensidad por tamaiio de particulas. A través de
la teoria de Mie es posible convertir la distribucion por intensidad en distribucion por volumen y nimero de
particulas.

(2) El método de cumulante para calcular el diametro promedio de la distribucion de intensidad o Z-ave-
rage y ademas conocer el indice de polidispersidad que es un indicador del grado de agregacion.
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Figura 1 - Distribuciones de tamarios de particulas a pH 7,0 para soluciones de CMP al 5% (p/p) por A) y C) intensidad y B) y D)
volumen a 25°C. A) y B) Sin sales (m) y en presencia de 0,01 M (©) y 0,2 M de NaCl (A). C) y D) Sin sales (m) y en presencia de
0,01 M (A); 0,04 M (Z); 0,06 M () y 0,2 M CaCl, (0). El pH fue ajustado con HCL.
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El valor del Z-average es adecuado para obtener un valor medio con un propoésito de comparacion pero
no lo es para dar una completa descripcion de los resultados para sistemas polidispersos.

Los valores que se informan son el promedio de tres repeticiones.

Se grafico el log del z-average en funcion del tiempo para obtener las velocidades de autoensamblaje,
como la pendiente de las rectas obtenidas.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa SPSS 15.0 (Statistical Package for the Social
Sciences) para Windows. Se realizé la prueba de Tukey para determinar diferencias significativas a P < 0,05.

RESULTADOS
Asociacion del CMP en presencia de NaCl a pH 7.0

Enla Fig. 1A se presentan las distribuciones de tamafio de particula por intensidad de soluciones de CMP
solo (5% p/p) y en presencia de 0,01 y 0,2 M de NaCl que corresponden a las relaciones de 0,2 y 4 milimoles
de NaCl/g de CMP respectivamente. Las mediciones se realizaron inmediatamente después de ajustar el pH a
7,0. E1 CMP en presencia de NaCl present6 una distribucion bimodal aunque el primer pico fue predominante
como puede observarse en la distribucion por volumen (Fig. 1B).

Para la solucion de CMP con una concentracion de 0,01 M de NaCl el pico predominante tuvo una am-
plitud entre 1,7 y 5,6 nm y para 0,2 M entre 2,7 y 8,7 nm. Por lo tanto, puede apreciarse que la presencia de
NacCl desplazo al valor maximo de d(H) del primer pico desde 2,3 nm (solucion de CMP sin NaCl) hasta 4,8
nm (solucion con 0,2 M de NaCl) (Fig. 1A).

Las soluciones de CMP sin NaCl a pH 7,0 se caracterizaron por el predominio de la forma monomérica
(2,5 nm) debido a las fuertes cargas negativas de la molécula de CMP. Una estimaciéon de la masa molecular
del CMP obtenida en presencia de NaCl con el software del Zetasizer Nano-Zs indico que el d(H) de 3,2 nm
corresponde a la forma dimérica del CMP y 4,8 nm a la tetramérica. Por lo tanto la presencia de NaCl indujo la
asociacion del CMP. Un efecto similar de interaccion entre las moléculas fue reportado para el caseinato de so-
dio en presencia de NaCl a pH 6,7 por HadjSadok, Pitkowski, Nicolai, Benyahia y Moulai-Mostefa (2008). El
caseinato en condiciones de baja fuerza idnica (3 mM) estéd presente como moléculas individuales pero forma
estructuras asociadas (superiores a 100 nm) en condiciones de alta fuerza idénica. Al aumentar la fuerza idnica
ocurre un apantallamiento de las cargas de las proteinas. La disminucidn en la repulsion eléctrica favoreceria
la asociacion desde mondmeros a dimeros y tetrameros dependiendo de la concentracion de NaCl.

