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RESUMEN

El quitosano es un biopolimero natural que presenta importantes propiedades
funcionales tanto desde € punto de vista tecnol6gico como bioldgico. El hecho de que
la fuente de obtencién mas abundante sea un subproducto procedente de industrias
pesqueras, y que se le hayan atribuido propiedades emulgentes, gelificantes,
antioxidantes y antimicrobianas, entre otras, ha potenciado sus aplicaciones en los
altimos afios tanto en la industria alimentaria como en la biotecnol 6gica. Por tanto, se
han planteado como objetivos de este proyecto de tesis doctoral, la obtencién y
caracterizacion de quitosanos modificados para la elaboracion de ingredientes
funcionales con aplicacién en la industria alimentaria y e estudio de las propiedades
tecnologicas y bioldgicas de estos ingredientes. Para ello, por un lado se han obtenido
distintas fracciones de oligosacaridos de quitosano mediante despolimerizacion
enziméatica, y por otro, se ha llevado a cabo la reaccion de Maillard en diferentes

quitosanos con y sin la proteina B-lactoglobulina procedente del suero lacteo.

Una vez purificados y caracterizados estructuralmente y quimico-fisicamente, en los
productos formados, se determinaron in vitro agunas propiedades funcionales,
tecnoldgicas y biolégicas. En los quito-oligosacaridos (COS) se andizaron la
actividad antioxidante, la actividad antimicrobiana frente a bacterias patégenas y
su posible fermentacion in vitro testada en microbiota humana, determinando la
influencia de las caracteristicas quimico-fisicas de los oligosacaridos en estas
propiedades funcionales. En los productos de Maillard (MRPs) se determinaron las
propiedades tecnoldgicas. actividad antioxidante, las propiedades emulgentes y las

propiedades gelificantes.

Se ha llevado a cabo la despolimerizacion de quitosanos de diferente grado de
acetilacion (DA) con lisozima y quitosanasa, obteniéndose fracciones de distinto peso
molecular promedio (M,,) mediante ultrafiltracion. Los COS obtenidos con lisozima
presentaron un mayor numero de residuos acetilados que |os obtenidas con quitosanasa,
siendo més efectiva la quitosanasa en aquellos quitosanos que presentaban un bajo DA
y la lisozima en aquellos que presentaban un DA mayor. Las propiedades funcionales
medidas se determinaron en aquellos COS procedentes de la despolimerizacion con

quitosanasa. El estudio de la actividad antioxidante demostré que los COS aobtenidos



con quitosanasa de bgo M, presentaban mayor actividad antioxidante
independientemente del DA. En cuanto al efecto antimicrobiano, los COS obtenidos con
quitosanasa de bajo DA, demostraron e mayor efecto antimicrobiano tanto frente a
Salmonella typhimurium como Clostridium difficile, no influyendo de manera
importante e M,, en las Ultimas y siendo los COS con un M,, comprendido entre 3y 12
x 10% g/mol los més activos frente a Salmonella typhimurium. Los estudios del empleo
de los mismos COS como sustratos potencialmente fermentables por la microbiota
humana mostraron que aquellos con bagjo M,, y un ato DA y ademas con un patrén de
distribucion en € que predominan las secuencias que contienen de 6 a 11 residuos

acetilados podrian g ercer efectos fisiol égicos beneficiosos a nivel intestinal.

En cuanto a estudio de modificacion de quitosano con y sin la B-lactoglobulina
mediante reaccion de Maillard los resultados demuestran que esta reaccion se produce
en acetatos de quitosano. La B-lactoglobulina y el acetato de quitosano a pH 6 dieron
lugar a la formacion de un complejo electrostatico y a continuacion tuvo lugar la
formacion de glicoconjugados solubles como consecuencia de la reaccion. Los
productos de glicosilacion formados con los quitosanos de peso molecular intermedio
presentaron mayor capacidad emulgente que la proteinay € quitosano. Los productos
de reacciéon de Maillard (MRPs) obtenidos tras 4 y 7 dias de reaccion, mejoraron la
actividad antioxidante de la proteina. Los MRPs formados a partir de un quitosano de
bajo My, (1.3 x 10% g/mol) presentaron la mayor actividad antioxidante, superior ala de
la proteina y e quitosano inicial. En e caso de quitosanos con M,, intermedio se
obtienen hidrogeles de acetato de quitosano por la reaccion de Maillard, sin necesidad
de agentes entrecruzantes. El gel producido a los 2 dias de reaccion es € que
proporciond la estructura mas homogénea. Se obtuvieron hidrogeles de quitosano-3-
lactoglobulina por la reaccién de Maillard demostrandose que, en presencia de la
proteina, las distribuciones continuas de tiempo de relgacion spin-spin, T2, son
mayores y por tanto el tamafio de poro de estos geles seria superior que € de los

quitosanos obtenidos sin proteina.



SUMMARY

Chitosan is a natura biopolymer with important functional properties in technological
and biological applications. Its obtention source is a subproduct coming from the
crustacean wastes of the fishing industry. Besides chitosan has been relationated with
emulsifying, gelling, antioxidant and antimicrobial properties. These facts contribute to
the potencial applications of this polymer in food industry and biotecnology. Because of
this the main objective of this Thesis has been the obtencion and characterization of
modified chitosan for the elaboration of functional ingredients with food industry
application and the tecnologica and biological properties study of these ingedients. The
enzymatic depolymerization of chitosan and the Maillard reaction of chitosan with and

without -lactoglobulin have been proved as modifications of chitosan.

After purification and structural and chemical-physical characterizacion of the chito-
oligosaccharides (COS) and of the Maillard reaction products (M RPs), some functional
properties were determined. The antioxidant activity, the antimicrobial activity and
the in vitro fermentacion of COS by mixed cultures of human faecal bacteria were
analysed for the COS, studying the effect of the chemical-physical characteristics. In
MRPs the analysed properties were antioxidant activity, emulsifying and gelling

properties.

The depolymerization of chitosan with lisozyme and chitosanase allowed to separate
and purificate different fractions of COS with different average molecular weight (M,y)
by ultrafiltration. The COS fractions had a higher number of acetylated residues in the
composition, in the fractions obtained with lisozyme. The chitosanase depolymerization
was more effective in chitosan with low acetylation degree (DA) and the lisozyme was
more effective in depolymerization in the case of chitosan with higher DA. The low
molecular weight COS independent of DA presentated the higher antioxidant activity.
The antimicrobia activity was higher in the COS with low DA against Salmonella
typhimurium and Clostridium difficile. The influence of My, only had an effect on the
activity against Salmonella typhimurium being COS with low M,, which presentated the
higher activity. The study of utilization of COS as substrates by mixed cultures of
human faecal bacteria showed that it was low M,, COS with a higher DA which could
present positive physiological effectsin the gut flora.



The modification of chitosan by Maillard reaction showed that the reaction is produced
in chitosan acetates. The B-lactoglobuline and the chitosan acetate at pH 6 formed an
initial electrostatic complex and afterwards with the conditions of reaction, the
formation of water soluble glycoconjugates happened. The glycosilation products
formed between medium M,, chitosan and protein presented the higher emulsifying
activity. The MRPs obtained at 4 and 7 reaction days improved the antioxidant activity
of protein and it was the MRPs formed with low molecular weight chitosan which
presented higher antioxidante activity compared to the chitosan and the protein. In the
medium M,, chitosans acetates, besides a hydrogel was formed by Maillard reaction
without crosslinking agent. The hydrogel produced at two days of reaction was the most
homogeneus. Also the formation of a hydrogel ocurred between chitosan and (-
lactoglobuline by Maillard reaction. When the protein is forming part of the structure

the size is higher compared to the chitosan without protein.
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Objetivos |

OBJETIVOS

El objetivo de esta Tesis doctoral ha estado enmarcado dentro de la linea de
investigacion del grupo 920071 de la UCM “Investigaciones en e sistema
quitina/quitosano”, y dentro de él en -Aplicacién de quitosano en alimentacion-. La
aportacion de nuevas investigaciones de este biopolimero natural tanto en aplicaciones
biol6gicas y tecnoldgicas en aimentacion, contribuye a las consideraciones de su uso

como ingrediente funcional .
El objetivo general ha sido € estudio de la modificacion de quitosanos con distintas
caracteristicas quimico-fisicas mediante diferentes vias para la mejora de propiedades
funcionales, y la posible aplicacion de los productos obtenidos en la industria
aliimentaria. Dicho objetivo general se divide en |os siguientes especificos:

4+ Obtencion de quito-oligosacaridos mediante despolimerizacién enzimética.

+ Modificacion de quitosano mediante reaccién de Maillard.

4+ Modificacion de quitosano mediante reaccion de Maillard con 3-lactoglobulina

4 Caracterizacion funcional de los productos resultantes de la modificacion del

quitosano.
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Introduccion |

Las razones que conducen en la actualidad ala sociedad avolver a utilizar |os polimeros
naturales que se venian usando desde hace cientos de afios, son € creciente interés por
compatibilizar la fabricacion de productos manufacturados con la sostenibilidad del
mediocambiente y € alto coste de algunos materiales sintéticos. Ademés, € problema de
una alta acumulacion de residuos en los Ultimos tiempos ha promovido e uso de estos

reciclandol os como materia prima.

El quitosano es un biopolimero natural con importantes propiedades funcionalesy a este
hecho se suma e valor afiadido de obtenerse a partir de la quitina, que se extrae
principalmente de las céscaras de crustdceos y que constituye un subproducto
importante procedente de la industria pesquera. El quitosano fue descubierto por Rouget
en 1859 y d estudio de este polimero a lo largo de todos estos afios ha generado su
empleo en multiples aplicaciones. Entre las numerosas propiedades funcionales que se
le han atribuido estén: biodegradabilidad, biocompatibilidad, capacidad filmogénica,
actividad antimicrobiana, actividad antifingica, actividad hipocolesterolémica,
actividad antioxidante, mucoadhesion, hemostético y promotor de absorcion. Estas
propiedades funcionales han promovido su utilizacién a lo largo de los afios en varios
campos distintos como son la agricultura, la industria alimentaria y farmacéutica y la
medicina (Rinaudo, 2006).

Figura|.1. Fuentes de obtencién de quitina-quitosano.
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En cuanto a la industria aimentaria, €l quitosano ofrece un amplio espectro de
aplicaciones Unicas. La mayoria se relacionan con su actividad antimicrobiana como por
gjemplo son su uso como conservante en el empaguetamiento y en pelicul as comestibles
que recubren aimentos, y su empleo también como conservante en emulsiones. La
capacidad de unirse a grasas permite su utilizacion como agente hipocol esterolémico en
productos dietéticos. Por otro lado, se han estudiado |as propiedades tecnol 6gicas como
espesante, gelificante y emulgente. En su uso como agente emulgente es capaz de
formar emulsiones y en laformacién de emulsiones con proteinas del suero lacteo, se ha
visto que mejora su estabilidad. Ademés se emplea como agente quelante y floculante
para tratamiento de aguas residuales resultantes del procesado de alimentos y para
clarificacién de bebidas (vinos, zumos, etc.) (Aranaz y col., 2009).

A pesar de las importantes propiedades atribuibles a este polimero, en e ambito de la
industria alimentaria el quitosano aln en la actualidad tiene que hacer frente a alguna
limitacion. Por un lado es necesario € desarrollo de més investigaciones de su uso in
vivo, y por otro, existen limitaciones legales que hacen que este polimero no se use
todavia en laindustria alimentaria en todo e ambito internacional. El uso del quitosano
como aditivo aimentario fue aprobado en Japén y Korea en 1983 y 1995,
respectivamente (Weiner, 1992; KFDA, 1995). Su inclusién en el Codex Alimentarius
fue considerada por su comision en el 2003, pero actualmente no se recoge su uso en las
listas generales estandarizadas de aditivos alimentarios ya que no ha sido aprobado ni
por la FDA (Food and Drug Administration) ni por la EFSA (Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria). Aunque los estudios en humanos son escasos se sigue
trabgjando a respecto y en su reconocimiento como aditivo alimentario en € marco
legal. Actuamente ademés de su uso como aditivo alimentario en paises asiéticos existe
un producto comercial (ChitoClear® Prymex ASA, Norway) que fue reconocido como
producto GRAS (Generally Recognised As Safe) en Estados Unidos en € 2001 (Sagoo
y col., 2002). El empleo de hidrocloruro de glucosamina procedente de Aspergillus
niger como aditivo aimentario en bebidas y de un producto comercia (“KiOnutrime-
CG™”) compuesto de quitina-glucano, como suplemento dietético para aumentar la
ingesta de fibra alimentaria, han sido evaluados como positivos por la EFSA (EFSA
2009; 2010). Los resultados de estas evaluaciones evidencian su inocuidad y contribuye

al avance de |os aspectos regulatorios a respecto.
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Es imprescindible tener en cuenta la gran versatilidad de este polimero en cuanto a sus
caracteristicas quimico-fisicas que vendrd dada por la forma de obtenerlo.
Desafortunadamente la mayoria de los quitosanos comerciales no se obtienen por los
mismos procesos y suelen ser muestras heterogéneas (Nguyen y col., 2009) y en
algunos casos contienen impurezas. Por ello, es importante en primer lugar la
purificacién de este producto y en segundo lugar la determinacion cuidadosa de sus
caracteristicas quimico-fisicas para poder aplicar eficazmente € quitosano en cada uso

particular segun las propiedades funcional es buscadas.

1. CARACTERISTICASQUIMICO-FiSICASDEL QUITOSANO

El quitosano es un copolimero formado por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-p-D-
glucosa y 2-amino-2-desoxi-B-D-glucosa unidas por enlaces B-(1-4) (Figura 1.2a). Se
obtiene de la quitina, uno de |os biopolimeros més abundantes de la naturaleza junto con
la celulosa, que forma parte de la estructura de soporte de numerosos organi Smos Vivos,
tales como artrépodos (crustaceos e insectos), moluscos y hongos. La quitina esta
formada por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-f-D-glucosa unidas por enlaces [-
(1-4) (Figura 1.2.b) y la obtencién de quitosano a partir de quitina se realiza por

desacetilacion de lamisma, dejando libre el grupo amino del carbono 2.

H OH

H OH

OH
e

H OH

Figural.2. Estructurade @) quitosano y b) quitina.
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La fuente y el método de obtencion determinan la composicion de las cadenas de
quitosano y su tamafio. Por este motivo, € grado de acetilacion (DA) y € peso
molecular promedio (M,,) son dos de los parametros de obligado conocimiento para la
caracterizacion de este polimero y para su empleo en distintas aplicaciones. Existen
otras caracteristicas quimico-fisicas como su solubilidad, cristalinidad, € contenido de
agua, cenizas y proteinas que también deben ser consideradas a la hora de emplear €l
polimero en una aplicacion especifica

1.1. Gradodeacetilacion

El grado de acetilacion se define como e contenido de residuos N-acetilglucosamina
(GIcNAC) presentes en la cadena polimérica con respecto a contenido en residuos de N-
glucosamina (GIcN) y se puede expresar en tanto por ciento (DA) seguin la siguiente

ecuacion:

iy A= [GlcNAC]

" [GlcNAc+GIcN] x 100

El proceso de desacetilacion nuncallegaa 100% y en funcién del porcentaje alcanzado
se habla de grado de acetilacion (DA) del quitosano o desacetilacion (DD) de la quitina.
Algunos autores consideran que quitosano es € polimero con a menos 60 % de
residuos desacetilados en su molécula (Aiba, 1991). En los quitosanos obtenidos a partir
de quitina procedente de crustaceos, los residuos de GICcNAc y GIcN estardn
distribuidos alo largo de la cadena polimérica dependiendo del tipo de N-desacetilacion
aplicada ala quitina. Esta reaccion de N-desacetilacidn implica una hidrélisis acalinay
puede ser heterogénea u homogénea.

A) Desacetilacion _heterogénea: Esta desacetilacion no ocurre a azar y presenta

secuencias de GIcNAc en bloques de més de tres residuos (Aiba, 1992; 1993). Segln
Kurita y col. (1977) la N-desacetilacion de la quitina por reaccién de hidrolisis

heterogénea con acali transcurre preferentemente en la region amorfa de la quitina. El
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proceso se lleva a cabo con soluciones concentradas hidroxido de sodio o de potasio
(40-50%), aplicando temperaturas que varian entre 60° y 130°C, de forma que se
eliminan algunos de los grupos acetilo de la cadena de quitina. Como consecuencia de
la presencia de alcali altamente concentrado y de los tiempos prolongados necesarios
para conseguir una desacetilacion las cadenas polisacaridicas pueden sufrir degradacion

en algunamedida (Tolaimate y col., 2000).

B) Desacetilacion homogénea: Esta reaccion ocurre de forma aleatoria (estadistica de

Bernouilli), con lo que la distribucion de residuos de GIcNAc y GlcN es a azar (Varum
y col., 1996, Kurita, 1998). En este caso e proceso se lleva a cabo con éacali
moderadamente concentrado (=13% (p/p)) sobre quitina acalina (Sannan y col., 1975;
1976) y se emplean temperaturas mas bajas y tiempos de reaccion mayores, por lo que
no se forman precipitados en las soluciones acidas a adicionar un exceso de dcali,
contrariamente a lo que ocurre en la desacetilacion heterogénea (Schatz y col., 2003;
Tsaih y col., 2003). Como consecuencia, la modificacién a lo largo de la cadena se
produce de forma uniforme (Goycoolea y col., 2000). La N-desacetilacion homogénea
de la quitina da lugar a una distribucién aleatoria de grupos acetilo y a la destruccion de
la estructura secundaria de la quitina. Por estas razones, este tipo de desacetilacion se
emplea menos habitualmente si se pretende que e proceso sea més efectivo.

1.2. Peso molecular promedio

El peso molecular del quitosano se expresa como una media de los pesos de las
moléculas presentes en la muestra. Las dos formas mas comunes de expresar €l peso
molecular son: M,, que es e peso molecular promedio (normamente mas empleado) y
M, que es nimero molecular promedio (ASTM, 2007) y son definidos segin las

siguientes ecuaciones:

_ ZiWiM; _ XiNeM?
XiW; i Ni M;
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_ XiN;M;
YiN;

Donde Ni es el nimero de moléculas que tienen un peso molecular especifico (Mi) y W
es €l peso de las moléculas que tienen un peso molecular especifico. Se define la
polidispersidad como la relacion entre el peso molecular promedio y e numero

molecular promedio: Ip = M, /M,.

(Mn) Peso molecular
promedio en nimero

\
(Mv) Peso molecular \
promedio viscosimétrico 4
il x
(Mw) Peso molecular / \
Nimero de promedio en peso | '\‘
moleculas —— 'l\
.'IIII III'.
J
/ il

Peso molecular Volumen de elucion

- -

Figural.3. Cromatograma de exclusion molecular donde se representan las diferentes formas de expresar

el peso molecular.

Existen varias técnicas que pueden ser empleadas en la determinacion de peso
molecular promedio de quitosanos como son la viscosimetria (Wang y col., 1991), la
cromatografia de exclusion molecular (Ottgy y col., 1996) o la ultracentrifugacion
analitica (Errington y col., 1993). Dependiendo de la técnica empleada se obtienen
valores diferentes de peso molecular promedio que pueden variar en uno o mas ordenes
de magnitud. En € caso de la viscosimetria las diferencias son debidas a que lo que se
determinaes & peso molecular promedio viscoso (M) y dependera de forma importante
del solvente en e que se encuentre disuelto €l quitosano y de la temperatura. En la
cromatografia de exclusion molecular y la ultracentrifugacion analitica se determina
peso molecular promedio (My,) que determinan diferente comportamiento en solucion, y

aqui las diferencias suelen relacionarse también con la naturaleza del polication del
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polimero y su diferente comportamiento en las columnas de exclusion molecular (Fee'y
col., 2003).

1.2.1. Viscosimetria

La viscosidad intrinseca [n] es una medida del volumen hidrodinamico que ocupan las
macromoléculas en solucion y por tanto un reflejo de su tamafio. La concentracion
influye notablemente en este pardmetro (Desbrieres, 2002). Experimentalmente [n] se
obtiene a partir de medidas de viscosidades relativas de soluciones con diferentes
concentraciones de polimero. Las medidas se realizan en un viscosimetro capilar, a una
temperatura determinada, basdndose en la ley de Poisetille y asumiendo un
comportamiento newtoniano para bajas concentraciones y bajas fuerzas de cizalla A
partir de las medidas que se redlizan en € viscosimetro se obtiene la viscosidad
intrinseca mediante las aproximaciones de Huggins y Kraemer (Huggins, 1942; Wang y
col., 1991).

La viscosidad intrinseca ([n]) esta relacionada con € peso molecular a través de la
ecuacion de Mark- Houwink-Kuhn-Sakurada (MHKS):

[n] = kM3

Donde M, es e peso molecular promedio viscoso y K, y a son constantes
independientes del peso molecular para un rango amplio de valores. Segun € solvente
empleado en la medicion de la viscosidad intrinseca y |a temperatura, estas constantes
adquieren valores determinados, habiendo sido las més empleadas las propuestas por

Rinaudo y Roberts (Rinaudo y col., 1993; Roberts y Domszy., 1982).

1.2.2. Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de excluson molecular conocida como GPC (Gel Permeation
Chromatography) o SEC (Size Exclusién Chromatography) se emplea mediante
sistemas de deteccion de Multi-Angle Laser-Light Scattering (MALLS) para la
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determinacion del peso molecular promedio absoluto del quitosano sin necesidad de
calibracién. Mediante esta técnica se determina lo que se denomina peso molecular
promedio aparente Myapp ¥ € radio de giro <Rg> de las moléculas empleando €l
formalismo de Debye-Zimm (Wyatt, 1992). A partir del peso molecular promedio
aparente se calcula e M,, ya que debido a la bgja concentracion de la muestra después
de la dilucién en la columna cromatogréfica, la contribucion de 2 BM,c (siendo ¢ la
concentracion y B e segundo coeficiente de virial termodinamico) se puede considerar

cero y existe una buena aproximacion entre My~M y app.

——= (Miw) (1+ 2BM,,¢)

1.2.3. Ultracentrifugacion analitica

Esta técnica permite calcular € peso molecular promedio de quitosano mediante
experimentos de equilibrio de sedimentacion (SE). Los datos de gustan segun la
ecuacion de Lamm (Clewlow y col., 1997):

din (+57) d(r?) = Myqpp (1 - ¥ p)w?/2RT

rdr

Donde v es € volumen especifico parcial (mL/g) determinado por densimetria de
precision para cada quitosano, p es ladensidad del solvente (mL/g), R es la constante de
los gases y T latemperatura (K). La representacion de In (1 dn/ r dr) frente ar? permite
calcular e M, ap, donde r es la distancia con respecto al centro de rotacion en cm. Para
transformar €l valor de M, ap, en My,app Se puede emplear € agoritmo de MSTARI
(Colfen y Harding., 1997). Para tener en cuenta e comportamiento de no idealidad del
quitosano y otros polimeros, € peso molecular promedio aparente determinado para un
rango de concentraciones se extrapola a cero (Harding, 1995). Una vez obtenido € peso

molecular aparente, e segundo coeficiente de virial termodindmico y € peso molecular
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absoluto (My) se puede estimar de la representacion de 1/ Myap frente a la

concentracion segun la ecuacion que se ha descrito en el apartado anterior.

Tanto € grado de acetilacion como € peso molecular del quitosano se pueden
determinar por diferentes técnicas. Para poder establecer comparaciones mas exactas
entre las caracteristicas quimico-fisicas del polimero y poder relacionarlas con sus
propiedades, es imprescindible unificar las técnicas empleadas en la caracterizacion de
un polimero tan versétil como este. Por ello, actuamente se esta trabgjando en la
estandarizacion de las técnicas empleadas en la determinacion de estos parametros
segin un estudio Interlaboratorio propuesto en la 11" International Conference on
Chitin and Chitosan, pero por ahora resulta fundamental especificar el tipo de técnica
empleada en cada caso y €l empleo de mas de una de las técnicas para cada parametro

permite establecer mas comparaciones con otros trabajos de investigacion.