Asociacion del CMP en presencia de CaCl,a pH 7.0

La adicién de CaCl, sdlido a las soluciones de CMP produjo un ligero decrecimiento del pH desde 6,6
(pH original del CMP) hasta 6,1 (concentracion final de CaCl, en la solucion 0,2 M). Este mismo efecto fue
encontrado por Pitkowski, Nicolai y Durand (2009) para soluciones neutras de caseinato de sodio a la que se le
agregé CaCl,. La disminucion del pH implicaria la liberacion de protones por la union del calcio a la proteina
(Pitkowski et al., 2009).

En la Fig. 1C se muestran las distribuciones de tamafios de particulas por intensidad de las soluciones de
CMP solo al 5% (p/p) y en presencia de CaCl, (0,01 - 0,2 M) inmediatamente después de ajustado el pH a 7,0.

Influencia de las Sales..., Farias et al. RTyC - PIPP — Aiio 12 N°24 - 227



* Universidad Tecnologica Nacional Revista Tecnologia y Ciencia

Todas las soluciones de CMP en presencia de CaCl, presentaron distribuciones de intensidad bimodales pero
solo el primer pico fue el predominante como puede apreciarse en la distribucion en volumen de la Fig. 1D.
El valor maximo del primer pico para las soluciones con 0,01 M de CaCl, (0,2 milimoles de CaCl,/g de CMP)
fue 3,7 nm y su amplitud estuvo entre 2,0 — 6,5 nm. Para soluciones con concentraciones iguales o superiores a
0,06 M de CaCl, (1,2 milimoles moles de CaCl /g de CMP) el pico predominante tuvo un valor maximo en 5,6
nm y su amplitud entre 2,7 y 10 nm. La presencia de CaCl, desplazé al valor maximo del pico predominante
hacia d(H) mayores evidenciando la ausencia de la forma monomérica del CMP (2,5 nm) cuando la concentra-
cion de CaCl, fue superior a 0,04 M (0,8 milimoles de CaCl /g de CMP).

El estado de asociacion predominante se puede observar mas claramente en la Fig. 2 que muestra la
evolucion del valor maximo de d(H) del primer pico de la distribucion de intensidad de tamafios de particulas
(de la Fig. 1C) en funcion de la relacion milimoles de CaCl,/g de CMP. A medida que aumenta la cantidad de
CaCl, en la solucion de CMP las formas predominantes son dimeros, tetrimeros y por encima de 1,2 milimoles
de CaCl,/g de CMP la forma predominante es la hexamérica.

A la forma dimérica y hexamérica del CMP corresponden pesos moleculares aproximados entre 15 y 45
kDa. Kawasaki, Kawakami, Tanimoto, Dosako, Tomizawa, Kotake y Nakajima (1993), en uno de los primeros
trabajos publicados sobre la purificacion del CMP, hallaron un peso molecular entre 20 y 50 kDa para el CMP
a pH neutro. Esto se deberia posiblemente a la presencia de importantes cantidades de Ca?* en el CMP donde
se hicieron esos estudios (2600 mg/100 g de muestra).

A pH neutro en ausencia de sales o en presencia de NaCl prevalecio la forma monomérica del péptido y
las soluciones de CMP fueron totalmente transparentes y estables en el tiempo. Sin embargo el comportamien-
to de las soluciones de CMP en presencia de CaCl, en concentraciones superiores a 0,06 M (1,2 milimoles de
CaCl2/g de CMP) fue totalmente diferente: se observd un enturbiamiento y aumento de la viscosidad con el
transcurso de las semanas. Kawasaki et al. (1993) también observaron el enturbiamiento de las soluciones de
CMP obtenido a partir de concentrado proteico de suero a pH neutro a 25°C.

Los sitios de union principales para el calcio en las caseinas son los residuos de fosfoserina y los residuos
de glutamico y aspartico de la cadena peptidica (Meisel y Olieman, 1998). Estos Gltimos presentan menor
importancia a medida que el pH desciende (Kitts, 2006). Ademas se necesita menor concentracion de iones
divalentes que de iones monovalentes porque es mas efectivo el apantallamiento de los iones divalentes por su
habilidad de formar puentes (Bryant y McClements, 1998). Las formas glicosiladas de la k-caseina contienen
entre 0—5 moles de acido sialico por mol, por lo tanto el fragmento C-terminal, el CMP, contiene la misma
relacion (Mikkelsen et al., 2005). El 4cido sialico es conocido por su habilidad para quelar calcio preferente-
mente a pH 7,0 (Jaques et al., 1977). Por lo tanto son tres las posibles maneras de union del calcio con el CMP:
a través de los residuos de aminoacidos acidos, por las serinas fosforiladas y por los residuos de acido sialico.

Autoensamblaje del CMP en el tiempo en presencia de NaCl a pH 3,5

Inmediatamente después de ajustar el pH a 3,5 se observo que las distribuciones de tamafios de particula
por intensidad y volumen de soluciones de CMP en presencia de NaCl fueron similares a las obtenidas para
CMP solo. A pH menor a 4,5, con el tiempo, disminuy6 la intensidad del primer y predominante pico y simul-
taneamente aumento la intensidad de los picos correspondientes a las formas asociadas de tamafio superior a
200 nm.

El valor méximo del pico predominante de todas las distribuciones de tamafios por intensidad fue apro-
ximadamete 6,6 nm y las grandes estructuras correspondientes al pico de mayor tamafio (= 100 nm) fueron
despreciables en cantidad (datos no mostrados). Sin embargo las distribuciones de tamafios de particulas por
volumen muestran que en las soluciones de CMP la presencia de NaCl desplazé ligeramente al pico hacia ma-
yores diametros hidrodinamicos (datos no mostrados).
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Figura 2 - Valor maximo de d(H) del primer pico de la distribucion de intensidades de la Fig. 1C en funcion de los milimoles de
CaCl, por g de CMP (pH 7,0). Temperatura 25°C. Se indica el estado de asociacion predominante estimado mediante el software del
Zetasizer Nano-Zs

Con el transcurso del tiempo las soluciones de CMP en presencia de NaCl (0,01 M y 0,2 M) presentaron
autoensamblaje de la misma forma que el CMP solo que se manifestd como la disminucion de la intensidad del
primer pico de la distribucion tamafios de particulas y el aumento simultaneo de la intensidad correspondiente
a los picos de mayores tamafios (aproximadamente 100 nm) (datos no mostrados).

El aumento de tamafio de las particulas en el tiempo se evidenci6 también por el incremento del Z-ave-
rage. En la Fig. 3A se presentan la evolucion del log de Z-average en el tiempo para soluciones de CMP solo
y en presencia de diferentes cantidades de NaCl a pH 3,0 y 3,5. Las pendientes de las rectas obtenidas corres-
pondieron a la velocidad de autoensamblado, & (R? > 0,976).

Un analisis de ANOVA en los valores de las pendientes determiné que a pH 3,5 la presencia de baja con-
centracion de NaCl (0,01 M) no influyo en la velocidad de autoensamblaje que fue 0,037 + 0,001 min! (P >
0,05) en comparacion con la solucion de CMP solo. En cambio la presencia de 0,2 M de NaCl la disminuyo
significativamente (P < 0,05) a 0,017 £ 0,001 min™".

Autoensamblaje del CMP en el tiempo en presencia de CaCl, a pH 3,5

A fin de cuantificar el efecto de la presencia de diferentes concentraciones de CaCl, sobre la cinética del
autoensamblaje de CMP a temperatura ambiente a pH 3,5 se evaluo la evolucion del log del Z-average en
funciodn del tiempo (Fig. 3B). De dichos graficos se obtuvieron rectas con un coeficiente de correlacion lineal
R? superior a 0,980. Las pendientes de las rectas son una medida de la velocidad de autoensamblaje, k. A pH 3,5
k fue 0,039 + 0,001 min' (CMP solo). La presencia de 0,04 M CaCl, en la solucion de CMP practicamente no
cambi6 ak, 0,033 + 0,001 min™. Sin embargo una mayor concentracion de CaCl, (0,06 M o superior) suprimi6
el autoensamblaje a temperatura ambiente al menos durante los 40 minutos que dur6 el ensayo.