1.3. Solubilidad

Los polisacéridos en solucién presentan una dinamica sensible a los tamafios de las
cadenas, sus formas y nimero de cargas, las cuales dependen de la concentracion del
polimero. El quitosano es altamente reactivo debido ala amina primaria (alifatica), y los
hidroxilos primario y secundario que se encuentran en cada uno de sus monomeros
(Acostay col., 1993). Como consecuencia de la hidrélisis del grupo N-acetilo, se forma
la amina primaria (NH,) en los mondmeros desacetilados y ésta es hidrogenada y
adquiere carga positiva (NH3") en solucién. Por ello, aumenta su capacidad hidrofilicay
pasa a ser soluble en soluciones écidas diluidas formando sales, ya que el pKadel grupo
amino en € quitosano es 6.5 (Tommeraas y col., 2001). Su caracter cationico lo hace
anico entre los polisacéridos de la naturaleza por su comportamiento como una
molécula anfifilica en la que la proporcion de residuos acetilados y desacetilados es
responsable del balance entre las interacciones hidrofilicas e hidrofobicas a las que da
lugar en disolucion (Schatz y col., 2003). Por tanto, en su comportamiento en solucion
influiran variables tales como e pH, la naturaleza de las sales que se afiadan, la fuerza
ionicay de formaimportante su M,y y su DA (Aranaz y col., 2009). Algunos autores han
descrito lo que se denomina “ley general del comportamiento del quitosano en

soluciones acuosas” (Brugnerotto y col., 2001b; Sorlier y col., 2002). De acuerdo con €
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grado de acetilacion (DA) del polimero esta ley se puede resumir en un triple

comportamiento:

= DA inferior a20 %. El quitosano presenta una alta densidad de carga en
su estructura con un distancia promedio de 5-6 A entre sus grupos
ionizables distribuidos a los largo de la cadena (por debajo de lalongitud
de Bjerrum Az = 7,1 A). En esta region e quitosano presenta un
comportamiento polielectrolitico relativo a alta repulsion electrostatica y
la larga distancia existente en las interacciones electrostéticas intra- e
intermoleculares, estableciéndose principalmente puentes de hidrogeno.
Estas interacciones son responsables de la expansion de la cadena del

polimero, de la alta solubilidad y de la condensaci6n ionica.

= DA entre 20-50 %. En este caso existe un equilibrio entre las
interacciones hidrofilicas e hidrofdbicas. Los parametros quimico-fisicos
como laviscosidad intrinseca, €l radio de giro o el incremento del indice
de refraccion de estas moléculas en disolucion permanece mas 0 menos

constante.

= DA superior a 50 %. En este caso, debido a la menor densidad de carga
en la estructura del polimero, la distancia entre sus grupos ionizables es
menor a la longitud Bjerrum y las interacciones electrostéticas que se
producen son a larga distancia. Por ello, predominan las interacciones

hidrof 6bicas debido al mayor contenido de grupos acetilo.

En cuanto a la relacién del tipo de interacciones que se establecen en la cadena del
polimero con la viscosidad intrinseca de la solucién, parece ser que cuanto mayor es €l
nimero de interacciones intermoleculares, mayor es el aumento que se produce de la
viscosidad intrinseca. Por otro lado, cuando ademas se producen interacciones
intramoleculares, se producen fendmenos de autoagregacion dandose lugar a soluciones

muchos menos Vviscosas incluso a altas concentraciones (Hu y col., 2007).
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1.3.1. Conformacion del quitosano en disolucion

Se puede estimar la flexibilidad de una macromolécula 'y su conformacion en solucion
haciendo uso del triangulo de Haug (Harding y col., 1991; Brugnerotto y col., 2001b).
Este tridngulo describe los tres niveles de conformaciones macromoleculares. esfera
compacta, tubo rigido y enrollamiento a azar, representados en cada uno de los vértices
(Figural.4).

Ezfera compocta
a=1

Enrollamignta Tub o rigida
aleatorio a=13

oz 0.5-038

Figural.4. Triangulo de Haugh.

En general, en la mayoria de los polimeros la conformacion suele presentar un
comportamiento semiflexible intermedio entre un tubo rigido y un enrollamiento al
azar. La conformacién en solucion de muchos polisacaridos también se puede describir
en términos de varios parametros estadisticos, tales como la longitud de persistencia
(Ip), el radio de giro <Rg> y la longitud estadistica de Kuhn (b) (Harding y col., 1991,
Colfen y Harding., 1997). En estos casos una medida de la flexibilidad de la molécula
puede conseguirse en términos de la relacion del contorno de longitud frente a la
longitud de persistencia. El valor a es uno de los parametros empiricos validos solo para
un conjunto establecido de solvente-polimero y a una temperatura especifica de la
ecuacion de Mark-Houwink-Kuhn-Sakurada (MHKS) que se ha descrito en el apartado
anterior. Este valor es anaogo a los exponentes de las expresiones usadas para €l
cdculo de radio de giro o del coeficiente de difusion, medidos por dispersion de luz o
ultracentrifugacion (Hokputsa y col., 2003). Cuanto mayor nimero de cargas tiene el

polisacérido su conformacién es mas cercana a un tubo rigido, mientras que los
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polisacéridos con menor niumero de cargas se comportan mas como enrollamientos a
azar (Smidsred y col., 1971). Por €llo, en e caso de quitosanos con un bajo DA
aumenta la rigidez de la cadena y el <Rg> debido al mayor nimero de repulsiones

electrostéticas en las cadenas (Hu y col., 2007).

La ultracentrifugacion andlitica mediante los experimentos de velocidad de
sedimentacion permite calcular e coeficiente de sedimentacion [S]. El rango de
velocidad a cual un polisacarido sedimenta bgjo elevados campos centrifugos es
funcion del peso molecular promedio y de la conformacion (Harding y col., 1991). Por
lo que ésta es una técnica muy Util que permite ver afinidad entre complejos
macromoleculares y estimar la forma aproximada de las macromoléculas en disolucion.
Estudios previos basados en la velocidad de sedimentacion determinada mediante
ultracentrifugacion han planteado métodos cualitativos o semicuantitativos (Tombs y
Harding., 1998; Harding, 2005) de estimacién de la conformacion basados en la
relacion existente segun la ley Mark—Houwink—Kuhn-Sakurada entre € coeficiente de
sedimentacion y e peso molecular promedio s ~ M,” y laviscosidad intrinsecay e peso
molecular promedio [n]~ M,® tomando ay b valores para enrollamientos al eatorios (0.5-
0.8 y 0.4-0.5, respectivamente), esferas (0 y 0.67) y tubo rigido (1.8 y 0.15). En €l caso
del quitosano, que ha sido descrito como un polimero semiflexible (Brugnerotto y col.,
2001b; Schatz y col., 2003; Lamarque y col., 2005), € coeficiente de sedimentacion no
se ve practicamente afectado por su M,, ya que el parametro b tiene valores muy bajos.
Algunos autores han establecido que e valor de b es aproximadamente 0.15 (Harding,
1995; Tombs y Harding., 1998; Harding, 2005) y este hecho hace que aunque se
produzca un aumento del My, del polimero no se incremente de forma importante el
valor del coeficiente de sedimentacion (Morris y col., 2009). Aunque no haya mucha
variabilidad en [S§] para un quitosano, si que se ha descrito que se pueden observar
diferencias en la anchura de pico de las distribuciones del coeficiente de sedimentacion
debidas a fenébmenos de difusién en las soluciones y debido a la polidispersidad. La
formacion de complgos del quitosano con otras moléculas como, por gemplo, las
proteinas provocaria cambios conformacionales afectando al parametro b, por lo que la
técnica de determinacion de la velocidad de sedimentacion permitiria ver s la
formacién de complejos con el polimero tiene lugar y estimar de forma aproximada la

forma de las macrémoleculas en disolucion (Colfeny col., 1996).
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2. MODIFICACION DEL QUITOSANO PARA USOSEN ALIMENTACION

Son conocidas las diferentes y potentes propiedades funcionales y biolégicas que
presenta € quitosano como ya se describia al comienzo de esta memoria. Sin embargo,
uno de los factores limitantes del empleo de este polimero en agunas de estas
aplicaciones, es su elevada viscosidad en medios &cidos dada por un peso molecular
elevado y su baga solubilidad a pH superiores a 5 (Xia y col., 2008). Precisamente su
elevada viscosidad es o que genera una baja absorcion en e organismo incluso a bajas
concentraciones, provocando que e conocimiento de los efectos in vivo sea todavia
escaso (Shon, 2001). Entre las estrategias planteadas para la mejora de solubilidad del
quitosano existen varios métodos.

Por un lado, se plantea el control del proceso del desacetilacion homogéneo, pero en
estos casos no se consiguen altos rendimientos (Kurita y col., 1991). Otra de las
estrategias para superar las limitaciones de solubilidad y que exista una utilizacion
eficiente in vivo del polimero es su despolimerizacion que produce heterooligosacéridos
y quitosanos de bgjo peso molecular (Vishu Kumar y col., 2004a; Mengibar y col.,
2011). Puede ser llevada a cabo por métodos fisicos, hidrdlisis acida o métodos
enzimaticos. El empleo de méodos fisicos como la irradiacion y los ultrasonidos
provoca una rapida degradacion aleatoria del quitosano produciendo productos de gran
variabilidad e inestables en cuanto a su solubilidad (Chung y col., 2005). La hidrdlisis
&cida da lugar a gran cantidad de N-glucosamina libre y una menor cantidad de
heterooligosacaridos debido a la baja especificidad de la reaccién (Kittur y col., 20033g;
Galed y cal., 2005a). Otra desventagja de este tipo de hidrdlisis es el manejo de elevados
volumenes de &cidos fuertes y las atas temperaturas con la que hay que trabgjar, asi
como la toxicidad de algunos de los productos secundarios. En e proceso de
despolimerizacion enzimética € transcurso de la reaccion asi como la distribucion de
los productos obtenidos es més fécil de controlar debido a la mayor especificidad de la
reaccion. Ademas, en la hidrdlisis enzimatica los productos conservan sus propiedades
biolodgicas iniciales ya que no se produce desacetilacion y las condiciones son mas

suaves (Kittur y col., 2005).

La introduccion de grupos funcionales hidrofilicos, llamada modificacion quimica del

quitosano también seria una modificacion que podria aumentar y meorar las
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caracteristicas y propiedades del quitosano (Holme y Perlin., 1997). Estas reacciones de
modificacién quimica implican procesos dificiles de controlar. La reaccion de Maillard,
sin embargo, es un proceso que tiene lugar de forma espontanea sin necesidad del
empleo de reactivos quimicos y es facil de llevar a cabo. Se ha descrito su empleo para
la introduccién de algunos monosacaridos en la cadena de quitosano, con € fin de
mejorar la solubilidad del polimero (Chung y col., 2005). Esta reaccion también ha sido
planteada entre e quitosano y diferentes proteinas (Hattori y col., 2000; Kato, 2002;
Song y col., 2002; Usui y col., 2004; Miralles y col., 2007) con € fin de meorar
algunas propiedades funcionales. Se obtiene asi un producto con mejor solubilidad, con
valor afiadido respecto alafuncionalidad de la proteinay de aplicabilidad en laindustria
aimentaria.

2.1. Despolimerizacion enzimatica del quitosano para la obtencién de quito-
oligosacaridos (COS)

Los oligosacéridos de quitosano también Ilamados quito-oligosacaridos (COS) se
definen como co-oligbmeros lineales formados por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-
B-D-glucopiranosa (GICNAC) y 2-amino-2-desoxi-[3-D-glucopiranosa (GIcN) unidas
mediante enlace B-(1-4). Estos productos son solubles en agua, no tdxicos,
biocompatibles y biodegradables, 10 que facilita su uso en un amplio espectro de
aplicaciones dentro de distintos campos: industria alimentaria, medicina, agricultura,
cosmética y aplicaciones farmacéuticas. En € campo de la industria alimentaria y la
medicina existe un especial interés en el posible uso de pentameros y hexdmeros de
quitosano puesto que numerosos estudios desde hace tiempo estan demostrando que
presentan actividad antimicrobiana, antitumoral y efectos inmunol 6gicos (Suzuki y col.,
1986; Uchida y col., 1989; Tsukada y col., 1990; Jeon y col., 2000; Jeon y col., 2001,
Kimy Rajapakse., 2005; Caiginy col., 2008; Tang y col., 2010; Kimy col., 2011). Hay
gue tener en cuenta que la bioactividad de los COS con frecuencia ha sido determinada
mediante la utilizacion de mezclas de oligosacaridos heterogéneas y/o pobremente
caracterizadas. Esto genera discrepancias en cuanto a los resultados obtenidos en
diferentes estudios debido a la estrecha relacion existente entre las caracteristicas
quimico-fisicas de estos productos y sus propiedades funcionales. Por ello, existe un

especial interés en producir COS bien definidos en o que se refiere a sus parametros
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estructurales. fracciéon molar de unidades de GIcNAc en la cadena del polimero (DA),
grado de polimerizacion (DP) y patron de la distribucion intramolecular de los grupos
acetilados alo largo de la cadena oligomérica (PA) (Barroca-Aubry y col., 2010).

El quitosano es susceptible a efecto hidrolitico de un amplio espectro de enzimas. Las
més empleadas son las quitosanasas y quitinasas como enzimas especificas con
actividad quitosanolitica (Hsiao y col., 2008; Kuroiwa y col., 2008; Dennhart y col.,
2008; Lin y col., 2009b). La especificidad de estas enzimas permite hidrolizar
quitosanos parcialmente acetilados produciendo principamente dimeros, trimeros y
tetrdmeros de N-acetil-D-glucosamina (Xie y col., 2009). Sin embargo, estas enzimas
presentan como desventaja ala hora de aplicarlas a gran escala que no estan disponibles
en grandes cantidades y que tienen un elevado coste. Alternativamente se ha estudiado
el uso de otras enzimas no especificas que incluyen hemicelulasas (Cabrera y col.,
2005), lipasas (Muzzarelli y col., 1995), pectinasas (Kittur y col., 2005; Abd-Elmohdy y
col., 2010), papainas (Vishu Kumar y col., 2004d), celulasas (Roncal y col., 2007),
proteasas (Vishu Kumar y col., 2007), lisozimas (Yoon, 2005; Lin y col., 2009a;
Verheul y col., 2009) y B-(1-3) (1-4)-glucanasas (Ronca y col., 2007). Estas
enzimas no presentan un coste tan elevado y estan facilmente disponibles, por 1o que su
uso abre nuevas perspectivas mas econdémicas para la industria. En este caso, la no
especificidad en la accion quitosanolitica hace que preferentemente se produzcan
quitosanos de bajo peso molecular en altas cantidades frente a oligosacéridos (Lin y
col., 2009a).

2.1.1. Despolimerizacidn con guitosanasa

21.1.1. Definicion y clasificacion

Las quitosanasas son glicosil hidrolasas que catalizan la degradacion del quitosano
parcialmente acetilado de forma endo-hidrolitica. Se producen en la naturaleza por
varias bacterias y hongos y se emplean en lalisis de la pared celular de algunos hongos
pertenecientes a la familia Mucorales (Izume 'y col., 1992). Se clasifican en familias de
glicosil hidrolasas en base a la similitud de su secuencia. Existe una gran multiplicidad

en la especificidad de sustrato de dichas enzimas y no se ha encontrado ningunarelacion
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con la estructura de | as quitosanasas, pero si esta claro que depende del microorganismo

de procedencia (Chiang y col., 2003).

Teniendo en cuenta que € quitosano puede presentar cuatro tipos de enlaces. GIcN-
GlcN (D-D), GIcNAc- GIcN (A-D), GIcN-GIcNAc (D-A) y GIctNAc-GIcNAc (A-A),
las quitosanasas pueden dividirse en tres clases seguin su especificidad de hidrolisis de
los enlaces B-glicosidicos en los quitosanos parcialmente acetilados: las de clase |
hidrolizan enlaces tipo A-D y D-D, las de clase Il solo enlaces D-D vy las de clase |11
enlaces D-A y D-D. Ninguna quitosanasa hidroliza enlaces del tipo A-A, ya que se
requiere a menos un residuo GIcN en uno de los lados del enlace ahidrolizar. Larotura
de los enlaces tipo A-D y D-A dalugar a un residuo GIcNAc en e extremo reductor o
no reductor de los productos, respectivamente. EI dominio de union a sustrato de la
quitosanasa puede alojar al menos 6 residuos de GIcN y la hidrdlisis ocurre en € punto
medio de este dominio entre los sitios D y E (Figural.5) (Varumy col., 1996; Fukamizo
y col., 1995). La especificidad de sustrato es mayor para esta enzimay presenta un pH
Optimo de actuacion entre 4y 6.8 (Yapani y Halls., 1984).

E GlcNAc
GleN /7~

)

Figura I.5. Esguema del centro activo de quitosanasa. La rotura del enlace glucosidico se da entre los
sitios D y E. @) hidrdlisis de enlaces D-D (GIcN-GIcN); b) hidrdlisis de enlaces D-A (GIcN-GIcNAC);
hidrélisis de enlaces A-D (GICNAc-GIcN).
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Entre los microorganimos capaces de secretar quitosanasas se encuentra Streptomyces
griseus, que es un organismo con fuerte actividad quitosanolitica cuando crece en un
medio que contiene quitosano como Unica fuente de carbono. Las quitosanasas que
produce son dos la | y la Il, que presentan actividades quitosanasa y (-1,4-glucanasa,
respectivamente. La quitosanasa | parece ser un derivado de la quitosanasa Il. Estas son
enzimas estructurales o de soporte (retaining) y producen especificamente la forma 8
anomerica de los oligbmeros, es decir, presentan retencioén anomerica (Fukamizo y col.,
1995). La especificidad anomérica depende de la estructura del sitio catalitico. Tienen
un peso molecular conjunto de 34 x 10° g/mol estimado por SDS-PAGE y un punto
isoeléctrico a pH= 9.7. Su pH Optimo es de 5.7 y la temperatura dptima de 60°C
(Tanabey coal., 2003). Segun la clasificacion de especificidad de hidrélisis en funcién de
los tipos de enlace que escinden, pertenecen a la clase |1l de quitosanasas pudiendo
hidrolizar tanto enlaces D-A como D-D en quitosanos parcidmente acetilados y
produciendo heterooligosacaridos con residuos GIcN en el extremo reductor. Requieren
como minimo de tetrdmeros en e caso de emplear como sustrato los oligbmeros D y
actiian segun mecanismo de endo-splitting. Son especificas de enlaces N-acetil-f-D-
glucosaminicos en los quitosanos parciamente N-acetilados y no actGan sobre quitina
(Ohtakara, 1988). Existen dos aminoacidos esenciales en su estructura para que tenga
lugar a accion catalitica: Glu-22 y Asp-40 (que actian como donador y aceptor de
protones). La reaccion quitosanolitica tiene lugar a través de la donacidn de un proton
del grupo carboxilico de Glu-22 y la activacion de una molécula de agua, produciéndose
asi el ataque del C1 del sustrato a través de un grupo carboxilo de Asp-40 (Dennhart y
col., 2008).

21.1.2. Reaccion de tr ansglicosilacion

La quitosanasa de Streptomyces griseus cataliza, ademas, una reaccion de transferencia
glicosidica en la hidrdlisis de los quito-oligosacaridos del tipo (GIcN)s, transfiriendo
grupos (GIcN), y (GIcN)z a (GIcNAC)3 que da lugar como productos finales a (GIcN), y
GlcN-(GIcNAC)s (Fukamizo y col.,1995; Tanabe y col., 2003). Esto se sabe porque a
emplear sustratos (GlcN)s totalmente desacetilados nunca se liberan residuos de GIcN
de la hidrdlisis. Se relaciona este tipo de reacciones con las altas concentraciones de
sustrato. Cuando tiene lugar la accion catalitica de la enzima, € fragmento de sustrato

sobre € que se actla se elimina del centro activo después de la escision del enlace
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glicosidico y es reemplazado por una molécula de agua, nucleofilica. Una ata
concentracion de sustrato puede hacer que ese fragmento de oligosacaridos ocupe €l
lugar de la molécula de agua y tenga lugar la transglicosilacion (Dennhart y col., 2008;
Hsiao y col., 2008).

2.1.2. Despolimerizacion con lisozima

21.2.1. Definicion y clasificacion

La lisozima es una endo-carbohidrasa, que hidroliza los enlaces B-(1-4) glicosidicos
de algunos peptidoglicanos de la pared celular de ciertas bacterias y de la quitina
(Nordtveit y col., 1994). Uno de los sustratos naturales de la lisozima es la quitina
aunque también puede hidrolizar quitosanos parcialmente acetilados. El sitio activo de
la lisozima consiste en seis subsitios A, B, C, D, E y F que se unen a seis residuos de
glucopiranosa (Figura l.6).

4 GlcNAc

777 > Slenac
“ /o —, 0 GIcN
/ Ha&nx&o
7 (_-\_ GlcNAc
leN
ﬂ =
5
GIcNAC O
3/4 e

\J

Figura |.6. Esquema del centro activo de lisozima. Larotura del enlace glucosidico se da entre |os sitios
Dy E. Siendo D normalmente GIcNAC.

Los sitios dlternados A, C y E interaccionan con cadenas acetamida lateral es de residuos

GIcNAc y la hidrdlisis tiene lugar entre los residuos unidos a los subsitios D y E
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(futuros extremos reductor y no reductor, respectivamente). Como resultado de la
hidrélisis se pueden producir oligosacaridos con GIcN en el extremo reductor, lo que
nos dice que D puede unirse a residuos de ambos tipos aunque mayoritariamente [o hace
a GIcNAc. El subsitio F tampoco es muy especifico y pueden estar unidos residuos del
tipo GIcN (Varum y col., 1996). Tanto la lisozima como €l quitosano estan cargados
positivamente a pH=4.5, con lo que la formacion del complgjo enzima-sustrato lleva
implicita el contacto directo entre los dos policationes. La lisozimatiene un pH optimo
cercano a5, causado por los valores de pKa tan distintos del Asp-52 y del Glu-35 (que
actiian como aceptor y donador de protones, respectivamente) y que se encuentran en €l

sitio activo de lalisozima (Shigemasay col., 1994; Nordtveit y col., 1994).

2.1.2.2. Reaccion de transglicosilacion

Esta enzima puede dar lugar a transglicosilaciones s e pH, temperatura y
concentraciones de enzima-sustrato son los adecuados. Se produce una reaccion de
transferencia de un residuo N-acetilglucosamina (GIcNAc) a un grupo (GIcNAc), para
formar (GICNAC)s. Este es € paso limitante de la reaccion puesto que, una vez que este
trisacarido se ha formado, la cadena se puede elongar hasta formar hexdmeros o
heptameros. Algunos autores opinan que mediante esta reaccion de sintesis se mejoran
los rendimientos en la obtencion de los COS comparativamente con la hidrélisis acida
de quitosano (Usui y col., 1990).

2.2.  Quitosano modificado mediante reaccion de Maillard

2.2.1. Conjugados de polisacaridos con proteinas

La glicosilacion de proteinas con carbohidratos mediante reaccion de Maillard esta
atrayendo especia interés como método efectivo para obtener proteinas con mejores
propiedades tecnoldgicas. Debido a que esta reaccion se produce de forma natural y
espontanea, sin necesidad del empleo de reactivos quimicos, se propone como meétodo
dternativo y seguro para mejorar propiedades funcionales de la proteina frente a
reacciones quimicas como la acetilacion, desamidacion y succinilacion, que implica el

uso de reactivos quimicos que pueden resultar toxicos. Por tanto, ésta parece ser una de
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las alternativas més prometedoras para la industria alimentaria. Sin embargo, es
necesario € desarrollo de métodos industrialmente viables para explotar € potencial de
esta reaccion y crear nuevos ingredientes funcionales con valor afadido (Oliver y col.,
2006). La contribucion al desarrollo de estos nuevos ingredientes a base de proteinas
esta creciendo cada vez mas y se esta dirigiendo a conseguir un conjunto de buenas
caracteristicas tecnofuncionales, nutricionales y sensoriaes (Hiller y col., 2010), como
consecuencia de la suma de los requerimientos exigidos por tecnélogos de alimentos,
nutricionistas y consumidores. Las proteinas son ampliamente utilizadas en la industria
alimentaria debido a su capacidad para proporcionar propiedades Unicas como
emulsionantes, espumantes, gelificantes y alta capacidad de solubilizacion (Phillips y
col., 1994). En concreto, la utilizacién eficaz de las proteinas |&cteas puede encontrarse
limitada por la disminucién de su funcionalidad durante los procesos de obtencion de
las mismas, o durante el procesado de los alimentos a los que se adicionan, como
consecuencia de las condiciones del medio (alta temperatura, pH écido o elevada fuerza
ionica). Por ello, son de gran interés aquellos métodos que aumenten la aplicacion de
estas proteinas como ingredientes alimentarios, y que ademas permiten revalorizar los

subproductos de | os que proceden.

La funcionalidad de glicoconjugados formados entre proteinas y polisacaridos a partir
de reaccion de Maillard ha sido descrita en numerosas investigaciones. La glicosilacion
de proteinas durante las primeras etapas de la reaccion, ha sido relacionada con un
aumento de las propiedades emulgentes (Dickinson y Galzka., 1991; Kato y col., 1992;
Darewicz y Dziuba., 2001; Diftis y Kiosseoglou., 2004),de las propiedades espumantes
(Dickinson y Stefanich., 1996), de la solubilidad (Saeki y Tirrell., 1997; Sato y cal.,
2000; Katayama y col., 2002), de la actividad antimicrobiana (Nakamura y col., 1991;
Song y col., 2002) y de |la estabilidad térmica de la proteina (Aoki y col., 1999; Hattori
y col., 1997; Chevalier y col., 2001b). Otros efectos positivos de la reaccién como son
la formacion de compuestos antioxidantes han sido relacionados con etapas avanzadas
de la reaccion entre proteinas y polisacaridos (Barry J. McGookina y Augustin., 1991;
Chevalier y col., 2001a). La reaccion de Maillard en quitosano con diferentes proteinas
como la lisozima o la caseina (Kato y col., 1992; Kato, 2002; Song y col., 2002),
proteinas de las soja (Usui y col., 2004) y B-lactoglobulina (B-1g) (Hattori y col., 2000),
ha demostrado mejorar |as propiedades emul gentes y antimicrobianas de estas proteinas.
Por otro lado, la formacion de nuevos productos como consecuencia de la reaccion de
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Maillard, contribuye paraelamente a desarrollo de esas propiedades, pudiéndose
obtener ingredientes funcionales con potenciales aplicaciones en la industria
alimentaria.

2.2.2. Reaccion deMaillard

Es una reaccién que se produce de forma natural y espontanea durante el procesado y
almacenamiento de algunos alimentos pudiendo provocar efectos beneficiosos o
perjudiciales en funcion del tipo de compuestos que se originen, tanto a nivel
organoléptico como nutricional. Mediante la reaccion se pueden modificar las
propiedades funcionales de | as proteinas producido por cambios en su carga, solvatacion

y/o en su estructura (Morgan y col., 1999a; Darewicz y Dziuba., 2001)

La reaccién da lugar a una variedad muy amplia de productos intermedios y productos
finales 0 melanoidinas que contribuyen marcadamente a aroma, color y sabor, como
también a potencial poder antioxidante de los alimentos amacenados (Silvan y col.,
2006). Sin embargo, entre los efectos perjudiciales como consecuencia de la reaccion se
puede promover la formacion de compuestos toxicos, (Brands y col., 2000), la pérdida
de valor nutricional (Somoza, 2005) y ademéas € desarrollo de sabores y aromas
desagradables. En cuanto a la pérdida del valor nutricional, se ha descrito que puede
disminuir ladigestibilidad de laslisina (Lys) (Damodaran, 1996).

La racemizacion de residuos L-aminoacidos a residuos D-aminoécidos tiene lugar a pH
alcalino y atas temperaturas. Los D-aminoéacidos por |o general son menos hidrolizados
por las proteasas, y ademas, a este hecho se suma que e carboanion formado bajo
condiciones alcalinas puede dar lugar a reacciones de B-eiminacion produciendo
dehidroalanina, la cua perjudica a la digestibilidad de la proteina y a la
biodisponibilidad de lisina (Damodaran, 1996). Ademés otros aminoéacidos esenciales,
como € triptéfano, la metionima, la arginina y la histidina, pueden ser bloqueados por
los grupos carbonilo de azlcares reductores o lipidos oxidados, impidiéndose su
absorcion (Hurrell, 1984; Somoza, 2005). Por tanto, es importante a la hora de
desarrollar ingredientes funcionales mediante este proceso llevar a cabo un
calentamiento controlado y minimizar estas reacciones no deseables bajo condiciones

alcalinas, ya que € objetivo es que estos ingredientes, ademas de presentar propiedades

31



I | ntroduccion

funcionales, presenten en su composicion productos de reaccion de Maillard (MRPS)

con alta actividad antioxidante y menos efectos negativos (Lertittikul y col., 2007).

2221. Etapasdelareaccion de Maillard

La reaccion de Maillard fue descrita por primera vez por Louis-Camille Maillard en
1912 a partir del estudio del caentamiento de una solucién de glucosa y glicina
(Maillard, 1912). Posteriormente Hodge en 1953 (Hodge, 1953) planted un esquema
simplificado de la reaccién que es considerado como una de las descripciones de
pardeamiento no enzimatico mas adecuadas hasta e momento (Figura 1.7). El
mecanismo de dicha reaccion engloba una serie de reacciones complegas
interrelacionadas, que pueden ocurrir simultdneamente, y se divide en tres etapas en las

gue se producen las reacciones que se describen a continuacion:

Azucar N Aminoac — > Glicosilamina-N-
C———— e
reductor sustituida

Reordenamiento de Amadori

ETAPA
amino-1-desoxi-2-cetosa INICIAL
Reductonas
Productos de fisién
+H;0 + compuesto amino (acetal, diacetilo,
piruvaldehido etc Dehidroreductonas
furfural Degradacién AVANZADA
de Strecker
M Aldehido
+ compuesto Aldiminas o J’
aming
M cetiminas € A 4
+ compuesto
e e e e | e 1711 R =
¥ compuesﬁ
MELANOIDINAS amne ETAPA
e FINAL

Figural.7. Esquema de reaccién de Maillard basado en el esquema propuesto por Hodge en 1953.
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Etapa inicial. Glicosilacién no enzimatica o glicacion: Esta etapa es la mas conocida

y caracterizada. En esta etapa se suceden reacciones de condensacion y de
reordenamiento (Dills, 1993) y no se producen alteraciones estructurales importantes en
la estructura de proteina ni tampoco tiene lugar desarrollo de color. Se produce la unién
covaente entre un grupo amino libre, no protonado, de un aminoacido, normamente el
de la lisina (Lys) y e grupo carbonilo de un azlcar reductor. Esta reaccion esta
catalizada por las bases que eliminan un protén del grupo amino, que se comporta como
nucledfilo. El producto de condensacion formado pierde una molécula de agua y se
forma una “base de Schiff”, que, por ciclacion, se transforma en la correspondiente
glicosilamina N-sustituida. Estos compuestos son muy inestables, a excepcién de los
procedentes de aminoécidos arométicos, y sufren un reordenamiento irreversible,
denominado reordenamiento de Amadori en e caso de que € azlcar sea una aldosa
(Amadori, 1929)o de Heyns si € azlcar es una cetosa (Heyns y Meinecke., 1953), para
dar lugar a correspondiente compuesto de Amadori (1-amino-1-desoxi-2-cetosa) o de
Heyns (2-amino-2-desoxi-aldosa), |os cuales son los primeros productos estables de la

reaccion (Ames, 1992).

Etapa avanzada: Durante esta etapa se produce la fragmentacion de azlcares y la

degradacion de aminoécidos (degradacion de Strecker) dando lugar a compuestos
coloreados y fluorescentes 1,2-dicarbonilos. EI compuesto de Amadori/Heyns, a pesar
de ser bastante estable cuando la actividad de agua es baja, puede experimentar varias
reacciones irreversibles de degradacién, que conducen a la formacién de una gran
variedad de compuestos voldtiles, los cuales alin no se encuentran muy bien
caracterizados, y que son responsables de aroma y sabor tipicos (Ledl y col., 1990;
Friedman, 1996). En funcion del pH, se pueden distinguir dos vias principales de
degradacion:

%+ A pH &cido, se ve favorecidala enolizacion de los carbonos C1ly C2y la
eliminacion del grupo amino en posicion 1 y del grupo carboxilo en
posicion 3, dando lugar a compuestos 1,2-dicarbonilo (via 1,2-E), como
el metilglioxal, e glioxal, la 1-desoxiglucosulosa y la 3-
desoxiglucosulosa (Thornalley, 1996), que dan Ilugar mediante
deshidrataciones posteriores a furfurales, como e 5-hidroximetilfurfural,

y derivados responsables del aroma (Henle, 2005).
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¢+ A pH basico, la enolizacion de los carbonos C2 y C3 y laeliminacion del
grupo amino en posicion 1 da lugar a la formacién de compuestos 2,3-
dicarbonilo (via 2,3-E), cuya fragmentacion posterior origina compuestos
de bajo peso molecular como son los cetoaldehidos, las reductonas,

compuestos a-dicarbonilicos, etc.

Ademés, es posible que tenga lugar la formacion de estos compuestos a partir de
carbohidratos sin que exista participacion de grupos aminos, via caramelizacion a altas
temperaturas. Por otra parte, los compuestos 1,2-dicarbonilos, debido a su ata
reactividad pueden reaccionar con los residuos de lisina y arginina de las proteinas o
con intermediarios de los compuestos de Amadori dando lugar a la formacion de
derivados aminoacidicos denominados productos finales de glicacion avanzada (AGEs:
“advanced glycation end products’) (Henle, 2005) caracterizados por presentar

fluorescencia

Etapa final: Las etapas finales de la reaccion de Maillard engloban una serie de
reacciones de ciclacion, deshidratacion, retroadolizacion, reordenamiento,
isomerizacion y condensacion de los productos iniciales de la reaccién, que dan lugar a
oligbmeros y polimeros nitrogenados de alto peso molecular, atamente coloreados e
insolubles en agua, llamados melanoidinas (Friedman, 1996). Debido a su dificil
aislamiento y elevada complgjidad, la estructura de las melanoidinas todavia es objeto

de estudio. Se han propuesto tres vias de formacién (Martinsy col., 2003):

= Hofmann en 1998 (Hofmann, 1998) detecté compuestos coloreados de
bajo peso molecular que eran capaces de entrecruzarse via grupos amino
delisinao arginina para producir compuestos de alto peso molecular.

= Tress en 1998 (Tresdl y col., 1998) lo definieron como un polimero que
consiste en unidades repetidas de furanos y/o pirroles formados durante
los estadios avanzados de la reaccion y unidos mediante reacciones de

policondensacion.
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= Otros autores plantean un esqueleto de melanoidinas principa mente
formado a partir de la degradacion de los productos formados en las
etapas iniciales de la reaccion de Maillard, y polimerizado mediante
condensacion alddlica y uniéndose a compuestos amino (Cammerer y
Krosh., 1995; Yaylayany col., 1998).

2222 Variables que afectan alareaccion de Maillard

Las condiciones de reaccion pueden determinar € tipo de productos que son formados
durante la reaccion de Maillard y por tanto las vias seguidas en la formacion de
melanoidinas (Tressl y col., 1995). Lareactividad de los carbohidratos que participan en
la reaccion de Maillard depende en gran medida del medio en e que se encuentre,
dependiendo de las condiciones de pH, actividad del agua, temperatura y medio de
reaccion empleado (sdlido o solucion) (Baynesy col.,1989; Chawlay coal., 2007).

» Temperaturay tiempo dereaccién

Las variables temperatura y tiempo, influyen en la velocidad de la reaccién y en la
composicion de los productos finales. Un aumento de la temperatura disminuye €l
tiempo total de reaccidon e incrementa la velocidad de reaccion. La duracion del
tratamiento influye también en e nimero y diversidad de los productos finales de la

reaccion.

> Actividad del agua (ay)

El intervalo de a, en el cua la reaccién se produce de forma mas favorecida se
encuentraentre 0.5y 0.8 (Labuzay Baisier., 1992 y Van Boekel, 2001). Cuando la a,, es
alta, la velocidad de reaccion es baja, debido a que los reaccionantes se encuentran
diluidos en € agua del medio (Labuza, 1970).

» pH del medio

El pH dd medio influye en gran medida en la proporcion de grupos amino no

protonados que existan para que tenga lugar € paso inicia de condensacion y sea
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favorecida asi la formacion de reductonas sobre la produccion de furfurales del
compuesto de Amadori, permitiéndose e desarrollo de color (Bates y col., 1998). La
formacidn de compuestos coloreados en sistemas modelos entre la glucosay lalisinaen
un intervalo de pH entre 3 y 9 se ha relacionado principalmente con las condiciones
ligeramente acalinas (Ajandouz y Puigserver., 1999). El intervalo de pH comprendido
entre 6 y 8 parece ser € més apropiado para que la reaccion tenga lugar de forma
favorable. Otros autores demuestran la necesidad de un pH ligeramente alto para que
tenga lugar lareaccion de Maillard (Petriellay col., 1985).

» Composiciéon del medio

La velocidad de la reaccidon va a depender de las caracteristicas de los diferentes
azlcares y aminoéacidos que lo forman, asi como de la proporcién entre ellos. Parece ser
que existe una mayor reactividad en las moléculas de carbohidratos pequefios frente ala
baja reactividad de los polisacaridos, |0 que unido alos efectos de impedimento estérico
provocados por e polisacarido, limita la extensiéon de la reacciéon de Maillard,
evitandose e desarrollo de color excesivo y la polimerizacion de la proteina. Este hecho
se plantea como una ventgja puesto que esto permitiria llevar un control de reaccién
para las distintas propiedades sin la pérdida de funcionalidad y efectos indeseables en
los productos resultantes (Kato, 2002).

En cuanto a tipo de aminoécido se ha descrito que la Lys es € aminoacido més
facilmente degradado debido a la presencia de dos grupos amino reactivos en su
estructura (Ajandouz y Puigserver., 1999). El grupo imidazol de la histidina, € grupo
indol del triptéfano o € grupo guanidino de los residuos de arginina también podrian
reaccionar, pero de una manera menos extensa (Ames, 1992). También se ha
demostrado |la pérdida de otros residuos aminoécidicos como Arg (Yeny col., 1992), S-
Cys (Billaud y col., 2004) y Pro (Davidek y col., 2003) por otros autores. La
disminucion del contenido de S-Cys también reduce la posibilidad de que la proteina se
agregue através de enlaces S-S, 10 que aumentaria la solublilidad de los MRPs en agua
(Li y cal., 2009).

La reacciéon puede tener lugar tanto en estado sdlido como en solucion. En general,

cuando se redliza la reaccion en solido se consigue una a,, Optima siendo requeridos
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menores tiempos de reaccion (O’Regan y Mulvinill., 2010) aunque normalmente en el
caso de las proteinas globulares, segiin se ha comprobado en numerosos estudios, es
preciso aplicar tiempos de reaccion mas prolongados (Babiker y col., 1998; Nakamuray
Lato., 2000; Song y col., 2002). Este hecho no resulta muy practico desde e punto de
vistaindustrial, como tampoco o son, las necesidades de liofilizacion parallevar a cabo
la reaccion en estado solido (Oliver y col., 2006). Si es deseable,desde € punto de vista
de la industria,un menor espacio y el menor tiempo. Ademas, |os productos resultantes

resultarian més estables alargo plazo y por tanto més faciles de manipular y almacenar.

2.23. Proteinasdel suero lacteo

L as proteinas de suero lacteo son ampliamente usadas como ingredientes funcionales en
una amplia variedad de alimentos, destacan por su ato valor nutricional y sus
propiedades quimico-fisicas Unicas. La funcionalidad tecnoldgica y bioldgica de las
proteinas estd determinada en gran medida por sus caracteristicas estructurales,
incluyendo €l tamafio molecular, la conformacion, la composicion y secuencia de
aminoacidos, la carga neta, la distribucion de <carga, la relacion
hidrofobicidad/hidrofilicidad, las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria y la
flexibilidad molecular (Fox, 2003). También dependeran de factores extrinsecos como
son latemperatura, fuerzaidnicay € pH (Damodaran, 1996). Aproximadamente un 20
% del suero lacteo esta formado por las proteinas de la leche, en un intervalo de
concentracion de 4 a 7 g/L, siendo la proteina mayoritaria la -lactoglobulina, que se
encuentra en una concentracion de 3.7 g/L (Kinsellay col., 1984).

B-lactoglobulina bovina: La B-lactoglobulina (B-1g) es € principa componente del

suero lacteo. Es una proteina globular relativamente pequefia formada por un monémero
molecular de 18,4x10%g/mol (Caessens y col., 1997). El apilamiento de sus nueve
cadenas y los dos puentes disulfuro le confieren una estructura compacta resistente a las
proteasas digestivas (Reddy y col., 1988) (Figural.8).

La desnaturalizacion parcia de la proteina, da lugar a su exposicion aumentando su

reactividad para formar puentes disulfuro y contribuir a la oligomerizacién de la
proteina (Hoffmann y col., 1997).
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La conformacién de la 3-1g es sensible a cambios de pH y temperatura. Aun asi, lap-Lg
nativa es soluble en un amplio intervalo de pH debido a su gran estabilidad estructura y
a elevado numero de grupos hidrofilicos cargados y no cargados en su superficie, cuya
hidratacion crea fuerzas de repulsion o suficientemente grandes como para contrarrestar
la agregacion via interacciones hidrofdbicas, promovidas en € rango de pH proximo a

su punto isoeléctrico (pK 4 5.2) (Damodaran, 1997).

Figura . 8 Estructura de |la -lactoglobulina basada en |os datos de rayos X de Brownlow y col. (1997).

A pH &cido (<3.5) la proteina se encuentra en su forma monomeérica. Entre pH 4-5 se
forman tetrameros/octameros reversibles que no dan lugar a cambios notables en la
estructura secundaria. A pH 5.2-7.5 aparece como dimero, presentando por encima de
5.2, dominios el ectronegativos hidrofilicos y por debajo de este pH presenta un exceso
de cargas positivas (Mounsey y col., 2008). Por encima de pH 7.5 se producen cambios
conformacionales, se expone y ioniza un grupo carboxilo por monémero y se produce
una gran exposicion de residuos de tirosina (Tyr) y triptofano (Trp) acompafiado de una
expansion molecular general, de la disociaciéon del dimero en mondmeros, del
despliegue de los monémeros, de la agregacion de moléculas y de un incremento de la
reactividad del grupo tiol libre seguido de su transicion (Kinsella y col., 1984;
Bouhallab y col., 1999). En cuanto al efecto de la temperatura sobre esta proteina, entre

30-55°C la forma dimérica se disocia dando lugar a monémeros. Es termolabil entre los
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50-90°C, pero la desnaturalizacion es reversible, siempre que no se superen los 65-70°C.
Cuando se superan los 70°C, se producen cambios estructurales irreversibles que pueden
dar lugar ala agregacion de las moléculas, exponiéndose grupos nucleofilicos (SH y e-
NH,) hacia areas hidrofébicas (Kinsellay col., 1984; Bertrand-Harb y col., 2002).

3. PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS QUITOSANOS MODIFICADOS
ENALIMENTACION

3.1. Propiedadesfuncionalesdelos quito-oligosacaridos (COS)

El quitosano se emplea en numerosas aplicaciones Utiles en la industria alimentaria,
siendo una de las mas atractivas su uso en la conservacion de alimentos. Estas
aplicaciones pueden presentar dificultades por la baa solubilidad que presenta €
quitosano. Por ello los COS desempeiian un papel fundamental en las propiedades
biol6gicas que se le atribuyen a polimero. Debido a su baja viscosidad y a aumento de
su solubilidad, estos pueden emplearse de forma eficiente por la actividad
antimicrobiana que presentan frente a un amplio espectro de microorganismos (Lin y
col., 2009a). Por tanto, es de destacar su potencial uso como agente antimicrobiano,
ademés de como antioxidante o aditivo para mejorar e vaor nutricional en alimentos
(Shahidi y col., 1999).

3.1.1. Actividad antioxidante

La acumulacion de radicales libres en €l organismo afecta adversamente a la funcion y
estabilidad de componentes celulares como son los lipidos, las proteinas y e ADN
(Huang y col., 2006). Existen sistemas de defensa endégenos en el organismo como son
las vitaminas y los sistemas de enzimas antioxidantes: superoxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa o glutation reductasa, que neutralizan a las especies reactivas y
reparan los dafios causados por ellas (Schaller, 2005). Sin embargo, debido a
enve ecimiento celular, a algunos desequilibrios fisiolégicos, y al origen y desarrollo de
ciertas enfermedades multifactoriales de caracter crénico, como la artritis reumatoide,
ateroesclerosis, cancer, diabetes y enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas

(Ferrari y Torres., 2003), estos sistemas de antioxidantes naturales llegan a ser cada vez
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menos efectivos (Rafique* y col., 2004; Huang y col., 2006). Por tanto, e uso de
antioxidantes externos puede ser de gran importancia desde el punto de vista terapéutico

para mantener un ambiente redox interno apropiado.

En este sentido, un antioxidante se define como aquel compuesto natural o sintético que,
a bajas concentraciones respecto a una sustancia potencialmente oxidable, previene o
retrasa la oxidacion de la misma (Halliwell y Gutteridge.,1988). Teniendo en cuenta su

mecanismo de accidn |os antioxidantes pueden clasificarse en:

» antioxidantes de prevencion: impiden laformacion de radicales libres

» antioxidantes eliminadores (scavengers): neutralizan radicales libres a inhibir el
inicio de la cadena o romper su propagacion

e dgistemas enzimaticos de reparacion de sintesis de novo: reparan los dafios

producidos y reconstituyen la membrana celular.

Actualmente existen numerosas investigaciones que se centran en la extraccion de
antioxidantes de alimentos ricos en estos, como son las frutas, verduras y de plantas de
uso medicinal. La busgueda de antioxidantes naturales, tiene que ver con los efectos
adversos que se han encontrado en agunos antioxidante sintéticos (Halliwell y col.,
1995; Suh y col., 2003). Sin embargo, una de las limitaciones de la extraccion de
antioxidantes naturales en las fuentes que se comentaban, es que estos no se encuentran

en cantidades substanciaes.

Diversos compuestos hioldgicos, incluyendo carbohidratos, péptidos y agunos
compuestos fendlicos han sido identificados como potentes secuestrantes de radicales
libres. Dentro de los carbohidratos, € estudio de la actividad antioxidante de quitosano
y derivados de este, estd siendo objeto de estudio en numerosos trabajos de
investigacion en los Ultimos afios (Chiang y col., 2000). La administracion de quitosano
soluble en agua como posible tratamiento en la resistencia al estrés oxidativo en un

estudio in vivo hasido sugerida por Anraku y col. (2009).

El mecanismo mediante e cua € quitosano y los COS presentan capacidad
antioxidante no es alin muy claro, pero parece ser que se atribuye alos gruposamino y a

los grupos hidroxilos unidos a carbono en las posiciones C-2, C-3 y C-6 del anillo de
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piranosa (Park y col., 2003b; Kim y Rajapakse col., 2005; Xing y col., 2005). Xiey col.
(2001) plantearon que podrian producirse tres mecanismos distintos en el atrapamiento
de radicales libres: la reaccién de los grupos hidroxilos del propio polisacérido con los
radicales *OH, la reaccidon de los grupos —NH; con los radicales *OH para formar
radicales macromoleculares estables y la reaccion de los grupos amino protonados (—
NHs") con los «OH a través de reacciones de adiccion. Chen y col. (2009), sin embargo,
plantean el atrapamiento de radicales libres a través de | os el ectrones de transferencia de
los grupos amino y en concreto, relacionan la capacidad de atrapar DPPH por parte de
los oligosacaridos de quitosano, como la capacidad de los COS para donar un electron
al radical DPPH con un el ectrén desapareado para unirse d DPPH. Dicho atrapamiento
depende de los efectos de | os diferentes tamafios de la densidad de la nube electronicay
por tanto la diferente accesibilad entre e DPPH y los COS. Una dta densidad de la
nube electronica, aumentaria la capacidad para donar electrones, y a su vez esto

aumentariala capacidad de atrapar radicalesy el poder reductor (Suny col., 2008).