Reversibilidad de las nanoestructuras de CMP

Las nanoestructuras de CMP formadas a pH 3,5 no fueron totalmente reversibles retornando a pH 7,0
porque los dimeros de CMP, una vez formados, no fueron revertidos a mondmeros con un posterior cambio de
pH (Farias et al., 2010; Martinez et al., 2011).
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Figura 3 - Log (Z-average) en funcion del tiempo para soluciones de CMP al 5% (p/p) a pH 3,5. El pH fue ajustado con HCI. A) Sin
NaCl (m) y en presencia de 0,01 M (0) y 0,2 M de NaCl (A). B) Sin CaCl, (m) y en presencia de 0,04 M (V) y 0,06 M (o) de CaCl,

Por lo tanto es necesario plantearse si las nanoestructuras formadas a pH 3,5 en presencia de CaCl, son
reversibles con un cambio de pH, es decir regresandolo pH 7,0. La Fig. 4A muestra las distribuciones por in-
tensidad de una solucién de CMP (5% p/p) y 0,04 M de CaCl, (relacion 0,8 milimoles de CaCl,/g de CMP) a
pH 7.0 luego de haber sido llevada a pH 3,5 con HCI y regresada nuevamente a 7,0. En la Fig. 4A también se
muestra a la solucion de CMP original (5% p/p y 0,04 M de CaCl,) a pH 7,0. Las distribuciones de tamafios
por intensidad de la solucion original y la que sufrié cambios de pH fueron similares demostrando que las solu-
ciones fueron reversibles con el pH. El pico predominante tuvo un valor maximo de 4,8 nm que corresponderia
al tetramero de CMP. Es decir, los tetrameros formados en presencia de CaCl, a pH 7,0 serian estables a un
cambio de pH posterior indicando que estarian posiblemente estabilizados por uniones hidrofobicas.

CONCLUSIONES

Las sales alteran la interaccion entre las proteinas dado que apantallan la repulsion debido a las cargas
eléctricas y favorecen su asociacion (Bryant y McClements, 1998). La presencia de sales (NaCl, CaCl,) debido
al apantallamiento de las cargas negativas que posee el CMP permiten su asociacion por interacciones hidro-
fobicas atin a pH neutro (6,5 - 7) pudiendo formarse dimeros, tetrameros, hexameros o formas mas asociadas
de CMP dependiendo del tipo de sal y de su concentracion. Estas formas asociadas del CMP se autoensamblan
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Figura 4 - Distribuciones de tamaiios de particulas de soluciones de CMP (5% p/p) y 0,04 M CaCl, por A) intensidad y B) volumen
a 25°C. El pH fue ajustado con HCI. La solucion fue sometida a los siguientes ajustes de pH: desde 7,0 a 3,5 para regresar a 7,0 (o).
Para comparacion se muestra la solucion original a pH 7,0 (m)

posteriormente electrostaticamente al acidificarse con HCI (pH < 4,5). Elevadas concentraciones de sales (por
ejemplo una relacion de 4 milimoles de NaCl/g de CMP o igual o superior a 1,2 milimoles de CaCl /g de CMP)
producen una disminucién de la velocidad de autoensamblaje del CMP o pueden suprimirla, posiblemente
por excesiva neutralizacion de las cargas necesarias para que ocurran las interacciones electrostaticas. No
obstante los ensayos de reversibilidad del autoensamblaje en presencia de CaCl, indican que el CMP se asocia
hidrofébicamente formando un tetramero resistente a ulteriores cambios de pH.
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