H H "

| | '
COS-N-H*+Re ——> +COS-N: +H*+Re —> COS-N"+ R™ + H*

| | |

: H )

Figura 1.9. Posible mecanismo de transferencia de electrones de grupos amino de los COS propuesto por
Cheny col. 2009

Por otro lado, es conocida la importante accion del quitosano como agente quelante.
Peng y col. (1998) mostraron que el quitosano retarda la oxidacion lipidica mediante la
quelacion de iones Fe** presentes en el sistema a través de sus grupos amino o
hidroxilos, eliminando asi la actividad prooxidante de este metal 0 su conversion en
iones ferricos Fe**. Como resultado se forma un complejo metal-polimero, mediante la
donacion de un par de electrones no enlazantes del nitrégeno de los grupos amino o del
oxigeno de los grupos hidroxilos del quitosano alosiones del metal pesado (Kimy col.,
2007).
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Existen numerosas investigaciones relativas a la actividad antioxidante del quitosano y
sus derivados en las que se tiende a establecer la relacion de esta actividad con € M,y
el DA del quitosano. Parece ser que a menor M,, la actividad antioxidante del quitosano
es mayor (Park y col., 2003a). Xing y col. (2005) mostraron como la actividad
antioxidante del quitosano aumentaba a medida que se disminufa su My, (760 a 9 x 10°
g/mol) y Jey col. (2004) encontraron una mayor actividad antioxidante en COS de M,
1-5 x 10° g/mol frente alos de un M,, de 5-10 x 10° g/mol y los de M., por debajo de 1 x
10° g/mol. En cuanto a efecto del DA |os mismos autores han descrito que a menor DA
mayor actividad antioxidante. Sin embargo, este efecto no parece estar tan claro. Un
exceso de grupos amino cargados podria dar lugar a fuerzas electrostéticas de repulsion
haciendo que aumentara e volumen hidrodinamico, con e consiguiente cambio de
conformacién por la extension de la cadena del polimero (Kamil y col., 2002). Como
consecuencia de este fendmeno existiria una menor actividad antioxidante por parte de
estos grupos amino y una menor quelacion debido a un mayor peso molecular del
quitosano. Kim y Thomas (2007) y Zhu y col. (2004) atribuyeron la no actividad
antioxidante de quitosano a la formacion de puentes de hidrégeno intramoleculares

debido a alto nimero de cargas en lamolécula.

3.1.2. Actividad antimicrobiana

El estudio del uso de quitosano como aditivo alimentario, conservante o componente de
materiales de envasado viene utilizandose desde hace tiempo, ya que no solo retarda el
crecimiento de microorgani smos patdgenos, sino que ademas puede mejorar lacalidad y
la vida util del aimento (Kim y Raapkse., 2005). Es conocido e amplio espectro
bactericida del quitosano desde que Allan y Hardwiger lo propusieron en 1979, y desde
entonces, debido a su potencial uso desde € punto de vista comercial, ha atraido la
atencion de diversas investigaciones. Por ello, e efecto antimicrobiano de este polimero
esta bien documentado frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Se han
documentado intervalos de concentracion minima inhibitoria entre 100-10.000 mgL™
para bacterias Gram-negativas (Helander y col., 2001) y de 100-1250 mgL™ frente a
bacterias Gram-positivas (No y col., 2002; Vishu Kumar y col., 2004b).
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3.1.2.1. M ecanismo del efecto antimicrobiano

Se propone como mecanismo principa de la actividad antimicrobiana del quitosano y
los COS lainteraccion e ectrostética entre la estructura de polication del quitosano y los
componentes predominantemente anionicos de la superficie del microorganismo (Kong
y col., 2010). El posible efecto antimicrobiano que presenta el quitosano se va a ver
afectado por factores quimicos, fisicos y biologicos, que incluyen la concentracién de
quitosano, € peso molecular promedio (M,), grado de acetilacion (DA), pH,
temperatura, salinidad, la presencia de cationes divalentes, e solvente en € que se
encuentre disuelto € quitosano, € medio de supension, y la fase de crecimiento del
microorganismo (No y col., 2002; Zheng y col., 2003; Lim y col., 2004). Debido a la
diferente morfologia de las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, e mecanismo

de actuacion antimicrobiana presentado por € polimero vaa ser diferente (Figural.10).

0 Bacterias Gram-negativas. Presentan pared celular y dos membranas lipidicas,
una de ellas externa. La membrana externa contiene lipopolisacaridos (LPS),
proporcionandole a la bacteria caracter hidrofilico. Los lipidos y € nucleo
interior de los LPS contienen grupos anionicos (fosfatos y carboxilos), 1o que
contribuye a la estabilidad de la membrana mediante interacciones con cationes
divalentes (Helander y col., 2001). La eliminacion de esos cationes divalentes
mediante agentes quelantes supondria la desestabilizacion de la membrana
externa y la liberacion de LPS. Esta membrana sirve como barrera de
penetracién contra macromoléculas y compuestos hidrofdbicos, haciendo a estas
bacterias resistentes frente a antibi6ticos y compuestos toxicos. Por tanto, vencer
esa barrera es un requisito indispensable para cualquier material que quiera
gjercer un efecto antimicrobiano (Kong y col., 2008).

0 Bacterias Gram-positivas: Presentan una envoltura celular con una pared
celular y una membrana citoplasmatica. La pared celular se encuentra formada
por una gruesa capa de peptidoglicanos (PG) y se une a la membrana
citoplasmatica mediante acido lipoteicoico (TA). Los grupos anionicos de
glicerol fosfato del TA hacen a este acido responsable de mantener |a estabilidad
estructural de la pared celular. La presencia de este acido es también necesaria
para mantener la accion de determinadas enzimas unidas ala membrana (Kong y
col., 2010).
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Figura 1.10. Esquema de las envolturas celulares de a) bacterias Gram-positivas y b) bacterias Gram-
negativas basado en esquemas propuestos por Kong y col. (2010).

La actividad antimicrobiana del quitosano y los COS va a depender de la morfologia de
la superficie bacteriana. Estas superficies son estructuramente complgas y
guimicamente heterogéneas, por lo que no se pueden considerar como simples
superficies esféricas. Algunas bacterias presentan apéndices de movilidad como los
pilis, fimbrias o flagelos, e incluso agquellas bacterias que no tienen estos apéndices,
pueden proyectar distintos tipos de polimeros desde su superficie como: LPS, acidos
micolicos, acidos lipoteoicos, polisacaridos capsulares y proteinas (Hancock, 1991).
Estos polimeros estan involucrados en interacciones con distintas superficies y pueden
causar interacciones débiles de diferente naturaleza incluso desde largas distancias,
como, por gemplo, puentes de hidrogeno. La hidrofobicidad de la superficie es otro
factor que juega un papel importante en las distintas interacciones que se producen,
dando lugar a fendmenos de adhesion o floculacion (Stranda y col., 2002). Son los
grupos anidénicos presentes en la superficie bacteriana los responsables de establecer
interacciones con € quitosano, o sus derivados. Algunas investigaciones han
demostrado que,en € caso de bacterias Gram-positivas, existe una mayor carga
electronegativa en la bacteria y una mayor absorcion de quitosano, permitiendo un
mayor efecto inhibitorio de este (Chung y col., 2004). A pesar de las diferencias
estructurales entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, €l efecto antimicrobiano
producido por cuaquier agente comienza con las interacciones con la superficie

bacteriana, ya sea la pared celular o la membrana lipidica externa. En las bacterias
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Gram-positivas las interacciones tienen lugar a través de |os grupos anionicos presentes
en TA que interaccionan con los grupos cationicos del quitosano bloqueando asi las
funciones de la membrana lipidica (Raafat y col., 2008). En € caso de las bacterias
Gram-negativas, los grupos catidénicos del quitosano compiten con los metaes
divalentes por € establecimiento de interacciones con los grupos aniénicos de los LPS y
las proteinas de la membrana externa. Si €l pH estd por encima del pKa del quitosano o
sus derivados, entonces se produce un efecto de quelacién por parte del polimero. Como
consecuencia del reemplazo de iones Mg?* y Ca®* se perturba la integridad de la pared
celular o se interfiere en la actividad de las enzimas de degradacion. Helander y col.
(2001) demostraron la unidn de quitosano a la membrana externa de bacterias Gram-
negativas formando una estructura vesicular y causando la perturbacion de la membrana

externay originando la pérdida de la propiedad de barrera.

Como consecuencia de estos fendbmenos de desestabilizacion de interacciones en la
envoltura celular, ya sean bacterias Gram-positivas 0 Gram-negativas, se produce un
cambio de permeabilidad de la membrana citoplasmética. Las proteinas de la membrana
se pueden desnaturalizar y se puede producir la penetracion del quitosano dentro de la
bicapa fosfolipidica, con la consiguiente salida de sustancias intracelulares y la pérdida
de estabilidad de esta membrana, provocandose asi la muerte de la bacteria (Kong y
col., 2008). Ikeda y col. describieron en 1984, la contribucion de quitosano en cada uno
de los procesos elementales de la secuencia de procesos que siguen los compuestos
bactericidas: 1. Absorcion en la pared celular 2. Difusion através de la pared celular 3.
Absorcion en la membrana citoplasmatica 4. Perturbacion de la membrana
citoplasmatica 5. Salida de constituyentes de la membrana citoplasméatica 6. Muerte
celular. Cuando e quitosano o los COS entran en contacto con la membrana
citoplasmética, probablemente interaccionan con los fosfolipidos y las proteinas
presentes en ésta (Chen y Cooper., 2002).

Las interacciones que se establecen entre los grupos cationicos y los lipidos cargados

negativamente pueden ocurrir de varias formas (Ostro, 1983y Seki y Tirrell., 1984):
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e Union simple superficia producida por la atraccién electrostética de cargas
opuestas. Este tipo de interacciones se puede desestabilizar por € aumento de la
fuerzaionica. Ademas, provoca un bajo impacto en la temperatura de transicion
defase de loslipidosy la ateracion de la permeabilidad de la membrana.

» Interacciones electrostéticas entre cargas opuestas y penetracion del polimero en
la bicapa fosfolipidica, causando expansion, disminucién de la temperatura de
transicion de fase de los lipidos y dteracion de la permeabilidad de la
membrana.

* Penetracion del polimero en la bicapa fosfolipidica y perturbacion de la
membrana citoplasmética, eliminando la capacidad de transiciéon de fase de los

lipidos. Se pueden producir micelas o agregados entre el polimero y los lipidos.

Chen y Cooper. (2002) plantean como probable, e ultimo mecanismo antimicrobiano.
Ademas, dentro de los efectos que producen la perturbacion de la membrana otros
trabgjos de investigacion, han demostrado la union de quitosano o de sus derivados a
ADN inhibiendo su transcripcion (Shahidi y col., 1999; Tharanathan y col., 2003;
Harish Prashanth y col., 2007) € bloqueo en el transporte de nutrientes (Tokuray col.,
1997; Shon, 2001) y demostrandose la consiguiente muerte celular. (Papineau y col.,
1991).

La actividad antimicrobiana de quitosano y sus derivados, se ha relacionado en algunos
trabagjos de investigacion con € DA, mostrando que a menor DA esta actividad tiende
aumentar (Chen y col., 1998; Tsa y col., 2002; Takahashiay col., 2008). Vishu Kumar
y col. (2007) relacionan la ata inhibicién bacteriana de los COS con € bajo valor de
DA (~14-19%), y por consiguiente con la protonacion de los grupos amino del C2. Esto
causa la union con los grupos negativamente cargados de la pared celular dando lugar a
la permeabilizacion de la membrana citoplasmatica y su consiguiente perturbacion. En
cuanto a la influencia del M,, en la respuesta antibacteriana, se suelen proponer como
rangos de M,, 6ptimos para desarrollar esta respuesta, 10s pesos molecul ares intermedios
comprendidos entre 5y 27 x 10° g/mol (Kittur y col., 2003b; Gerasimenko y col., 2004)
dependiendo esto de forma considerable de |a bacteria estudiada.
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3.1.2.2. Bacterias patégenas intestinales: Salmonella typhimurium vy
Clostridium difficile

Salmonella_typhimurium: Se trata de una bacteria Gram-negativa, movil mediante

flagel os peritricos, anaerobia facultativay no esporulada. Se desarrollaentre 8-45°Cy a
un pH de 4 a 8; y no sobrevive a més de 70°C (Walker y col., 2000). Esta bacteria es
capaz de sobrevivir en gran variedad de condiciones de estrés durante largos periodos
de tiempo, es capaz de resistir la deshidratacion y vivir en condiciones de salmuera.
Salmonella es uno de los géneros bacterianos que estd asociado a brotes de
enfermedades de origen hidrico, ademas de estar asociada a ciertos alimentos (Palacios
y col., 1999). Provoca enfermedad diarreica bacteriana, como resultado de ingerir

alimentos contaminados.

Clostridium_difficile: Se trata de un bacilo Gram-positivo formador de esporas y

anaerobio estricto. Forma parte de lafloraintestinal normal de agunos individuos sanos
y de pacientes hospitalizados. C. difficile es la causa mas importante de diarrea
nosocomial que desencadena en colitis seudomembranosa, unainfeccion del colon, que
se produce como consecuencia de la erradicacion de la flora saprofita por € uso extenso
de antibidticos. Es considerada como una de las primeras causas de diarrea nosocomial

en |os paises desarrollados (Gonzalez-Garciay col., 2005).

Teniendo en cuenta la actividad antimicrobiana que se le atribuye al quitosano y a los
COS frente a determinadas bacterias y a que cada vez més, se esta estudiando la
incorporacion de quitosano o derivados de este en materiales de envasado de alimentos
con €l fin deretardar o inhibir el crecimiento de bacterias patdgeness, resulta interesante
estudiar su efecto frente a S thyphimurium como bacteria Gram negativa, sobre €
crecimiento de la cua ya se ha probado el efecto de quitosano y sus COS (No y col.,
2002; Kimy col., 2011). La actividad de estos mismos sobre una bacteria Gram positiva
puede permitir ver si existen diferencias con respecto a su efecto sobre bacterias Gram
negativas. Por otro lado, C. difficile puede formar parte de la microbiota intestinal de
algunos individuos pudiendo provocar efectos negativos. En esta memoria también se
han llevado a cabo estudios sobre € efecto del quitosano y los COS sobre algunas de las

pobl aciones de bacterias presentes en la microbiota intestinal .
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3.1.3. Fermentacion in vitro: efectos en la microbiota intestinal y producion de

lactato vy acidos gr asos de cadena corta

Los polisacaridos no digeribles son frecuentemente fermentados por las bacterias del
colon y pueden ser considerados como fibra alimentaria. La fibra alimentaria presenta
todas |as caracteristicas requeridas para ser considerada un importante ingrediente en la
formulacion de aimentos funcionales debido a sus muchos efectos beneficiosos, entre
otros, la posible estimulacién de la proliferacion de la microbiota intestinal y su
potencial efecto prebidtico (Rodriguez y col., 2006). El término prebidtico fue
establecido por Gibson y Roberfroid, que lo definieron por primera vez en 1995
(Gibson y col., 1995) como “ingredientes alimentarios no digeribles de los aimentos
gue van a gercer un efecto beneficioso en el huésped porgque estimulan de manera
selectiva, € crecimiento y/o actividad de uno o un nimero limitado de bacterias en el
colon, lo que mejora la salud del huésped”. Todos los prebiéticos actuamente
conocidos son oligosacaridos no digeribles, a excepcion de la inulina, polisacarido
formado por moléculas de fructosa (Sanz y col., 2006). En concreto, los prebidticos de
mayor importancia conocidos hasta ahora son los fructooligosacéridos (FOS) y la
inulina. Los oligosacaridos no digeribles, pueden encontrarse de forma natural en
muchos aimentos principamente en frutas, hortalizas, cereales y legumbres (Kuo y
col., 1988). Sin embargo, estos aimentos no siempre se ingieren en cantidades
suficientes para que los oligosacaridos que se encuentran en ellos gjerzan su posible
efecto prebidtico. Por dlo, los oligosacaridos que se emplean como prebidticos o se
obtienen por extraccion de fuentes naturales, o0 se sintetizan quimica o enzimaticamente
desde los mono- o disacaridos, o bien se obtienen por hidrélisis enzimatica de los
polisacéridos (Crittenden, 1999). Entre los oligosacaridos mas estudiados por su posible
efecto prebidtico se encuentran: los galacto-oligosacéridos, la lactulosa, |a lactosucrosa,
los xilo-oligosacéridos, los malto-oligosacéridos, los isomalto-oligosacaridos y los
oligosacaridos de la soja, entre otros (Rupérez, 1998; Rabiu y col., 2001; Sanz y coal.,
2006; Espinosa-Martos y Ruperez., 2006; Tenorio y col., 2010). Por otro lado, €
aprovechamiento de subproductos proporciona una fuente muy rica en compuestos que
pueden ser usados por sus aplicaciones tecnolégicas y funcionales beneficiosas
(Schieber y cal., 2001), entre otras para la busqueda de potencial es prebidticos.
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En e caso de los oligosacaridos obtenidos a partir de quitosano, ademas de la
importante actividad antimicrobiana que presentan (Tsai y col., 2002; Kittur y col.,
2003a; Gerasimenko y col., 2004; Kim y Rajapakse., 2005; Kong y col., 2010). Leey
col. (2002) mostraron € posible efecto estimulante de los quito-oligosacaridos en €
crecimiento de Bifidobacterium bifidum y Lactobacillus spp. en cultivos puros. Sin
embargo, Vernazzay col. (2005), en un estudio sobre la fermentacion de quitosanos de
distinto M, y de una fraccion de COS en cultivos mixtos de poblaciones bacterianas
procedentes de material fecal humano, no observaron crecimiento de las poblaciones de
Bifidobacteria y Lactobacilli, e incluso e grupo Clostridia, considerado potencialmente
negativo, se vio aumentado. Por otro lado, observaron un incremento en la produccion
de butirato, uno de los é&cidos grasos de cadena corta que se producen como
consecuencia de la fermentacion y que tienen efectos fisiol0gicos beneficiosos sobre el
organismo. Por €ello, e efecto sobre la microbiota intestinal humana deberia estudiarse

en profundidad, ya que sdlo existen estas publicaciones a este respecto.

3.1.3.1. Microbiota intestinal humana

La actividad bioguimica de la microbiota intestina interviene en la mejora de la
biodisponibilidad de nutrientes y la degradacién de compuestos de la dieta no
digeribles; € aporte de nuevos nutrientes, y la eliminacion de compuestos perjudiciales
y antinutrientes. Estas funciones metabdlicas van a depender de la composicion de la
flora intestinal y a su vez de sus complegas interacciones con la dieta y € organismo.
Las bacterias que componen el tracto gastrointestinal humano presentan una gran
variabilidad dependiendo del tramo del intestino, tanto en nimero como en composicion
de las especies que lo constituyen. Entre todas las especies bacterianas, algunas son
patdgenas y otras tienen efectos beneficiosos, por 1o que & efecto sobre la salud puede
ser positivo o negativo. De ahi la necesidad de mantener un equilibrio adecuado a favor
de las bacterias positivas. Entre las bacterias negativas se encuentran Clostridium y
Veillonella que originan sustancias potencialmente perjudiciales, tales como productos
putrefactos, toxinas o carcindgenos. Entre las bacterias beneficiosas se encuentran las
del género Lactobacillus y Bifidobacterium, que desempefian un papel basico en las
funciones nutricionales y en la prevencién de enfermedades (Gibson y col., 1995). Por
ello, estas bacterias beneficiosas juegan un papel decisivo en la ecofisiologia de la

microbiota a nivel de colon, ya que se ha descrito que aumentan la resistencia a
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infecciones y diarreas, estimulan la actividad del sistema inmune y actidan en la
prevencion del cancer de colon (Macfarlane y col., 2008). Se ha demostrado que
algunas bacterias pertenecientes al género Lactobacillus y Bifidobacterium manifiestan
una fuerte actividad antimutagénicay antitumoral en modelos animales, teniendo efecto
profilactico y terapéutico (Hosono y col., 1997), lo que se relaciona con e efecto sobre
el sistema inmune como resultado de la composicion quimica y estructura de los
componentes de sus paredes celulares.

En el colon se lleva a cabo la fermentacion anaerdbica de aquellos sustratos que no han
sido digeridos en € intestino delgado. Entre esos sustratos se encuentra la fibra
alimentaria, que es resistente a la accion de las amilasas pancredticas y se degrada a
oligbmeros mas pequefios y monosacaridos por enzimas bacterianas como las
glicosidas, proteasas y amino peptidadas (Gibson y col., 1995). La fermentacién de los
carbohidratos mediante las bacterias sacaroliticas tiene lugar en e colon proximal
produciéndose &cidos grasos de cadena corta (SCFAS), CO, y H,O (MacFarlane y col.,
2003).

3.1.3.2. Produccion de lactato y acidos gr asos de cadena corta (SCFAS)

L os &cidos grasos de cadena corta (SCFAS) inhiben la sintesisde ADN y el crecimiento
celular, gercen modificaciones en e ADN como la acetilacion, metilacion y
fosforilacion entre otras, alteran la expresion génica, inducen la diferenciacion celular y
modifican la morfologia y estructura celular. Aunque no son esenciales a nivel
nutricional, ejercen efectos beneficiosos sobre la salud y participan en la prevencién de
enfermedades (Marcil y col., 2002). Los SCFAs se absorben y metabolizan
principalmente por los colonocitos. Su produccién va a depender del nimero y tipo de
microorganismos presentes en el colon, de la fuente de sustrato y del tiempo intestinal
(Roberfroid, 2007). Los carbohidratos son los principales precursores de SCFAsS y
diferentes tipos de enzimas hidroliticas que son sintetizadas por la microbiota intestinal
para digerir estas sustancias y que se absorban (Macfarlane y col., 2008). Los
principales SCFAs producidos por la fermentacion de los carbohidratos son acetato,
propionato y butirato (Cummings,1995). El acido lactico es un producto intermedio de
la fermentacion de los carbohidratos y se acumula solamente cuando se inhibe la
produccion de SCFAs en un medio acido inferior apH 5,5 (Soergel, 1994). El acetato es
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el mayor SCFA producido y es €l principal acido graso de cadena corta que se encuentra
en sangre y participa en la sintesis de colesterol. Se puede también utilizar en € tracto
gastrointestinal por los tejidos periféricos y por bacterias para producir butirato en el
colon (Duncan y col., 2002). El propionato pasa al torrente sanguineo y es metabolizado
en e higado como precursor de la gluconeogénesis. Ademés, e aumento de su
produccion a través de la fermentacion se asocia con una disminucion de lipidos en
sangre y con la inhibicion de la sintesis de colesterol en € higado. La relacion
propionato/acetato parece determinante en la accién de dichos SCFAs sobre los lipidos
séricos puesto que dicha relacion es la responsable de la mayor o menor produccién de
colesterol (Cheng y Lai., 2000; Wolever y col., 1996). En cuanto a butirato, este &cido
graso es la principal fuente de energia para las células epiteliaes del colon. El butirato
esta implicado en e control de todos los mecanismos que controlan la apoptosis,
division y proliferacion celular a nivel de colon (Cummings, 1981; Cummings, 1995) y
participa en e mantenimiento de la barrera intestinal (Marcil y col., 2002), y junto con
el propionato se relaciona con la prevencion del cancer de colon (Cummings, 1981;
Bornet y col., 2002).

3.2. Propiedades funcionales de los quitosanos modificados mediante reaccién de
Maillard

3.21. Propiedades emulgentes

El quitosano presenta propiedades emulgentes mediante la formacion de emulsiones
estables multiples del tipo agualaceite/agua (Schulz y col., 1998). Su caracter de
polielectrolito anfifilico, debido a la presencia de moléculas con diferente grado de
acetilacion, le confiere dicha propiedad ya que combina mecanismos de estabilidad
electrostéticos y de viscosidad que hacen gque pueda emplearse como un emulgente sin

lanecesidad del uso de surfactantes (Rodriguez y col., 2000).

Una de las caracteristicas que més notablemente se puede mejorar en proteinas por
conjugacion mediante reaccién de Maillard son las propiedades emulgentes (Kato,
2002; Neirynck y col., 2004 ; O’Regan y Mulvinill., 2010). En las emulsiones, la

proteina forma una pelicula interfacial y estabiliza al sistema frente la floculaciéon y la
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coalescencia. Las moléculas de proteina difunden y se absorben en la interfase
aceite/agua y se despliegan e interaccionan para formar una pelicula contintia alrededor
de las gotas de aceite. Los residuos hidrofdbicos de la proteina se orientan hacia la fase
apolar del aceite mientras que los segmentos polares de esta se extienden en la fase
acuosa, estando la mayoria de las moléculas ocupando la interfase y proporcionando
solidez y viscosidad alapelicula (Kinsellay col., 1984). Las propiedades emulgentes de
proteinas | acteas estan de manifiesto en gran variedad de ingredientes alimentarios. Sin
embargo, estas proteinas presentan algunas limitaciones. Asi, la limitada hidrdlisis
enzimética de las proteinas del suero lacteo genera péptidos més anfifilicos, con menor
estructura secundaria y més flexibles (Chobert y col., 1988; Segall y col., 1999). Estos
hidrolizados difunden rapidamente y se absorben en la interfase aceite/agua, cubriendo
un area mas grande de la interfase que la proteina sola; y reducen & tamafio de |as gotas
en laformacion de la emulsion. Sin embargo, estos hidrolizados son menos eficientes y
estabilizadores a causa de su limitada capacidad para formar peliculas superficiaes
estables y asi formar emulsiones que son mas propensas a la floculacién y coalescencia.
Una dternativa para mejorar la formacién de emulsiones es e empleo de agentes
emulgentes que se absorben mas rapidamente en la interfase aceite/agua, mientras que
las proteinas son demasiado rigidas para absorberse, o estas son desplazadas
parcialmente en la absorcion. Como consecuencia de la adicion de estos agentes se
forma una pelicula densamente empaguetada, pero menos rigida en la interfase,
reduciendo la superficie, las tensiones superficiales y el tamafio de la gota de emulsion y
mejorando la estabilidad de la emulsion. Desde el punto de vista industrial, € uso de
agentes emul gentes en alimentos supone un coste adicional. Sin embargo, por otro lado
el alto consumo y la alta demanda en el mercado de ingredientes funcionales a base de
proteinas |acteas, esta creando la necesidad de trabagjar en e campo de las proteinas del
suero lacteo para obtener ingredientes con propiedades funcionales, tales como la
capacidad emulgente mejorada, para su utilizacion en algunos alimentos especificos en
la industria alimentaria. Entre las modificaciones que estan ganando aceptacion como
potencial modificacion valida esta la obtencion de ingredientes mediante conjugacion de
polisacéridos a proteinas via reaccion de Maillard (Akhtar y Dickinson., 2003; Oliver y
col., 2006).
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Parece ser que, en e mecanismo de meora de la capacidad emulgente en los
conjugados formados entre la proteina y los carbohidratos, juega un papel importante el

equilibrio entre el caracter hidrofébico e hidrofilico de los conjugados, favoreciendo la
difusion y adsorcion de las proteinas en las interfases aceite/agua. Durante €l proceso de
formacion de la emulsion los residuos hidrofdbicos de la proteina se anclan en las gotas
de aceite mientras el carbohidrato del glicoconjugado atrae moléculas de agua alrededor
de las gotas de aceite. De esta manera se consigue acelerar la formacién de una pelicula
gruesa que estabiliza estéricamente laemulsion (Figural.11), inhibiendo la coalescencia

de las gotas de aceite (Sattar Khan y col.,1999).

Conjugacion con
polisacdridos

Figura 1.11. Efecto de la conjugacion de proteinas con polisacéridos sobre las gotas de aceite de una

emulsion.

Existen numerosos estudios de investigacion de glicosilacion de proteinas con
carbohidratos que mejoran la capacidad emulsionante, en concreto la B-lactoglobulina
se ha conjugado mediante reaccion de Maillard con monosacaridos y disacaridos como
la glucosa, la glucosa-6-fosfato, la galactosa, la manosa, la ribosa, la arabinosa, €
gliceraldehido y la lactosa (Aoki y col., 1997; Nacka y col., 1998; Bouhalab y cal.,
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1999; Morgan y col., 1999a; Morgan y col., 1999b; Chevalier y col., 2001b; Fenaille y
col., 2003). Por otro lado, se han mejorado también estas propiedades con € uso de
polisacaridos como el quitosano, el dextrano, pectinasy otros polisacaridos (Dickinson
y Galazka., 1991; Nagasawa y col., 1996; Dunlap y Cote., 2005; Miralesy col., 2007;
Jiménez-Castario y col., 2007; Matemu y col., 2009).

Se suele asociar la mejora de la actividad emulgente de los MRPs con los estados
iniciales de la conjugacion, y parece que luego decrece gradualmente en estados méas
avanzados donde se produce la degradacion de los productos iniciales de la reaccion
dando lugar a una mezcla de productos de menor peso molecular o una variedad de
distintos pesos (Li y col., 2009). Algunas investigaciones relacionan la mejora de la
actividad emulsionante con la baja tension superficial que presentan los conjugados de
alto peso molecular entre la -Ig y la goma acacia (Schmitt y col., 2005), o entre la3-Ig
y e dextrano (Dunlap y Céte., 2005). Se supone que se produciria una mejora de la
estabilidad interfacial, debida a incremento de hidrofilicidad aportado por los MRPs a
lafraccion de proteina que se orienta a la fase lipidica y cubre la superficie de las gotas
de aceite (Diftis y Kiosseoglou., 2006). Sin embargo, otros trabajos de investigacion
han propuesto que la absorciéon retardada de MRPs de alto peso molecular en la
interfase (Ganzevles y col., 2006) o € lento despliegue de la proteina en la interfase
liquida (Thomas y col., 2004) podrian ser las causas de los bajos valores de actividad
emulgente. Un producto con excesivo peso molecular podria cubrir una érea insuficiente
de lainterfase (Dunlap y Céte., 2005; Wooster y col., 2006). Ademés los MRPs con ato
peso molecular podrian participar en lal&mina superficia de diferentes gotas de aceite,

facilitando asi su coalescencia (Diftisy col., 2005).

3.2.2. Actividad antioxidante

El empleo de ingredientes funcionales con efectos antioxidantes beneficiosos es
interesante ademés de por su efecto sobre €l organismo como se ha descrito en €
apartado 3.1.1, por € efecto que estos compuestos provocan en la conservacion de los
alimentos. La oxidacion lipidica puede tener lugar durante la conservacion o €
procesado de los alimentos. Mediante la reaccion de Maillard se puede meorar la
actividad antioxidante de las proteinas, dando lugar a la formacion de productos que se

podrian emplear como aditivos alimentarios o que, incluso se podrian formar durante el
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procesado de los alimentos, manteniendo asi |a estabilidad frente a la oxidacion (Bressa
y col., 1996; Chevdlier y col., 2001a). Entre las proteinas que presentan actividad
antioxidante, la B-Ig es una dlas (Stadtman, 1993; Chevalier y col., 2001a; Hernandez-
Ledesma y col., 2008). Parece ser que € mecanismo antioxidante de las proteinas
engloba e poder de atrapamiento de radicales libres y |la capacidad de quelaciéon de
metales de transicidn prooxidativos (Liu y col., 2007). Se ha demostrado la reactividad
de distintos aminoécidos frente al atrapamiento de radicales libres, mostrando ser la Cys

la de mayor reactividad. Los grupos sulfihidrilos libres de Cys ***

, que son capaces de
donar un hidrégeno, son los responsables de esta actividad antioxidante (Sharp y col.

2004).

L as propiedades antioxidantes in vitro de los MRPs producidos por € calentamiento de
sistemas modelos de aminoacidos y azlcares han sido previamente estudiadas,
demostrando esta actividad (Jayathilakan y Sharma., 2006; Maillard y col., 2007). Por
otro lado, otros trabgos de investigacion entre proteinas y carbohidratos de distinta
naturaleza han demostrado mejorar la actividad antioxidante de la proteina (Nakamura'y
col., 1992; Chevalier y col., 2001a). Se relaciona la actividad antioxidante de los MRPs
con las melanoidinas formadas en las Ultimas etapas de reaccion, las cuales muestran
una alta capacidad antioxidante a través de su capacidad para atrapar especies reactivas
de oxigeno o capacidad para quelar metales (Yoshimura y col., 1997; Moraesy col.,
2001; Benjakul y col., 2005; Silvan y col., 2006). Delgado-Andrade y col. (2005)
encontraron la mayor actividad antioxidante en melanoidinas de alto peso molecular
formadas en estados avanzados de la reaccion preparadas a partir de xilosay glicina. Se
asocia la actividad antioxidante de las melanoidinas con su capacidad para donar
protones (Yen y col., 1995; Murakami y col., 2002; Morales y col., 2001; Calligaris y
col., 2004; Benjakul y col., 2005; Sun y col., 2006). La capacidad reductora de estos
productos también ha sido demostrada en numerosos trabajos de investigacion entre
xilosa-lisina (Yen y col., 1995), glucosa-glicina (Yoshimura y col., 1997), sacarosa-
lisina (Wijewickremey col., 1999) y proteina de plasma de cerdo-sacarosa (Benjakul y
col., 2005). Se ha descrito que los grupos hidroxilo de los MRPs desempefian un papel
primordia en la actividad reductora (Yoshimura y col., 1997). Sin embargo, algunos
autores relacionan la actividad reductora con productos formados en las etapas
intermedias. Hwang y col. (2001) proponen que los productos que se forman a partir de

latermdlisis del compuesto de Amadori son |os responsables de la capacidad reductora.
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Ademas, se ha demostrado que las reductonas, y otros compuestos intermedios de bajo
peso molecular de la reaccion, pueden romper la cadena de radicales libres por donacion
de un &omo de hidrogeno (Eichner, 1981).

3.2.3. Propiedades gelificantes

Las proteinas y polisacaridos desempefian un papel fundamental en la estructura, textura
y estabilidad de los aimentos. Es comun e empleo de diferentes complejos formados
por estos hiopolimeros como espesantes, gelificantes y sistemas de proteccion y

liberacion de ingredientes bioactivos (Pérez y col., 2006).

Segun la definicion dada por Peppas en 1986 los hidrogeles son estructuras
tridimensionales que tienden a hincharse en presencia de agua o fluidos biologicos. Los
hidrogel es se forman mediante el entrecruzamiento de a menos un polimero de caracter
iénico o hidrofilico para formar una estructura tridimensional. Se ha descrito la
capacidad del quitosano para formar hidrogeles. EI mecanismo de entrecruzamiento de
un hidrogel de quitosano se puede mantener mediante enlaces covaentes (Roberts,
1989; Brugnerotto y col., 2001a; Berger y col., 2004), interacciones idnicas (Cavo y
col., 1997), puentes de hidrogeno (Vachoud y col., 2001) o interacciones hidrofobicas
(Desbrieres, 2002). En @ caso de que se produzcan interacciones fisicas, €l proceso de
gelificacion en polimeros se alcanza cuando existe un equilibrio entre las interacciones
hidrofilicas e hidrofdbicas que dependera de varios pardmetros externos. El mecanismo
de gelificacion en e quitosano se ha atribuido a uniones fisicas debidas a interacciones
hidrofobicas por parte de los grupos acetilados de las unidades de GICNAc y a la
formacion de puentes de hidrogeno. Por ello, el parametro responsable de que se
produzca el fendbmeno de la gelificacion es la densidad de carga aparente. El grado de
acetilacion también tendria un pape importante en este proceso en los que a
organizacion molecular y movilidad se refiere (Montembault y col., 2005). Se ha
descrito que en quitosanos con un bajo DA por debajo del 25%, la densidad de carga
inicial del polimero es altay, € contenido de interacciones hidrofdbicas es bagjo, puesto
gue la ata repulsion eectrostatica no favorece la formacion de estas interacciones
fisicas. Por tanto, los puentes de hidrogeno jugarian un papel méas importante en €

mecanismo de gelificacion (Montembault y col., 2005).
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Por otro lado, es conocida la capacidad de las proteinas para gdlificar, 1o que se
relaciona con su capacidad para adsorber humedad. La mejora de las propiedades
gelificantes de proteinas globulares mediante calentamiento puede verse incrementada
con laintroduccion de azlcares, y reduciendo la necesidad de una alta concentracion de
proteina (Hill y col., 1992). La gelificacion en estas mezclas parece ser promovida por
la reaccion de Maillard, ya que un aumento en e entrecruzamiento covalente reduciria
la solubilidad de la proteina (Kato y col., 1986). La formacion de este entrecruzamiento
e incluso la agregacion proteica podrian meorar la viscosidad y las propiedades
gelificantes de las proteinas. Estas propiedades podrian acanzarse llevando a cabo un
control del avance de la reaccion de Maillard, controlando el grado de polimerizacion y
el entrecruzamiento. Asi podrian obtenerse glicoconjugados que dieran lugar a
soluciones viscosas, 0 incluso, que pudieran dar lugar a una estructura gelificada cuando
se recongtituyeran las muestras (Oliver y col., 2006). Existen numerosas investigaciones
de mejora de propiedades gelificantes en proteinas globulares entre las que se
encuentran la B-1g, lalisozimay proteinas de la clara de huevo (Cabodevilay col., 1994;
Mishray col., 2001; Matsudomi y col., 2002; Li y col., 2005). Una mayor capacidad de
retencion de agua podria reflgjar un aumento de la carga neta de la red tridimensional.
Parece ser que un aumento en el grado de covalencia da lugar a geles mas elasticos
(Cabodevila 'y col., 1994). Sin embargo, segun describen Knaul y col. (1999), si en la
reaccion de Maillard esta teniendo lugar la formacion de la base de Schiff, habria pocos
grupos aminos disponibles y pocos hidrogenos, y por tanto no se podrian unir a agua, lo
gue reduciria su adsorcién. Laformacién de grandes comple os insolubles de naturaleza
covalente esta relacionada con los estados avanzados de la reaccion de Maillard
(Chevalier y col., 2001a; Aoki y col., 2001).
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El objetivo que se plantea en esta memoria de tesis se llevd a cabo mediante €l siguiente

esguema de trabgjo generd, y que seresume en laFigurall.l:

1. Modificacion de quitosano:
A) Despolimerizacion enzimética.
B) Reaccion de Maillard con 'y sin B-lactoglobulina.

2. Caracterizacion quimico-fisica de los quito-oligosac&ridos (COS): Estudio de
despolimerizacion enzimética, andlisis estructural, determinacion de peso molecular
promedio (M,,), andisis de grado de acetilacion (DA) y distribucion de residuos
acetilados.

3. Estudio de interaccion electrostatica quitosano:f-lactoglobulina, estudio del
pardeamiento y la solubilidad, y caracterizacion espectroscopica, electroforética y

estructural de los compuestos tipicos de lareaccion de Maillard (MRPS).

4. Estudio de las propiedades funcionales de los productos obtenidos mediante las

maodificaciones propuestas.

QUITOSANO

B) Reaccién de
Maillard
Qs AQs B Qs €
QsAl

A

Caracterizacion quimico-fisica: Caracterizacién espectroscépica,
Estructura, #Mw, DA y PA electroforética y estructural

ESTUDIO GE PROPIEDADES ESTUDIO DE PROPIDEADES

FUNCIOMALES:
Actividad antioxidante
Actividad antimicrebiana
Fermentacién in witro

FUNCIOMALES:
Propiedades emulgentes
Actividad antioxidante
Propiedades gelificantes

Figurall.l. Esquemageneral de plan detrabgjo.
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Ill. MATERIALESY METODOS
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1. MUESTRAS

11. Muestras empleadas en la modificacion del quitosano mediante

despolimerizacion enziméatica

La modificacion mediante despolimerizacion enzimética se llevO a cabo en tres
quitosanos de partida: Qs 1, Qs 2 y Qs 3 que se diferenciaban principalmente en su
grado de acetilacion. El Qs 1 fue suministrado por Novamatrix (Noruega). El Qs 2 fue
obtenido previamente a este estudio en nuestro laboratorio mediante desacetilacion
heterogénea de quitina de centolla (Lithodes antarcticus). El Qs 3 se obtuvo mediante

reacetilacion a partir del Qs 1.

1.2. Muestras empleadas en la modificacion del quitosano mediante reaccion de
Maillard.

La modificacion mediante reaccion de Maillard se realiz6 en quitosanos de grados de
acetilacion similares con diferente peso molecular promedio. Se partid de tres
quitosanos distintos de origen comercial: Qs A (Laboratorios Beslan S.L), Qs B
(Productos Quimicos Gonmisol S.L) y Qs C (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Ademas se empled e Qs Al obtenido por despolimerizacion enzimética con
guitosanasa a partir de Qs A y ultrafiltrado mediante membranas de corte de 5y 10 x
10%g/mol. La B-lactoglobulina (mezcla de variantes A y B) fue suministrada por Sigma
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Todos los quitosanos, previamente a su utilizacion, fueron purificados y caracterizados
como se describe en los métodos que se presentan a continuacion. Los resultados de sus
caracteristicas quimico-fisicas se expresan en e apartado correspondiente de Resultados

y Discusion.
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2. PURIFICACION DEL QUITOSANO

La purificacion de las muestras de quitosano empleadas se llevé a cabo mediante
disolucién de estas en acido acético 0.5M al 0.5 % (p/p). A continuacion se filtraron las
soluciones secuencialmente a través de filtros Alamo de vidrio con membranas de tres
tamarios de poro diferentes: 250-160 um, 100-40 um y 16-10 um. Una vez filtradas las
soluciones, se precipitaron con NaOH a 10% (p/p) hasta alcanzar un pH 8. Se
centrifugaron las muestras para la eliminacion del sobrenadante y e quitosano
precipitado se lavd con mezclas sucesivas de EtOH: H,O en proporcién 70:30, 80:20 y
90:10 hasta acanzar la neutralizacion. Por Ultimo el quitosano se dejo secar en estufa a
50° Cy se pulverizd mediante el empleo de un molinillo eléctrico para su posterior uso

en las diferentes aplicaciones.

3. REACETILACION DEL QUITOSANO

La reacetilacion fue llevada a cabo en e Qs 1 disuelto al 1 % (p/v) en acido acético
0.5M. Estadisolucion se llevo a una concentracion final de 0.5% mediante la adicion de
1,2-propanodiol. A continuacion, teniendo en cuenta el DA del quitosano de partida, se
anadié una cantidad estequiométrica de anhidrido acético disuelto en una pequeiia
cantidad de 1,2-propanodiol hasta alcanzar e DA deseado. Después de agitar durante
una hora y media para que tuviera lugar la reaccion se precipitdé € quitosano con
NH3:H,0 a 30% (p/v). El quitosano precipitado se centrifugd para la eliminacién del
sobrenadante y se lavo con mezclas sucesivas de EtOH:H,0 en proporcién 70:30, 80:20
y 90:10 hasta alcanzar la neutralizacion. El quitosano se degjo secar en estufaa 50°C y se

pulverizé a continuacion.

4., CARACTERIZACION QUIMICO-FiSICA DEL QUITOSANO

Las caracteristicas quimico-fisicas del quitosano son las que proporcionan sus
propiedades funcionales, y por lo tanto van a influir en las posibles aplicaciones que se
le pueda dar a este polimero. Es por ello que deben ser determinadas con precision para

aplicar eficazmente el quitosano en cada uso particular.
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4.1. Determinacion del grado de acetilacion (DA). Espectroscopia ultravioleta-

visible (método dela primera derivada)

La determinacion del grado de acetilacion (DA) de las muestras de quitosano y quito-
oligosacaridos empleadas se llevd a cabo mediante e método espectrofotométrico UV -
visible de la primera derivada propuesto por Muzzarelli y col. (1997). El méodo se
llevd a cabo empleando un espectrofotometro marca Specord 205 Analytikjena (Jena,
Germany). La curva de calibrado se redizé con cuatro disoluciones de N-
acetilglucosamina de 10, 20, 30 y 40 ppm en acido acético 0.01M. Simultaneamente se
prepararon tres disoluciones de &cido acético de 0.01M, 0.02M y 0.03M. El barrido de
absorbancia de todas estas disoluciones se llevo a cabo entre las longitudes de onda de
190 y 240 nm. Una vez obtenida la curva de calibrado se disolvieron las muestras en
acido acético 0.01M en concentracion 0.1 % (p/v). Las medidas de grado de acetilacion
se redlizaron por triplicado. El grado de acetilacion (DA) se calcula con esta

concentracion segun la ecuacion:

[GleNAc]
[Quitosano]

100

4.2. Determinacién del peso molecular promedio

La determinacion de peso molecular promedio de los quitosanos se realizd mediante e
empleo de distintas técnicas: viscosimetria cromatografia de exclusion molecular 'y
ultracentrifugacion analitica.

421 Viscosmetria

La viscosidad intrinseca se midi6 en los quitosanos a partir de una solucion a 0.1%
(p/v) en solvente Roberts 0.1M AcH/0.2M NaCl (Roberts y col., 1982) empleando un
viscosimetro capilar tipo Ubbelohde acoplado a un aparato de medicién ViscoClock
(Schott-Gerdte, Germany) en un bafio de agua termostatizado a temperatura constante
de 25°C. Se utiliz6 un capilar modelo N°.525.20/11 de 1.03 mm de diametro. Se procedio

midiendo la viscosidad cinemética y calculando la viscosidad intrinseca segin Wang y
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col. (1991) y Arguelles y col. (2004). El peso molecular promedio viscoso M,, se
caculd6 con la ecuacion de Mark-Houwink-Kunh-Sekurada. Los valores de las
constantes para las soluciones de quitosano en €l solvente 0.1M AcH/0.2M NaCl en esta

ecuacion son a= 0.93 y K= 1.81x10° cm®/g (Roberts y col., 1982).

[n] = Kmx Mv?

422. Cromatografiade exclusion molecular (GPC o SEC)

La cromatografia de exclusion molecular GPC (Gel Permeation Chromatography) o
SEC (Size Exclusién Chromatography), permitio la determinacion de la distribucion de
peso molecular promedio de los distintos quitosanos empleados. El sistema
cromatogréfico que se empled estaba constituido por una bomba IsoChrom LC (Spectra
Physics, Irvine CA, USA) conectada con dos columnas acopladas en serie: Protein Pack
glass 200 SW y TSK gel 6000 PW. Los detectores empleados conectados en linea
fueron: un detector de indice de refraccion R 410 (Waters, Massachusetts USA) y un
detector MALLS (Multi-Angle Laser-Light Scattering) (Wyatt Dawn DSP, Santa
Barbara USA). Como eluyente se utilizo tampdn 0.15M acetato de amonio/ 0.2M &cido
acético pH 4.5 filtrado previamente mediante filtros de membrana de nitrato de celulosa
de tamafio de poro 0.2um (Millipore, MA USA). Las muestras de quitosano se
prepararon en concentracion 0.05 % (p/v) y fueron filtradas mediante filtros de jeringa
de acetato de celulosa de tamarfio de poro 0.45um (Millipore) antes de inyectarse 120 pl.
El flujo se mantuvo constante a 0.5 mL/min.

4.2.3. Ultracentrifugacion analitica: Experimento de equilibrio de

sedimentacion

Los experimentos de equilibrio de sedimentacion se llevaron a cabo mediante la
utilizacion de una ultracentrifuga analitica Beckman Optima XL-1 (Beckman
Instruments, Palo Alto, USA). Se prepararon disoluciones de las muestras en un
intervalo de concentraciones de 0.04-0.1% en tampdn acético/acetato de sodio pH 4.3.

A continuacion 95 L de la muestra y 100 pL del mismo tampén en e que fueron
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disueltas, se inyectaron en los canales de doble sector de 12 mm de longitud de paso
optico de la muestra 'y de referencia respectivamente. La centrifugacion se llevo a cabo
a 8000 rpm a una temperatura de 20°C (Harding, 1995). Los perfiles de concentracion
en funcion del movimiento de la linea divisoria de sedimentacion en la célula de
ultracentrifugacion analitica fueron registrados usando un sistema Optico de
interferencia Rayleigh basado en medidas de indice de refraccion y de deteccion en
UV a 280 nm. Los datos se analizaron usando el algoritmo de MSTARI (Colfeny col.,

1997) para obtener € peso molecular promedio.

® s | Centrifugacién A

. . Se>shA>s |

20 4

[s-g*e) [fringes/ Svedberg)

T T = T 1
05 1.0 15 20
Sedimentation coefficient [Svedbergs]

Figura. I11.1 Ejemplos de perfiles de coeficientes sedimentacién de diferentes quitosanos determinados

mediante experimentos de equilibrio de sedimentacion.

5. MODIFICACION DEL QUITOSANO POR DESPOLIMERIZACION
ENZIMATICA

5.1. Condiciones de despolimerizacion

Las enzimas utilizadas en las reacciones de despolimerizacion fueron; lisozima de clara
de huevo de gdlina (EC 3.2.1.17), y quitosanasa (EC 3.2.1.132) de Streptomyces
griseus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Las condiciones de reaccion empleadas

fueron seleccionadas en funcion de estudios previos de nuestro laboratorio (Galed,
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2005b). Para ello se disolvieron los quitosanos purificados en concentracion 0.5% (p/v)
en tampon acético-acetato de sodio 0.2M con diferente pH en funcién de la enzima
empleada. Unavez que € quitosano fue preincubado segin condiciones de temperatura
y agitacion mecanica, se afadié la concentracion de enzima correspondiente a la
relacion de enzima: sustrato. Se tomaron muestras a distintos tiempos (0, 1, 24, 48, 72y
96 horas para quitosanasa 'y 0, 2, 72, 72 y 144 horas para lisozima) y se determiné la
viscosidad reducida. Posteriormente se detuvo la actuacion enzimatica mediante el
calentamiento a 100°C durante 10 minutos. En el caso de lisozima se repuso la misma

cantidad de enzima alostres dias dereaccién (Tablalll.1).

Tabla I11.1. Condiciones seleccionadas de depolimerizacion enzimética a partir de quitosano empleando

COMo enzimas quitosanasay lisozima.

Quitosanasa Lisozima
Concentraciéh enzima (mg/mL) 3.48x10 73 62.7 x 10°?
Relacion E:S 1:10 1:100
Tiempo de incubacién (dias) 4 7
pH tampén AcH/AcONa 5.7 45
Condiciones de incubacién 37°C 100rpm 37°C 100rpm

Se realiz6 €l seguimiento de la despolimerizaciéon enzimética mediante viscosimetria.
Para ello se empled e mismo viscosimetro descrito en € apartado 4.2.1 y se midio la

viscosidad reducida de cada una de las alicuotas tomadas en concentracion 0.5% (p/v).

5.2. Separaciony purificacién delos COS

Una vez se detuvo la despolimerizacion enzimatica mediante el calentamiento a100°C
de las soluciones de Qs 1 y Qs 2, se procedio a separar los COS obtenidos a partir de
estos quitosanos en fracciones con distinto rango de peso molecular promedio segun €

método 1. Para ello, se empled una célula agitadora de ultrafiltracion Amicon (Modelo
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8050 Millipore) en la que se acoplaron membranas de acetato de celulosa de cortes de
tamafio molecular de 30, 10 y 3 x 10° g/mol (Millipore Corporation, Beverly, MA,
USA). Los volumenes de las fracciones retenidas se lavaron dos veces con cuatro
volumenes mas de agua Milli-Q®. Posteriormente las soluciones se atomizaron
empleando un atomizador Mini Spray Dryer B-290 (Buchi, Switzerland). Se utilizaron
las siguientes condiciones de atomizacion: flujo de aire 473 NL h™, flujo de
pulverizacién 32m* h' y temperatura de entrada (inlet) 160°C.

A continuacion se muestra € esquema de trabajo para la obtencion y la caracterizacion

de las distintas fracciones de oligosacéridos de quitosano (Figuralll.2).

Despelimerizacién | | Separacion y purificacidn |
o &
Qs 1| MHw | —
1
Qs 1| Hw | —
:
/ Qs 2| Mw | —
wiee [
Qs Qa2
Rescetilacin Qs 1 ®\a 2 A —
- — @ quimice-fisica
- / Qs 1| Hw
Qs 1] Mw

00

Qs 3| Hw

Qs 3| Hw

8]
O\

Figura I11.2. Esguema de trabajo de la obtencién de quito-oligosacaridos por despolimerizacion con Qss

(quitosanasa) y Lz (lisozima) mediante M1(método 1) y M2 (método 2).

La separacion y purificacion de los COS obtenidos a partir de una nueva
despolimerizacion se llevo a cabo segun € método 2. La separacion en este caso fue a
través de un sistema de ultrafiltracion tangencial basado en un concentrador (Sistema
Vivaflow 200), a que se le acoplaron membranas de Polietersulfona (PES) de baa
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adsorcion inespecifica de tamafios de corte molecular de 30, 10 y 5 x 10° g/mol. Las
fracciones de oligosacaridos retenidas se lavaron con cuatro volumenes més del tampon
correspondiente en & cual se encontraban disueltas y posteriormente fueron dializadas
mediante membranas de didlisis (Medicell International Ltd) de tamafio de poro de 12-
14, 7'y 3.5 x 10% g/mol dependiendo de |a fraccién obtenida. Para F 30 se utiliz6 la de
12-14 x 10° g/mol, para F 10-30 lade 7 x 10° g/mol y paralaF 5-10 y F 5 se us lade
3.5 x 10% g/mol. Las didlisis se llevaron a cabo a 4°C frente a agua destilada y se cambi6
el agua cada 8 horas hasta completa eliminacion de las sales. Una vez dializadas las

soluciones se congelaron a-80°C y fueron liofilizadas.

5.3. Caracterizacion quimico-fisica delos quito-oligosacaridos (COS)

La caracterizacion consistio en un andlisis estructural, la determinacion del peso
molecular promedio, del grado de acetilacion y el andlisis del patrén de distribucién

intramolecular de grupos acetilados.

53.1. Andlisisestructural

Se llevaron a cabo experimentos de *H-NMR y **C-NMR. Para ello las muestras se
disolvieron en una mezcla de DCI /D,0 a 1% (p/v) y se dispusieron en tubos de RMN
de 5mm. Se utilizd TSP (sodio 3-(trimetilsilil)-propionato-d4) como patron interno. Las
medidas para los experimentos se llevaron a cabo en un espectrofotometro AMX 500
(Bruker Ettinglen, Alemania) . Las condiciones de adquisicion fueron un tiempo de
adquisicion de 2 s y nimero de scans 128 para los experimentos de *H-NMR y una
frecuencia de 125,77 MHz; tiempo de adquisicién 3 sy nimero de scans 17000 paralos
experimentos de *C-NMR.

5.3.2. Determinacion del peso molecular promedio

En cuanto a peso molecular promedio y las distribuciones de peso molecular para los
COS se determinaron por cromatografia de exclusion molecular (GPC), mediante
sistemas cromatogréficos distintos. El peso molecular promedio de los COS obtenidos a

partir de Qs 1 y Qs 2 mediante el método 1, se analizd seguin el método descrito en €
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apartado 4.2.2. Para el andlisis de los COS obtenidos de la despolimerizacion de Qs 1y
Qs 3 separados segun e méodo 2 se describe a continuacion e procedimiento
empleado.

El sistema cromatografico utilizado en este caso estaba congtituido por una bomba
Waters 625 LC System conectada con una columna Ultrahydrogel (Waters, i.d.=7.8mm,
=300 mm) termostatizada en un horno a 35°C. Los detectores empleados fueron un
indice de refraccion (Waters 2414) acoplado en linea con un Evaporative Light
Scattering (ELS Waters 2424). Como eluyente se utilizé tampon 0.15M acetato de
amonio/0.2M &cido acético pH 4.5, filtrado previamente mediante filtros de membrana
de nitrato de celulosa de tamarfio de poro 0.2um (Millipore) y desgasificado con helio.
Las muestras de los COS se prepararon en concentracion 0.05% (p/v) y fueron filtradas
mediante filtros de jeringa de acetato de celulosa de tamafio de poro 0.45um (Millipore)
antes de inyectarse 20 yL de la misma. El flujo se mantuvo constante a 0.6 mL/min. Se
utilizaron estdndares de quitosano con un promedio de peso molecular conocido para el

calculo de peso molecular promedio de |os oligosacéridos de quitosano.

5.3.3. Determinacion del grado de acetilacion

El grado de acetilacion de todos los COS se determind por espectroscopia UV/VIS

mediante el método de la primera derivada descrito en €l apartado 4.1.

5.3.4. Andlisisde patron dedistribucion intramolecular de grupos acetilados

Este andlisis se llevo a cabo mediante espectrometria de masas de ionizacion léaser
asistida por matriz MALDI-TOF-MS. El andlisis de los COS obtenidos a partir de Qs 1
y Qs 2 segin € método 1. Se redizaron en un equipo Bruker Reflex Il (Bruker
Daltonik, Bremen, Germany) equipado con laser pulsado de nitrégeno (A=337nm, 3 ns
de anchura de pulso y 3 Hz de frecuencia). Para ello, se deposité la muestra en una
placa de acero junto con la matriz (&cido dihidroxibenzoico disuelto en metanol) en
proporcion 1:1 dejandose co-cristalizar a temperatura ambiente. Los espectros de masas
fueron adquiridos en modo positivo lineal. Para el andlisis de los COS obtenidos segin
el método 2 a partir de Qs 1y Qs 3 se utilizd un espectrometro de masas de Tiempo de
Vuelo MALDI-TOF/TOF Bruker modelo Ultraflex. La muestra se prepard de la misma
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manera. Las masas obtenidas para las distintas subunidades acetiladas y desacetiladas se

compararon con las cal cul adas tedricamente.

6. MODIFICACION DEL QUITOSANO MEDIANTE REACCION DE
MAILLARD

6.1. Formaciony purificacion delos productos de lareaccion

Los quitosanos se disolvieron en acido acetico 0.1 M y la B-lg en agua destilada. Se
gjusté € pH a 6 con NaOH a 10% (v/v) y se repartio la disolucidn en viaes para su
congelacion a -80°C para su posterior liofilizacion. En e caso de utilizar B-lg, las
disoluciones se mezclaron en proporcion Qs.f-lg 2:1. Una vez liofilizadas las muestras
se dispusieron en los viales en un desecador en el interior de una estufa a 40°C y con
una humedad relativa del 79% mediante KBr saturado. Los quitosanos sin proteina se
sometieron alas mismas condiciones. Se tomaron muestras atiempo 0, 2, 4y 7 diasy la
reaccion se detuvo introduciendo las muestras en e congelador a -20°C. Para la
purificaciéon de los productos formados se procedid a su redisolucion a 0.1% en agua
Puesto gque tuvo lugar la formacién de material insoluble, éste fue retirado mediante la
centrifugacion de las muestras a 18000g y 20°C durante 1 hora. El sobrenadante se
decant6 y fue filtrado por filtros de membrana de nitrato de celulosa de 11lum. A
continuacion con € fin de separar € quitosano y la proteina no unido, las muestras
fueron ultrafiltradas mediante una célula agitadora Amicon (Centricon, Amicon Inc.,
Beverly, MA, USA) utilizando una membrana de acetato de celulosa de corte de 30 x
10° g/mol. El material retenido fue llevado hasta un volumen de 10 mL y se lavo con

agua Milli-Q® dos veces. Posteriormente este material soluble se liofilizo.

6.2. Estudio de la interaccion electrostatica entre e quitosano y la -

lactoglobulina

La determinacion de potencial zeta se llevd a cabo mediante espectroscopia de
correlacion fotonica empleando un Zetasizer 2000 (Malvern Instruments, Herrenberg,

Alemania). Las muestras se disolvieron en agua en concentracion 0.25% (p/v) y se
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filtraron por filtros de jeringa de acetato de celulosa de tamafio de poro 0.45um. La
medida del potencial zeta se realizd utilizando cubetas desechables DTS 1060 (Malvern
Instruments, Herrenberg, Alemania), con un voltge efectivo de 150V y a 25°C. El
equipo proporciond datos de movilidad electroforética (Ug) que fueron traducidos

automati camente a valores de potencial zeta usando la ecuacion de Henry:

_ 2.0 f(x.a)

Ug 3

Donde € es la constante dieléctrica, ( el potencial zeta, n la viscosidad y f(k .a) la
funcion de Henry. La unidad de K, distancia de Debye, es la reciproca de la distancia, y
generalmente se toma k' como e grosor de la doble capa eléctrica. El pardmetro a es el
radio de la particula y por tanto K.a es la relacion del radio de la particula con la doble
capa eléctrica. El valor de potencia zeta fue comparado con respecto a proteina'y cada

uno de los quitosanos control.

6.3. Estudio del pardeamiento

Se llev6 a cabo la determinacién de color de los productos obtenidos tras la reaccion
empleando un colorimetro Chromameter CR 300 (Minolta, Japon) aplicando la escala
CIE Lab. Este es un sistema internacional estandarizado para medir €l color teniendo en
cuenta a observador y la fuente de luz. Mide la emision reflggada de colores
independiente de la luz que los rodea y calcula los parametros del color en tres gjes del
espacio L*, a* y b*. Donde L* se refiere a la luminosidad en un intervalo desde O
(negro) hastalO0 (blanco), & parael color y la saturacion en €l ge rojo-verde y b* para

el color y lasaturacion en e gje azul-amarillo (Hunter, 1942) (Figuralll.3).
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Figura I11.3. Escala CIE Lab aplicado a los productos de reaccion de Maillard mediante el software del
colorimetro Chromameter CR 300 (Minolta, Japon).

A partir de estos pardmetros se determind el indice E segun la ecuacion:

También se determing el parametro ¢, que indica el grado de saturacion, pureza o

intensidad del color visua y es definido como la distancia desde € color gris a tono

cromatico puro, segun la ecuacion:

Por otro lado, se llevo a cabo la determinacion visual de coloracion reaizando

fotografias de los productos de reaccién sobre fondo blanco y se compararon.
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6.4. Estudiosde solubilidad delos productosresultantes

Una vez separado por centrifugacion e material insoluble, este se lavd con agua
destilada con una nueva centrifugacion a 18000g y 20 °C durante 30 minutos. El
material insoluble se liofilizd y se determind e materia soluble por diferencia de

pesada. La solubilidad se expresd como porcentgje de materia soluble.
6.5. Cuantificacion de grupos amino protonados libres

La determinacién de grupos amino libres protonados en los productos solubles de
reaccion se llevd a cabo mediante € método descrito por Muzzarelli (1998) vy
modificado por Mirallesy col. (2011). Para ello se prepar6 una solucion tamponante pH
3.2, pesando 1.87 g de glicinay 1.46 g de NaCl, y enrasando hasta un volumen final de
250 mL. A esta solucion se le afiadio HCI 0.1M hasta gjustar €l pH a 3.2. Por otro lado
se prepard una solucién de colorante (Cibacron Brilliant Red 3B-A), en concentracion
0.15% (p/v). De la solucion madre de colorante se prepar6 una dilucion 1/20 (v/v), para
tener una concentracion de 7.5x10° % (p/v). Se prepar6 una solucién de quitosano en
concentracion 0.5% (p/v) en écido acetico 0.1M, se filtré por 0.45 um y se diluyd 1/10
hasta alcanzar una concentracion de 0.05 % (p/v). La solucién resultante se utilizo para
preparar una curva patron a partir de sucesivas diluciones de la misma, entre 2.3 ug/mL
y 37.9 ng/mL. La muestra problema se analizé empleando una concentracion tedrica del
15.15 pg/mL. Se filtr6 por 0.45 pum, y se tomaron 100 L de esta solucién, ala cual se
le afadié solucion tamponante pH 3.2 hasta un volumen de 300 pL. Después se le
anadieron 3 mL de solucién colorante, y se midié su absorbancia a 575 nm. Los

experimentos se realizaron por triplicado.

6.6. Estudio de formacion y caracterizacion estructural de los glicoconjugados

entre el quitosano y la B-lactoglobulina

6.6.1. Perfilesdectroforéticos delos glicoconjugados (SDS-PAGE)

En la electroforesis en gel de poliacrilamida en SDS-PAGE se prepararon geles

separadores a 15% de acrilamida y geles concentradores al 5% de acrilamida, segun €l
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método propuesto por Laemmli (1970). Las muestras se disolvieron en agua destilada
en concentracion 0.25% (p/v). De esta solucién se tomé una dicuotaala cua se afadio
en una relacion 4:1 el tampdn de carga de la muestra (Tris HCL 0.5M p H 6.8, SDS
0.4%y gliceral). La carrera se realizo a 180 V manteniendo €l voltaje constante durante
aproximadamente 1 hora. Los geles de electroforesis SDS-PAGE se introdujeron en una
solucion fijadora de glutaraldehido a 2.5 % durante 45 min en agitacion, se lavaron con
agua destilada y se introdujeron en una solucién de azul de Coomasie durante 1 hora.
Posteriormente se introdujeron en una solucién decolorante de acido acético:etanol:agua

en proporcion 1:4.5:4.5 hasta aclarar el fondo.

6.6.2. Perfilesdevelocidad de sedimentacion

Los experimentos de velocidad de sedimentacion se llevaron a cabo mediante
utilizacion de una ultracentrifuga anaitica Beckman Optima XL-I (Beckman
Instruments, Palo Alto, USA) (Figuralll.4).

Absorbancia (n_m} =

/_.-/'I' r (cm)

2 4 6 L] 10 12
sedimentation coefficient (S)

Figura I11.4. Ultracentrifuga analitica Beckman Optima XL-I (Beckman Instruments, Palo Alto, USA) y

gjemplo gréfico de los datos obtenidos mediante esta técnica.
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Se prepararon disoluciones de las muestras en concentracion 0.2% (p/v) en tampoén
acetico/acetato de sodio 0.2M pH 4.3. A continuacion 390 pL de la muestra 'y 400 pL
del mismo tampon en e que fueron disueltas, se inyectaron en los canaes de doble
sector de 12mm de longitud de paso Optico de la muestra y de referencia
respectivamente. La centrifugacion se llevo a cabo a 45.000 rpm a una temperatura de
20°C. Los perfiles de concentracion en funcion del movimiento de la linea divisoria de
sedimentacion en la célula de ultracentrifugacion analitica fueron registrados usando un
sistema Optico de interferencia Rayleigh basado en medidas de indice de refraccion y de
deteccion en el UV a 280 nm, de tal forma que los datos se convierten en concentracion
(en unidades de desplazamiento relativo a menisco de la célula, j (fringes)) frente ala
posicion radia r (Harding, 2005). Los datos fueron analizados usando e modelo
continuo incorporado en e programa SEDFIT (Version 9.4b). El software genera una
distribucion aparente de coeficiente de sedimentacion en forma de c () frente a

coeficiente de sedimentacion, s.

6.6.3. Perfiles cromatogr aficos de exclusion molecular (GPC)

Para llevar a cabo cromatografia de excluson molecular (GPC) los productos de
reaccion de disolvieron en e mismo tampén que fue empleado como fase movil
(tampo6n 0.15M acetato de amonio/ 0.2M acido acético pH 4.5) en concentracion 0.05%
(p/v). Las muestras se filtraron por 0.45um y la cantidad de muestra inyectada fue de 20
uL. El flujo se mantuvo a 0.6mL/min y & sistema cromatografico empleado fue €

mismo que se ha descrito en el apartado 5.3.2 para |a caracterizacion de oligosacaridos.

6.6.4. Determinacion de fluorescencia intrinseca

Para llevar a cabo las medidas de fluorescencia intrinseca, debida a triptéfano, las
muestras se diluyeron en agua a una concentracion de 0.05 % (p/v). Las medidas de
fluorescencia se redlizaron en un espectrofluorimetro AMINCO Bowman Series 2
Luminiscence Spectrometer y los espectros se registraron entre 300 nm y 400 nm,

previa excitacion de la muestraa 280 nm.
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6.7. Estudiodd avancedelareaccion de Maillard

6.7.1. Determinacion defurosina

Para la determinacion de la furosina fue empleada la cromatografia de liquidos en fase
inversa (RP-HPLC), para lo cual se utilizd una columna Cg especifica de furosina
(Alltech, Lokeren, Bélgica) (250nm x 4.6mm d.i) segin € método propuesto por
Pellegrino y col. (1995). El equipo usado consta de una bomba binaria modelo 250
(PerkinElmer Life and Analytical Sciences, INC; Walthman, Massachussets, USA), un
inyector manua Rheodyne (modelo 9125), un horno (Kariba Instrumentsm Cardiff,
USA) para termostatizar la columna, un detector UV (LCD Anaytical, SM 4000,
Riviera Beach, FL, USA) y una interfase modelo 406 (Beckman). En cuanto a las
condiciones cromatograficas se trabajé con una temperatura en la columna de 35°C, €
flujo se mantuvo a 1.2mL/min y se inyectaron 50 yL de muestra. La fase movil se
prepard mediante dos eluyentes; eluyente A: 0.4% &cido acético grado HPLC en agua
milli-Q (v/v), eluyente B: 0.3% cloruro potasico en € eluyente A (p/v). Seredlizo la
elucion en gradiente lineal y |a deteccién fue mediante medida de absorbancia a 280nm.
Las muestras se prepararon pesando aproximadamente 10mg que se mezclaron con un
pequefio volumen de HCI 8N. A continuacién se pasd una corriente de helio durante
1min para crear una atmosfera inerte y, posteriormente, se realizo la hidrdlisis de las
muestras a 110°C durante 23 horas. Posteriormente se afiadieron 2mL de HCI 8N y se
filtraron a través de cartuchos Cig (Sep-Pak Plus, Waters Corporation, Milford,
Massachussets, USA). El andlisis cuantitativo se realizd por € método del patron
externo utilizando disoluciones de furosina (Neosystem Laboratories, Strasbourg,
Francia) de concentraciones entre 0.02 y 0.08 % (p/v). Los datos se expresaron como

mg de furosina/100g de muestra. Los andlisis se realizaron por duplicado.

6.7.2. Determinacion de compuestos espectr oscopicos que absorben en UV

Se prepararon soluciones acuosas de |os productos de reaccién (0.1% p/v) para seguir la
formacién de productos intermedios de reaccion de Maillard que absorben a una
longitud de onda de 294 nm segin € método propuesto por Lerici y col. (1990). Para
ello se redlizaron barridos de absorbancia que fueron llevados a cabo entre las

longitudes de onda de 190 y 500nm, a una velocidad de scan de 5nm/s mediante un
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espectrofotometro marca Specord 205 Analytikjena (Jena, Alemania). Los andlisis se

realizaron por triplicado.

6.7.3. Determinacion de compuestos fluor escentes (AGES)

La presencia de los compuestos fluorescentes de la reaccion de Maillard se demostré
por un lado mediante la adquisicion de espectros de fluorescencia empleando en este
caso como longitudes de onda Agx=337 Yy Aern=350-550nm segun Wang y col. (2009), y
por otro lado, mediante la determinacién del indice de productos avanzados de Maillard
fluorescentes y triptéfano soluble (FAST Index “Fluorescence of Advanced Maillard
products and Soluble Tryptophan”) segin Birlouez-Aragon y col. (2001). En ambos
caso se utilizo un fluorimetro AMINCO Bowman Series 2 Luminiscence Spectrometer.
Para la determinacion del FAST Index se tomaron las muestras disueltas en agua en
concentracion 0.05% (p/v) y se dispusieron en cubetas para fluorimetria de 1cm de paso
de luz (Hellma). Las longitudes de onda empleadas fueron: Agx=338/Aem=410 para los
productos avanzados de Maillard fluorescentes (AMP) y Ag=290/A\gnn=340 para €
triptéfano (Trp). Todas las muestras fueron analizadas por triplicado. EI FAST Index se

determind siguiendo la ecuacion:

AMP IF

FAST index = 100 x Trp IF

Donde AMP IF es laintensidad relativa de fluorescencia para |os productos avanzados
fluorescentes de la reaccion de Maillard y Trp IF es la intensidad relativa de

fluorescencia para e Triptofano. Las medidas se realizaron por triplicado.
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6.8. Caracterizacion de los productos insolubles procedentes de la reaccion de
Maillard

6.8.1. Andlisisestructural: Espectroscopiadeinfrarrojo (FT-1R)

L os espectros de infrarrojo de los productos insolubles liofilizados se obtuvieron con un
MagnaIR 750 (Nicolet) por el método de transmision. Las muestras se midieron con un
beamsplitter de KBr y un detector DTGS de KBr entre 400 y 4000 cm™ de longitud de
onda. El espectro teniaunaresolucion de 4 cm™ y el niimero de barridos fue de 128. Los
espectros obtenidos se analizaron con € programa WinfirstTM (Microsoft® Windows
FT-IR software, USA).

6.8.2. Andalisis microscopico: Microscopia eectr énica de barrido (SEM)

Para obtener las imégenes de microscopia electronica de barrido, los productos
insolubles liofilizados se adhirieron con una cinta de doble haz adhesivo sobre
portamuestras cilindricos. Las muestras se metalizaron con Au/Pd utilizando un
evaporador a vacio (Bazers SDC 004 Sputter coater, Oerlikon Corporate Pfaffikon,
Switzerland) a una presién de vacio de 0.1mbar y a 25mA, durante 3 minutos. Se
empled un microscopio JEOL JSM-6330 F (JEOL, Tokyo, Japan), € cual trabgjo a un

voltgje de aceleracion de electrones de 5kV.
En la siguiente pagina se muestra la tabla resumen de los andlisis llevados a cabo en las

muestras resultantes de la modificacion de quitosano mediante reaccion de Maillard
(Tablalll.2).
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Tabla. 111.2. Andlisis llevados a cabo en las muestras obtenidas por maodificacion de quitosano mediante

reaccion de Maillard.

Qs Qs Qs Qs A Qs B Qs C
A:p-lg B:p-lg Al:p-lg

Interaccion v v
Qs:p-lg
Desarrollo de v v v v v v
Estudio de producto color
de reaccién Solubilidad v v v 4 4
% Grupos v v v v v
NH;
SDS-PAGE v v v
Velocidad de v

sedimentacion

Estudio de

GPC v v v
glicoconjugados
Fluorescencia v v
Intrinseca
p-lg
Furosina v v
Estudio del avance Abs 294nm v v v v
de la reaccion de
Maillard
AGEs v v
FT-IR v v
Caracterizacion
productos insolubles
SEM v v

de Maillard
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7. DETERMINACION DE PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS
QUITOSANOS MODIFICADOS

7.1. Propiedadesfuncionales delos quito-oligosacaridos (COS)

7.11. Actividad antioxidante

La determinacion de actividad antioxidante de los COS se llevd a cabo mediante dos
métodos basados en mecanismos distintos. En primer lugar se empled un método
basado en la captura de radicales libres de 1,1-difenil-2-picril- hidracil (DPPH), segin la
metodologia propuesta por Chen y col. (2009) y aplicando ligeras modificaciones. Por
otro lado se empled & método FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) segun la
metodol ogia descrita por Benzie y col. (1996) y modificada por Pulido y col. (2000)
basada en e poder de reduccion sobre soluciones de Fe** medido por espectrofotometria
y expresado como equivaentes de acido 6-hydroxyl-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic (Trolox) que es un derivado sintético de la vitamina E que se emplea como

patrén de actividad.

7.1.1.1. M étodo DPPH

Se prepararon soluciones de los COS y los quitosanos controles en agua en
concentracion 1% (p/v). A 250uL de la muestra, se le afiadié 1mL de solucién
metandlica de DPPH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en concentracion 100uM.
La mezcla se agitd en vortex y se mantuvo en oscuridad a temperatura ambiente
durante 1 hora. Se redlizaron medidas de absorbancia a 30 min y 60 min a 517nm
mediante un espectrofotometro Specord 205 Analytikjena (Jena, Germany). Se utilizo
agua destilada como blanco y la capacidad antioxidante fue cal culada como:

1 — Absmuestra

Capacidad de atrapar radicales DPPH (%) = T 100

Donde Abs muestra es la absorbancia correspondiente a la muestra y Abs control la

absorbancia del blanco. Los experimentos se realizaron por triplicado.
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7.1.1.2. Método FRAP

Se prepararon soluciones de los COS y los quitosanos controles en agua en
concentracion 1% (p/v). A continuacion se preparé € reactivo FRAP que esta formado
por: tampdn acetato 0.3M pH 3.6 (3.1g acetato de sodio trihidratado, Merck KGaA,
Germany y 16 mL &cido acético glacial, Panreac Quimica PAU); TPTZ 10mM (2,4,6-
tripyridyl-s-triazine, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ) en HCl 40mM ; y
FeCl3.6H,O 20 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Se mezclaron 25mL del
tampon acetato con 2.5mL de solucion de TPTZ y 2.5mL de FeCl3.6H,0. Este reactivo
se mantuvo a 37°C hasta su uso. Como patrén se utilizo Trolox (Sigma Aldrich) en agua
destilada en un rango de concentraciones de 0-0.6mM. Para llevar a cabo lareaccién a
30 pL de muestra se le afiadieron 90 puL de agua y 900 uL del reactivo FRAP. La
mezcla fue agitada en vortex y calentada a 37° C durante 30 minutos. El agua destilada
fue empleada como control y la absorbancia fue medida a 595nm mediante un
espectrofotdmetro Specord 205 Analytikjena (Jena Germany). Los resultados fueron
expresados como micromolequivalentes de Trolox y los experimentos se realizaron por

triplicado.

7.1.2. Actividad antimicrobiana frente Salmonella typhimurium y Clostridium

difficile

Como medio de crecimiento se utilizd Luria-Bertani Broth (LB) (Oxoid, Cambridge
UK) para S. typhimurium y Reinforced Clostridial Medium (RCM) (Oxoid) para C.
difficile. S. typhimurium se dej6 crecer en condiciones de aerobiosis a 37°C durante 16
horas. C. difficile fue incubada a la misma temperatura y tiempo pero en una campana
con condiciones anaérobicas. Se prepard suficiente medio correspondiente a cada
bacteria para usar 50 mL por triplicado por cada muestray para |los controles positivos.
De manera que se afiadio 50 ml de medio en tubos de vidrio que fueron esterilizados y
sellados. Posteriormente se afiadio 1 mL de la solucion de quitosano o COS a 1%
correspondiente a cada tubo y se inoculé6 0.1 mL de cultivo bacteriano en fase
exponencia (10° CFU/mL). Las muestras fueron incubadas durante 24horas a 37°C en
condiciones aerdbicas para Salmonella y anaerdbicas para Clostridium. Se midio la
densidad dptica a 600 nm cada hora hasta cumplir las 10 horas y después se midio de

nuevo a las 24 h. Los resultados se expresaron como el porcentgje de inhibicion de
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crecimiento de la bacteria respecto al control positivo (IRC) sin los sustratos. Las

medidas se realizaron por triplicado.

7.1.3. Fermentacion in vitro en cultivos mixtos

7.1.3.1. Ensayo cultivos fecales “in batch a pH controlado

La fermentacion in vitro de los COS fue estudiada mediante un simulador de
fermentacion intestinal con control de pH. Se utilizaron muestras fecales de tres
voluntarios adultos sanos, sin ningln desorden de tipo gastrointestinal. El medio de
cultivo basal empleado contenia: agua de peptona (Oxoid) 2g/L, extracto de levadura
(Oxoid) 2g/L, NaCl (BDH. Poole, Dorset, UK) 0.1 g /L, K;HPO, (BDH) 0.04 g¢/L,
KH,PO, (BDH) 0.04, MgSO,.7H20 (BDH) 0.01 g /L, CaCl,.2H,O (BDH) 0.01 g/L,
NaHCO; (BDH) 2 g/L, Tween 80 (BDH) 2 mL/L, Hemin (Sigma, Dorset, UK) 5 mg/L,
vitamina K (Sigma)10 pL/L, Cysteine—HCI (Sigma) 0.5 g/L, sales biliares (Oxoid) 0.5
g/L, resazurina (Sigma) 1 mg/L).

Para llevar a cabo la técnica se dispuso de vasijas de fermentacion de 5mL de
capacidad, donde se adicion6 4 mL de medio y que se mantuvieron en condiciones
anaerobicas haciendo pasar flujo de nitrégeno libre de oxigeno y a una temperatura de
37°C. Estas vasijas fueron conectadas a controladores de pH previamente calibrados
para mantener €l pH entre 6.7 y 6.9. Posteriormente, 50 mg de las muestras y del control
positivo fructoligosacaridos (FOS, Raftilose P95, Orafti, Tienen, Belgium) se afiadieron
sobre e medio basal dentro de las vasijas con la correspondiente correccion de pH.,.
mediante controladores de pH que afladian NaOH o HCI 0.25 M para mantener € pH
constante a 6.8. Seinoculé 1 mL de heces de voluntarios humanos disueltas en tampdn
fosfato salino (PBS, 0.116M NaCl, 0.003M KCI, 0.008M Na;HPO,, 0.001M NaH,PO;,
pH 7.3, Oxoid). Cada experimento de fermentacion se realizo por triplicado. Ademas, se
prepard una muestra sin adicion de sustrato y actué como control negativo. Todas las
adiciones, inoculaciones e incubaciones se hicieron bago condiciones anaerobicas
gracias a un suministro continuo de nitrégeno libre de oxigeno. La temperatura se
mantuvo a un valor constante de 37°C. Se tomaron aicuotas de 1mL de las vasijas a 8,

24y 36 horas,y a0 h directamente del in6culo para su posterior andisis .
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Fermentacién de
carbohidrates no digeribles /
Produccidn de SCFAs y Recuento de poblaciones

metabolitos: CO; | etc bacterianas por
Microscopia de fluorescencia

(FISH)

W

Andlisis SCFAs y lacrato
HPLE

Figura 111.5. Sistema de fermentacion in vitro empleado en € estudio de recuento de bacterias
procedentes de muestras fecal es humanas.

7.1.3.2. Cuantificacion de poblaciones bacterianas por microscopia de

fluorescencia (FI SH)

La cuantificacion de las diferentes poblaciones bacterianas se llevo a cabo mediante su
hibridaciéon por fluorescencia. La hibridaciéon de las muestras se llevd a cabo usando
sondas de oligonucledtidos apropiadas para cada género de bacterias. Dichas sondas
comerciales estaban marcadas con el colorante fluorescente cianina 5 (Cy5; Ebersberg
Germany). Los grupos bacterianos estudiados fueron seleccionados por representar las
poblaciones que predominan en € colon humano. Las sondas de oligonucledtidos
utilizadas fueron Bif164 especifico para Bifidobacterium spp; Bac303 especifico para
Bacteroides/Prevotella; Lab 158 para LactobacillugEnterococcus; Chis 150 para
Clostridium histolyticum; Erec 482 para Eubacterium rectale/Clostridium cocoides y
Prop 853 especifico para Clostridium cluster IX. Para llevar a cabo € recuento de las
distintas poblaciones bacterianas por FISH, en primer lugar, se fijaron las c8ulasy para
ello 375 pL de las alicuotas recogidas a las horas mencionadas se adicionaron a 1125
uL de paraformaldehido, previamente dispuesto en microtubos y conservado en nevera.

Esas alicuotas se dgjaron en nevera a 4°C durante un minimo de 4 horas. Tras la
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fijacion, las células se centrifugaron a 13400 g durante 5 min, se lavaron dos veces con
PBS (0.1 M, pH 7.0), se resuspendieron en 300 puL de una mezcla de PBS / etanol (1:1,
v/V) y se almacenaron a-80°C hasta su andlisis.

Posteriormente, para ser analizadas las muestras se descongelaron y se procedio a hacer
diluciones con PBS/SDS segin e grupo de bacterias que se quiso andizar. Se
dispusieron 20 pL de esas diluciones en una placa de teflén con capacidad para 6
muestras. Las muestras se fijaron por medio de calor (46-50°C) durante 15 min v,
posteriormente, se deshidrataron en alcohol (50, 80, 96% etanol; 3 min cada una). Este
proceso tiene por objeto la rotura de la membrana celular y que la sonda fluorescente
pueda penetrar en la célula, marcando de manera especifica las bacterias. Una vez rota
la membrana celular, se afladieron 50 uL de la mezcla de hibridacion (45 pL de tampoén
de hibridacion y 5 pL de oligonucledtidos por cada muestra). EI tampon de hibridacion,
en todos los casos, estaba constituido por 180 pyL de NaCl 5 M, 20 pL de tampdn
Tris’/HCI (pH 8) 1 M, 779 uL de H,O y 1 uL de SDS al 10% para 1mL de solucién fina
excepto para células totales, que estaba compuesto por 180 L de NaCl 5 M, 20 uL de
tampon Tris/HCI (pH 8) 1 M, 350 pL de formamida, 449 uL de H,O y 1 yL de SDS al
10% para 1ImL de solucion final. La hibridacion se llevé a cabo durante 4 h en una
incubadora a 46 6 50°C dependiendo de la poblacién bacteriana. Después de la
hibridacion, cada una de las placas se lavd sumergiéndola en 50 mL de un tampon de
lavado constituido por 9 mL de NaCl 5 M, 1 mL de tampén Trig/ HCI (pH 8) 1M y 40
mL de H,O bidestilada durante 15 min a la misma temperatura que la usada en la
hibridacién para todas las poblaciones excepto paralas células totales, ya que e tampon
de lavado estaba constituido por 0.7 mL de NaCl 5 M, 1 mL de tampén Tris/ HCI (pH
8) 1M, 0.5ml de EDTA 0,5M (pH 8) y 48.04 mL de H,0 bidestilada. Transcurrido este
tiempo, se sumergieron en agua fria para evitar su cristalizacion, secandose finamente
con aire comprimido. Después, 5 pyL de reactivo Slowfade® se afiadieron a cada
muestra y se cubrieron con un cubreobjetos. La placa se mantuvo en oscuridad a
temperatura ambiente durante 24 h y se examinG en un microscopio equipado con una
l&mpara fluorescente (Nikon Eclipse, E400). Las células hibridadas se visualizaron
utilizando un filtro a 550nm. Para la enumeracion de las bacterias se digieron
aleatoriamente a menos un minimo de 15 zonas. Los andlisis se readizaron por

triplicado.
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7.1.3.3. Andlisis de lactato y acidos grasos de cadena corta

La determinacion de lactato y &cidos grasos de cadena corta (SCFAS) procedentes del
metabolismo bacteriano permitié establecer s existia actividad metabdlica de las
bacterias. Para ello, e volumen sobrante de las alicuotas tomadas a las diferentes horas
mencionadas, se centrifugé a 13400 g durante 5 min para eliminar las bacterias y
material insoluble. El sobrenadante se congelo a -80°C hasta que se realizaron los
andisis de HPLC. Las muestras se filtraron con filtros de 0.45um y se inyectaron (80
uL) en un sistema de HPLC equipado con un detector UV y un inyector automatico.
Para € andlisis se empled una columna de exclusiéon idnica Aminex HPX-87H (7.8 x
300 mm, Bio-Rad). Se utiliz6 como eluyente acido sulfurico de grado HPLC (0.005 M)
en agua, previamente desgasificado con helio, a un flujo de 0.6 mL/min. La columna se
termostatizo a 35°C. La deteccion se llevo a cabo a 210 nm. La calibracion se realizo
utilizdndose como patrones los acidos lé&ctico, acético, propidnico y butirico en
concentraciones entre 12.5 y 100 mM.

7.2.  Propiedades funcionales de los quitosanos modificados mediante reaccién de
Maillard

7.2.1. Propiedades emulgentes

Para |a determinacion de |a capacidad emulgente de los productos de reaccién se llevé a
cabo € método propuesto por Pierce y col. (1978). Se disolvieron los productos de
reaccion en tampon acetato de sodio/acético 0.1M pH 4 en concentracion 0.1% (p/v). A
2mL de las muestra se les afladié 1mL de aceite de girasol comercial. Posteriormente las
mezclas se sometieron a agitacion mediante la utilizacion de un Ultra-Turrax (T25 basic
IKA® WERKE, Staufen, Germany) a 13000 rpm y 50 pL de la emulsién resultante
fueron diluidos hasta 5mL en SDS 0.1%. A continuacion la absorbancia fue medida a
500nm mediante un espectrofotdbmetro Specord 205 Analytikjena (Jena, Alemania). El
indice de actividad emulgente (EAI) se calcul6 mediante la siguiente ecuaci on:
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_ 2TAb$500F
EAI = ==

Donde T es la turbidez que tiene un valor de 2.303, Abssy es la absorbancia a 500nm, |
la longitud de paso optico que es igual a 1cm, @ es e volumen de la fase de aceite que
tiene un valor de 0.25, c la concentracion de la muestra'y F € factor de dilucién. La
estabilidad de la emulsion se determiné midiendo la absorbancia de la misma emulsion

a 500 nm pasados 2, 5y 10 minutos. Los experimentos se realizaron por triplicado.

7.2.2. Actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante de |os productos formados mediante reaccion
de Maillard se llev6 a cabo mediante |os dos métodos descritos en el apartado 7.1.1. En
este caso se disolvieron los productos de reaccion en acido acetico 0.1M, en

concentracion 0.5% (p/v). Los experimentos se realizaron por triplicado.

7.2.3. Propiedades gdificantes

Para caracterizar los productos insolubles gelificados formados después de la reaccion
de Maillard se llevaron a cabo experimentos de Imagen de Resonancia Magnética
(IRM). Las muestras se hidrataron con agua destilada y se dejaron en agitacion suave
durante un dia. Las muestras se dispusieron en un tubo de resonancia de 5mm de
diametro y se analizaron en grupos de tres. Los tres tubos fueron colocados en €l centro
de una sonda de radiofrecuencia de volumen de 3.5 cm de didametro. Se usd un
espectrometro BIOSPEC BMT 47/40 (Bruker, Ettinglen, Alemania) de 4.7 Tedas
equipado con un sistema de gradientes de campo magnético de 6 cm de diametro
interno, capaz de acanzar un gradiente de 450 mT/m en 80 ps. Los experimentos para
el calculo de las distribuciones continuas de T2 consistieron en una serie de imagenes de
eco de espin a diferentes valores del tiempo de eco (TE) mientras €l valor del tiempo de
repeticion (TR) permanecio constante. Para los estudios de los productos formados
entre quitosano con f-lg se adquirieron 40 ecos con TE desde 15 a 600 ms. El “Field of
View” fue de 2.56 cm. En todos los casos €l valor de TR fue de 3s, la anchura de los
cortesde 1 mm y el tamafio de la matriz de 256x256. Para |os estudios de los productos
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formados a partir de quitosano en ausencia de proteina, se adquirieron 10 ecos con
valores de TE que variaron de 25 ms a 330 ms. El “Field of View” en este caso fue 1.5
cm. Los datos adquiridos en e espectrometro fueron transferidos a un PC para €l
célculo de las distribuciones continuas de T2. El clculo de dichas distribuciones se
llevo acabo mediante la aplicacion AnalyzeNNLS. Para cada muestra se trazd un ROI
que ocupaba la mayor parte del producto. De cada ROI se obtuvo la distribucién
continua de T2 a partir de la curva de decaimiento de T2 mediante e programa
AnayzeNNLS.(http://sourceforge.net/proj ects/anal yzennls/)

8. ANALISISESTADISTICO

El andlisis estadistico de los experimentos realizados en este trabajo de tesis se llevo a
cabo con e programa Statgraphics Plus 5.1. Se realiz6 un andlisis de varianzas ANOV A
simple. Diferencias de p<0.05 se consideraron estadisticamente significativas. El test de
contraste multiple de rango (Test de Duncan) fue usado para determinar si los valores
medios fueron significativos (p<0.05) cuando la comparacion fue llevada a cabo entre

maéas de dos muestras.

La Tabla I11.3 que aparece en la pagina siguiente, muestra un resumen con las
determinaciones de propiedades funcionales llevadas a cabo en las muestras resultantes

de la modificacion de quitosano.
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Tabla. 111.3. Propiedades funcionales determinadas en las muestras obtenidas por modificacion de

guitosano.

Actividad Actividad Fermentacién Propiedades Propiedades

antioxidante  antmicrobiana “in vitro” emulgentes gelificantes

COS obtenidos a
partir v v v
de Qs 1y Qs 3 por
despolimerizacién con

quitosanasa

Qs A:p-lg v v v
Qs B:p-lg v v v
MRPs Qs Al:p-lg P P
Qs A v v
Qs B v v
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1. ESTUDIO DE QUITOSANOS MODIFICADOS MEDIANTE
DESPOLIMERIZACION ENZIMATICA

Las propiedades quimico-fisicas del quitosano, como su flexibilidad en solucion
(Anthonsen y col., 1993; Ottay y col., 1996), sus propiedades reoldgicas (Wang y col.,
1991) vy la cristalinidad (Harish Prashanth y col., 2002) dependen de caracteristicas
inherentes a polimero como son & DA, e patron de distribucién intramolecular de
grupos acetilados en la cadena del polimero (PA) y & peso molecular promedio (My,).
Estas caracteristicas, a su vez, afectan a la afinidad entre laenzimay e quitosano para
que se produzca su degradacion y a las posteriores caracteristicas estructurales y
quimico-fisicas de los COS (Li y col., 2007). Por tanto, en este capitulo se pretende
establecer unarelacion clara entre las caracter isticas quimico-fisicas inherentes de los
COS vy la actuaciéon enzimética; y a su vez, con las propiedades funcionales de los
productos de degradacién obtenidos. Para ello, la despolimerizacion enzimética se llevo
acabo en quitosanos con diferente grado de acetilacion (DA).

En muchas ocasiones se encuentran discrepancias en los resultados obtenidos por
distintos investigadores en lo que se refiere a propiedades bioldgicas de los quito-
oligosacéridos. Las cualidades de las fracciones de COS van a depender principa mente
de laforma de obtencidn de éstos, pero hay que tener en cuenta que, en los resultados de
sus caracteristicas quimico-fisicas, van a influir en agunos casos las técnicas
empleadas. De ahi la importancia dada al objetivo que se pretende llevar a cabo en este

capitulo

Las muestras de partida empleadas en este estudio fueron quitosanos purificados de
acuerdo con € método descrito en el apartado 2 de Materidesy Métodos. El DA, € M,
y € M,, de los quitosanos se determiné mediante los apartados 4.1y 4.2 de Materiales y
M étodos respectivamente y se muestran en la Tabla 1V.1. Debido a la estrecha relacion,
como previamente se mencionaba, entre las caracteristicas quimico-fisicas del quitosano
y la forma de actuacion de la enzima, se comparé como afectaba una mayor diferencia

del valor de DA en € quitosano de partida.
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Tabla 1V.1. Caracteristicas quimico-fisicas de los quitosanos empleados en e estudio de

despolimerizacién enzimética.

M, (10°g/mol) M, (10°g/mol)
MUESTRA DA (%) Viscosimetria GPC
Qs1 14 645 179
Qs 2 22 731 294
Qs 3 35 475 261

Se llevo a cabo la reacetilacion del Qs 1 segin el método descrito en € apartado 3 de
Materiales y Métodos, y se obtuvo € Qs 3 que presentd un valor de DA un 21% por
encimadel DA del Qs 1 (14%) y un mayor M,, (261x10° g/mol) debido ala presenciade
mas residuos acetilados en su molécula. A su vez esta diferenciaen el DA permitié ver
también diferencias en las propiedades funcionales planteadas mas adelante en la
memoria, en las cuales también es conocido € efecto del porcentgje de grupos amino

presentes en € polimero.

El peso molecular promedio (My,) y € peso molecular viscoso (M,) fueron determinados
mediante distintas técnicas. La viscosimetria dio lugar a valores de M, mayores con
respecto a los obtenidos por |as otras técnicas. Esta técnica se utililiza por ser til en €
andlisis de rutina en la caracterizacion de quitosanos ya que es rapida y econdmica. Sin
embargo, la determinacion del peso molecular viscoso se ve influida por e solvente
empleado y la temperatura. En este caso se empled el solvente propuesto por Roberts y
Domszy (1982), pero se ha comprobado que la funcién para € céculo del M, dada por
estos autores es una funcién estética que supone una degradacion aeatoria del polimero
y que no tiene en cuenta la polidispersidad ni el DA (Kasaai, 2008). EI menor M,
encontrado en & Qs 3 reacetilado con respecto a Qs 1 del que se partié para su
obtencion podria deberse a que los residuos acetilados producen interacciones
intramoleculares y se producen fendmenos de autoagregacion dando lugar a soluciones

muchos menos viscosas (Hu y col., 2007).
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El seguimiento de lareaccion enziméticaen el Qs 1y el Qs 2 sellevo a cabo mediante

medidas de viscosimetria. La Figura IV.1 muestra la evolucion de viscosidad reducida

(viscosidad especificalc, siendo c¢ la concentracion) en funcion del tiempo de reaccion

seleccionado para cada enzima. Debido a la completa extension de las cadenas de

quitosano en la solucion del tampdn correspondiente dependiendo de la enzima

empleada, un cambio de viscosidad en las soluciones puede reflgjar el cambio en €

grado de polimerizacion de lacadenalineal del polimero (Zhang y col., 2001).
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FiguraIV.1l. Viscosidad reducida frente a tiempo de despolimerizacién para Qs 1y Qs 2 degradado con

a) lisozimay b) quitosanasa.

La actividad degradativa de la lisozima resulté similar sobre ambos quitosanos. La

viscosidad disminuyo6 drasticamente durante las dos primeras horas de la reaccion de

despolimerizacion enzimatica, decreciendo muy ligeramente en las horas siguientes. A
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pesar de existir estudios en los que se recomienda la adicion de lisozima fresca después
de 72 horas de reaccion, no se observaron cambios importantes en la viscosidad
reducida de las muestras a este tiempo. Este hecho sugiere, por tanto, que la
degradacion comienza a ser més lenta, no debido alainactivacion de lalisozima, sino a
que esta podria no ser capaz de hidrolizar los enlaces glicosidicos que van quedando
(Verheul y col., 2009).

En e caso del enzima quitosanasa también existié un descenso considerable de
viscosidad durante la primera hora. Al finalizar la reaccion se alcanzaron valores de
viscosidad reducida cercanos a cero en los dos quitosanos. A pesar de que con
quitosanasa parece ser que a las 48 horas de incubacion no tiene lugar una
despolimerizacion mas profunda, porque € valor de viscosidad reducida permanece
précticamente constante, hay que tener en cuenta el efecto favorable de un largo periodo
de incubacion. Se ha descrito que este efecto se asocia con un contacto prolongado entre
el quitosano y la enzima para que se produzca una mejor interaccion entre ellos y ayuda
ala formacion del complejo enzima-sustrato para la posterior formacion de productos
de degradacion (Abd-Elmohdy y col., 2010). A pesar de las diferencias en e mecanismo
de actuacion de las enzimas, la disminucion menos acusada de viscosidad a partir de un
determinado tiempo para ambas enzimas es esperable, ya que € mismo nimero de
escisones en una mezcla de moléculas de larga longitud permite una mayor
disminucion de la viscosidad frente al mismo nimero de escisiones, cuando existe una

mezcla de moléculas més cortas (Holme'y col., 2001).

Los valores de |as velocidades iniciales de degradacion (r medidas en g?/(dL?xmin)) se
pudieron determinar mediante la representacion de viscosidad A(1/(Nespecifica/C)) Medida
en g/dL frente al tiempo de degradacion segiin el método propuesto por Nordtveit y col.
(1994). Para una reaccion de primer o pseudo-primer orden la velocidad inicia de

degradacion r” viene dada por la ecuacion:

_ —d[S] _ [S]pxda
=== =====5

r
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Donde [So ¥ [§ son las concentraciones molares de los enlaces glicosidicos al
comienzo de la reaccion y a tiempo t respectivamente. Y o es el grado de escision (a
toma valor 0 para M=o y valor 1 para el peso molecular igual a peso de la unidad
monomeérica). Si DPny y DPn; son los grados de polimerizacién promedio cuando
comienza la reaccion (t=0) y a tiempo t respectivamente, para una reaccion de
despolimerizacion aeatoria de primer orden, la fraccion del nimero de enlaces
hidrolizados (Aa) es inicialmente proporcional a tiempo:

Donde k™ es una constante. Como fue visto anteriormente, para un tipo de distribucion

de peso molecular, la viscosidad intrinseca ([n]) se relaciona con el peso molecular

promedio viscoso, através de la ecuacion de Mark-Houwink-Kuhn-Sakurada:

Donde M, era el peso molecular promedio viscoso y kyy a son constantes dependientes

del solvente empleado y de latemperatura. Asumiendo que e exponente a esigua ala
unidad y que My (peso del mondmero M,=MyxDPn) es independiente del grado de N-
acetilacion, tenemos que:

Para concentraciones bajas de quitosano (c) es posible asumir que la viscosidad
reducida esigual alaviscosidad intrinseca (Nesgecifica/ = [N]). Como se mide la velocidad
de degradacion inicial avalores muy bajos de escision do/dt esigual a Aa/At.
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' =k x[S],

Puesto que se representan los datos de degradacion como A(L/(Nespecificd/C)) frente a
tiempo, la pendiente k obtenida experimentalmente esta relacionada con k™ a través de
k=k"/(KxMo).

Para una reaccion de degradacion de un polisacérido relativamente inflexible (a cercano
a 1) de primer orden y desarrollada de forma aleatoria, se obtiene que la grafica que
representa A(1/(Nespecitica/C)) frente al tiempo es lineal. Para la degradacion del quitosano
con las enzimas empleadas en este estudio esta representacion no es lined y la
pendiente k se determina por guste de los datos a curvas polinomiales de segundo

grado.

Como en los experimentos se expresa la concentracion de las disoluciones de quitosano
en g/dL, podemos expresar la velocidad r como r=kxc. Las unidades de r seran
g?/dL?xmin cuando las viscosidades intrinsecas se dan en dL/g. Las velocidades de

reaccion r y r” estan relacionadas por la ecuacion:

([SloxKxM,)
AIINCIND

’Aﬂ

_~

En € calculo de los valores de la velocidad, r, para |os distintos quitosanos empleados,
se ha de tener en cuenta que a transformar la pendiente de la curva k en r, € peso
molecular del monémero y €l valor de a (constante de Mark-Houwink-Kuhn-Sakurada)

son independientes de sus grados de acetilacion (Nordtveit y col., 1994).
La Figura IV.2 muestra la degradaciéon del Qs 1 con quitosanasa representada como

A(1/(Nespecifica/C)) frente a tiempo e indica € tipo de comportamiento no lineal que fue

encontrado paralos distintos quitosanos independientemente de la enzima empleada.
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Figura 1V.2. Incremento de 1/(nespecifica/c) frente a tiempo de degradacién para Qs 1 despolimerizado

con quitosanasa.

Este fendmeno indica que la despolimerizacion no ocurre a azar, ya que existen puntos
de escision enzimética distribuidos regularmente a lo largo de toda la cadena de
quitosano. Los resultados coinciden con los encontrados por otros autores en lisozima
(Nordtveit y col., 1994; Varum y col., 1997) y proteasa (Li y col., 2007). Si se observan
los valores de las velocidades iniciales de degradacion (r), estos aumentan al aumentar
el DA, en €l caso delalisozima (TablalV.2). Teniendo en cuentala mayor disminucion
de la viscosidad reducida con € tiempo de degradacion para Qs 2 de mayor DA
observada en la Figura IV.1, se podria concluir que la hidrdlisis con lisozima va mas
rapida cuanto mas similar ala quitina es e quitosano, ya que ésta es su sustrato original

en lanaturaleza

La lisozima no puede actuar sobre secuencias de GIcN y sobre segmentos en los que
existen pequefias fracciones de residuos de GIcNAc distribuidos aleatoriamente (Aiba,
1992). Segin Varum y col. (1996) esta enzima hidroliza al quitosano por los enlaces
AA-AA, y AA-AD, mientras que no podria hidrolizar a AD-AA y DD-AA o lo haria
muy |entamente. Estos resultados coinciden con lo publicado por Sashiway col. (1990)
ya que € Qs 2 tendria un valor de DA (22 %) mas proximo al que se plantea en su
trabajo de investigacion como valor Optimo para la actuacion de lisozima (30 %). Otros
autores, sin embargo, presentan resultados en los que € megor valor de DA del
quitosano para que esta enzimalo hidrolice es de ~ 56 % frente a quitosanos con valores

0 muy pequefios o muy altos de DA: 3y 89% respectivamente (Kuritay col., 2000).
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Tabla IV.2. Velocidad inicial de degradacién (r) para Qs 1 y Qs 2 despolimerizados con lisozima y

guitosanasa.

DA (%)

MUESTRA Qs inicial  r (dL?/g?xmin)
Qs 1-Lisozima 14 0,0005
Qs 2-Lisozima 22 0,0010

Qs 1-Quitosanasa 14 0,0250
Qs 2-Quitosanasa 22 0,0090

La quitosanasa demostrd inicialmente una actuacion enzimatica mayor en e Qs 1.
Ademés, se observo un aumento de la velocidad inicia de degradacion (r) a disminuir
el valor de DA dd polimero (Tabla IV.2). La quitosanasa de S. griseus pertenece a la
clase 1l y como se apuntaba en la introduccién, puede hidrolizar enlaces tanto de tipo
D-A como de tipo D-D en quitosanos parciamente acetilados. EI menor valor de DA
del polimero podria hacer mas probable encontrar secuencias de seis residuos de GIcN
distribuidos aleatoriamente por |os que quitosanasa tiene preferencia al comienzo de la

despolimerizacion enzimatica (Fukamizo y col., 1995).

En cuanto alainfluencia del peso molecular promedio (M) en la hidrélisis enzimética,
existen estudios en los que se demuestra una mejor actuacion de la enzima sobre
quitosanos de bajo peso molecular (Zhang y col., 2001). Las diferencias encontradas en
el estudio del seguimiento de |a degradacion mediante viscosimetria en € caso concreto
de Qs 1y Qs 2 parece que pudieran ser mas atribuibles al DA, pardmetro que parece ser
gue tiene una fuerte influenciaen & proceso de despolimerizacién enzimética.

1.2. Separacion y purificacion de los productos obtenidos mediante la

despolimerizaciéon enziméatica.

Una vez que se llevd a cabo la despolimerizacion enzimética de los quitosanos
presentados en la Tabla IV.1, se procedié a la separacion y purificacion de las

fracciones de COS mediante ultrafiltracion. Las fracciones obtenidas paralos Qs 1y Qs
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2 fueron separadas usando una célula agitadora de ultrafiltracion mediante membranas
de acetato de celulosa de tamafios de cortede 30, 10 y 3 x 10% g/mol segtin el método 1
descrito en el apartado 5.2 de Materiales y Métodos. Posteriormente estas fracciones de
COS se atomizaron y caracterizaron. Los rendimientos de atomizacion obtenidos en las
fracciones intermedias fueron aproximadamente del 5 % paralos COS obtenidos a partir

del Qs 1 con quitosanasay entre e 0.5-1% paralos obtenidos con lisozima.

Se tratd de establecer un protocolo Optimo para la obtencion de los COS a escala de
laboratorio con mayores rendimientos y purificacion, puesto que los COS obtenidos a
partir del método 1 parecian contener acetato del tampon del tratamiento enzimético, lo
que dificultaba su caracterizacién como se revela en resultados que se mostraran a
continuacion. De manera que, a partir de Qs 1 despolimerizado de nuevo y Qs 3, se
llevaron a cabo agunos pequefios cambios en el sistema de trabajo de separacion y
purificacion empleando el método 2. Este consistio en el uso de un sistema de filtracion
tangencial acoplado a un sistema de concentracion con una bomba peristaltica que
permitié separar un mayor volumen de solucion y a una mayor velocidad. Las
membranas de corte molecular empleadas fueron de 30, 10 y 5 x 10° g/mol. Una vez
separadas las fracciones F 30, F 10-30, F 5-10 y F 5 se dializaron para una purificacion
méas completa. Por ultimo se procedié a la liofilizacion de las soluciones de los COS
siendo los rendimientos obtenidos en las fracciones intermedias aproximadamente del
6% para los COS obtenidos a partir del Qs 1 con quitosanasa y aproximadamente del
0.5% paralos obtenidos con lisozima. Aunque los valores de rendimientos no aparezcan
mayores que los de los COS procedentes del método 1, hay que tener en cuenta que
estos ultimos no fueron purificados y por tanto los rendimientos fueron sobrestimados,

por lo que € método 2 sirvid para aumentar en purezay cantidad los COS obtenidos.

1.3. Caracterizacion quimico-fisica de los quito-oligosacaridos (COS)

Puesto que tanto el M,,como el DA son dos de las caracteristicas principales que afectan
a las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de quitosano y sus derivados (Aranaz y
col., 2009), se hizo necesario € andlisis estructural y la determinacién de dichas
caracteristicas quimico-fisicas en las fracciones de COS obtenidas con € fin de

establecer una relacion con sus potenciales propiedades funcionales. Para poder
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establecer una relacion mas exhaustiva con las propiedades estudiadas, ademas se
llevaron a cabo estudios estructurales de las distintas fracciones de COS mediante

espectrometria de masas de ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF-MS).

1.3.1. Andliss estructural de los productos obtenidos mediante la

despolimerizacion enziméatica

La caracterizacion estructural de los distintos heterooligosacaridos se llevd a cabo
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). La espectroscopia de
3C-RMN es una técnica muy sensible a cambios en el orden de estructura local. Puesto
que tras la despolimerizacion de quitosano se obtienen oligdmeros de pocos residuos de
N-glucosamina, se compararon los espectrogramas de las fracciones de los COS con €

de glucosamina.
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Figura IV.3. Espectro de**C-RMN de @) COS F 10-30 Qs 1-Quitosanasa obtenidos mediante el método 1

y b) glucosamina.

La Figura IV.3 muestra el espectro de *C de la F 10-30 obtenida a partir del Qs 1
despolimerizado con quitosanasa comparado con el espectro de *C de glucosamina. Las
sefides a58.8, 63.1, 73.2, 77.7, 79.3 y 100.6 ppm se atribuyeron alos C-2, C-6, C-3, C-
5, C-4 y C-1de la estructura del polimero. La asignacion de las sefiales esta basada en
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los datos encontrados en la bibliografia (Saitd y col., 1981; Fukamizo y col., 1991).
Ademés, como consecuencia de la despolimerizacion, se pudo observar como la sefid es
correspondientes a los C-1 a y B anoméricos presentes arededor de 90 y 95 ppm
disminuyeron en intensidad relativa respecto a las sefiales correspondientes a los
carbonos internos de las unidades repetidas de glucosamina en las cadenas de los COS,
que aumentaron. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Domard y Cartier
(1989). En € caso de las sefiales correspondientes a glucosaminag, éstas se encontraron

solapando con €l resto de la cadena del quitosano.

La Figura 1V.4 muestra e espectro de 'H-RMN para Qs 1 y sus COS F10-30
procedentes de la despolimerizacion con quitosanasa mediante e método 1y el método
2. Este experimento en las distintas fracciones de COS permitio, a igual que los
espectros de *C elucidar su estructura de forma sencilla mediante las sefides
caracteristicas de los H (1-6) resonando a mismo desplazamiento quimico que en €
quitosano de partida. Por otra parte, se obtuvo informacion acerca de la presencia de
residuos acetilados y desacetilados en las muestras. En relacion a los desplazamientos
quimicos de las sefiales correspondientes a |os protones, se conoce que |os protones del
C anomérico del extremo reductor resuenan a 5.43 ppm para la unidad GIcN y a 5.19
ppm para la unidad GICNAc (Ishiguro y col., 1992), mientras que las unidades internas
GIcN y GIcNAc resuenan a4.9 y 4.6 ppm (Varum y col., 1991). En base a estos datos,
parece ser que las sefiaes correspondientes a los protones de las unidades internas se
encuentran enmascaradas por la sefia del agua. Por otro lado, en e Qs 1 las seflales
observadas a 5.33 y 5.03 ppm podrian asignarse a los H-1 del extremo reductor de las
unidades GIcN y GIcNA ¢, respectivamente.

Las intensidades relativas entre las sefiales también sugieren que la cantidad de residuos
desacetilados situados en |os extremos reductores son mayores que |os acetilados para €
Qs 1 que presenta un bajo DA. En € caso de los COS F 10-30 del Qsl-Quitosanasa
obtenidos mediante el método 1, e brusco descenso de las intensidades relativas de los
protones presentes sugirio la menor pureza'y mayor contenido en acetato procedente del
tampdn, respecto a las sefiades de los COS F 10-30 obtenidos con la misma enzima con
el méodo 2. Esto, ademas pudo comprobarse por la intensa sefid a 2.5 ppm gque se
asigna a proton presente en e grupo CHg de los grupos acetilados en la estructura del

quitosano, y que en este caso se estaba sumando a la de los protones del CH3 del

105



B R-suitadosy Discusion

acetato. En esta misma fraccion solo se mostré |a presencia de unidades desacetiladas a
5.33 ppm. Se cree que la menor solubilidad de los residuos acetilados ha provocado que
estos no hayan sido recuperados en su totalidad tras la atomizacion.
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Figura IV.4. Espectro de *H-RMN de a) COS F 10-30 Qs 1-Quitosanasa obtenidos mediante el método
1b) COs F 10-30 Qs 1-Quitosanasa obtenido mediante el método 2y c) Qs 1.

En e caso de los COS F 10-30 obtenidos por €l método 2 (Figura 1V.4b), se mantuvo la
intensidad de |as sefiales de todos |os protones de la estructura del quitosano de partida,
denotando la presencia de un producto de mayor pureza. En cuanto a las sefales
correspondientes a las unidades de GIcN y GIcNAc del extremo reductor, no se
apreciaron diferencias importantes en las fracciones de COS intermedias obtenidas por
el méodo 2, por 1o que se procedié ala determinacion del DA mediante el método de la
primera derivada cuyos resultados se muestran mas adelante en la memoria. Los
espectros de *H-RMN de la F 3 obtenida a partir de Qs 1 y Qs 2 mediante e método 1
no permitieron la asignacion de las sefides de los protones correspondientes a la
estructura del quitosano, por lo que se consideré un rendimiento insuficiente en COS en

esta fraccidn para su andlisis posterior.
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1.3.2. Determinacion del peso molecular promedio

El peso molecular promedio (M,,) del quitosano afecta a la flexibilidad de la cadena del
polimero en solucion, lo que a su vez afecta a su afinidad por la enzima en reacciones de
hidrdlisis (Li y col., 2007). La cromatografia de exclusion molecular (GPC) es uno de
los métodos més empleados para la determinacion de pesos moleculares promedio y
distribuciones de pesos moleculares en polimeros. La Figura IV.5 muestra los perfiles
cromatogréficos de GPC de las fracciones ultrafiltradas de COS obtenidas para Qs 1y
Qs 2 por e método 1. Las fracciones de menor M,, se fueron detectando a volimenes
de elucion mayores. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos mediante
viscosimetria (apartado 1.1) y demuestran que la actuacion inicial de ambas enzimas
probablemente sigue un mecanismo de endo-accion, en el cud las enzimas producen la
escision de la cadena en enlaces glicosidicos internos, produciéndose un descenso
rapido del peso molecular promedio del polimero (Li y col., 2007). Una modificacion
mas raentizada a partir de cierto tiempo de actuacion de la enzima (lo que pudo
comprobarse mediante €l seguimiento de la viscosidad reducida), podria estar teniendo
lugar como consecuencia de que a las enzimas cada vez les cuesta mas encontrar

enlaces alos que atacar.
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Figura|V.5. Perfiles cromatograficos de GPC para a) Qs 1-Quitosanasay b) Qs 2-Lisozima.

En generd, las distribuciones de peso molecular promedio obtenidas fueron muy
polidispersas y en agunos casos se encontraron distribuciones bimodales, o que se

atribuye por un lado a la polidispersidad ya implicita en €l quitosano de origen, y ala
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mezcla heterogénea de las fracciones, puesto que €l peso molecular promedio de estas
se encuentra dentro de un intervalo que se ha establecido en funcion del sistema de
separacion. La bagja intensidad de las sefiales se atribuyd de nuevo al menor grado de

pureza de las muestras obtenidas por e método 1.

Algunos autores proponen que los quitosanos de bao peso molecular son mas
susceptibles de una mayor degradacion enzimética (Zhang y col., 2001; Li y col., 2007).
Sin embargo, esta actuacion dependera del tipo de enzima utilizada para la hidrdlisis y
también se deberia tener en cuenta independientemente del M,, € patron de la
distribucion de distintos residuos en e polimero, aleatorio o no, en funcion de lo cua
habria mayor o menor posibilidad de encontrar seis monomeros juntos con la
distribucion de residuos de GIcN y GIcNAc necesaria para dar lugar a una hidrdlisis

més efectiva (Varum y col., 1996).

Los valores de peso molecular promedio alcanzados en las distintas fracciones de los
COS se muestran en lasiguiente tabla (Tabla 1V .3).

Tabla IV.3. Valores de peso molecular promedio (M,,) paralos COS obtenidos por despolimerizacion de

Qs 1y Qs 2 conlisozimay quitosanasa mediante el método 1.

M, M, M, M,
(10° g/mol) (10° g/mol) (10° g/mol) (10° g/mol)
Qs inicial F 30 F 10-30 F 3-10
Qs 1-Lisozima 179 112 - -
Qs 1-Quitosanasa 179 176 8 4
Qs 2-Lisozima 294 39 4 1
Qs 2-Quitosanasa 294 31 9 5

*F 10-30y F 3-10 Qs 1-Lisozima no cuantificada por ata polidispersidad presentada en la muestra.

Las diferencias de M,, en las muestras empleadas en este apartado para la degradacion
enzimética no son muy grandes. Teniendo en cuenta € resultado encontrado en las
fracciones F30, paralas cuaes se selecciono e dato de M,, correspondiente a longitudes
de cadenas mas cortas encontradas (puesto que en algunos casos existio distribucion

bimodal por la presencia de agregados), e M,, fue menor en aguellas obtenidas a partir

108



Resultados y Discusion ||

de Qs 2 de mayor M, independientemente de la enzima empleada. Este hecho se
relaciona con la via de desacetilacion por la que se obtuvieron los quitosanos de partida.
El Qs 1 fue obtenido por desacetilaciéon homogénea, por lo que presentaria una
distribucion aeatoria de los diferentes residuos en la cadena del polimero (Varum vy
col., 1996), pudiendo ser més dificil la actuacion enzimatica inicialmente. En el caso del
Qs 2 obtenido por desacetilacion heterogénea, este proceso daria lugar a una
distribucion no aeatoria de unidades con residuos de GIcN en la cadena de quitosano,
siendo mas probable encontrar segmentos de |a cadena de seis monémeros con residuos
de GIcN, por los que la quitosanasa tendria mas afinidad o segmentos de seis unidades
mondmericas con tres residuos aternos de GIcNAc por los que la lisozima tiene mayor
afinidad (Fukamizo y col.,1995). El hecho de que en 1a F30, & M,, encontrado para Qs2-
Quitosanasa sea menor con respecto a Qs 1-Quitosanasa y sin embargo, la viscosidad
reducida encontrada fuese similar en ambos casos (véase apartado 1.1.) se atribuye a la
presencia de cadenas de mayor longitud existentes en el caso del Qs 2, que dieron lugar

a agregados.

Los resultados encontrados en las otras fracciones estudiadas F10-30 y F3-10
demuestran también que la despolimerizacion tuvo lugar hasta la formacion de
fragmentos menores del polimero. Sin embargo, |os pesos moleculares determinados en
algunas de las fracciones, no corresponden con €l intervalo dentro del cua deberian
encontrarse segun el sistema de separacion empleado, siendo menor en algunos casos.
Se debe tener en cuenta que € M,, que se calcula es un promedio de peso molecular de
todos los tamafios de cadena presentes en la mezcla. Ademés, Cheny col. 2010 aluden a
la complicacion de establecer un intervalo unificado de pesos moleculares promedio
mediante membranas de corte de ultrafiltracion en los COS. También hay que tener en
cuenta la dta viscosidad del quitosano en solucién, que puede contribuir a la
obstruccion parcial de las membranas por su acumulacion en los poros (Kim vy
Rajapakse., 2005). Esto ocurre sobre todo en € caso de las F 30, de ahi la ata
heterogeneidad y polidispersidad de estas fracciones.

Por otro lado, se obtuvieron los perfiles cromatogréficos mediante GPC detectados
mediante Light Scattering Evaporativo (ESL) en funcién de la concentracion de
moléculas para todas las fracciones de COS obtenidas (F 30 F 10-30 F 5-10y F 5) a

partir de Qs 1 y Qs 3 sometido a despolimerizacion con lisozima y quitosanasa y
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obtenidos mediante e método 2 (Figura IV.6). Los resultados fueron similares a los
obtenidos con Qs 1y Qs 2 mediante el método 1 y mostraron que la despolimerizacion
estaba teniendo lugar mediante el cambio de |os perfiles de las fracciones de COS hacia
volumenes de elucion mayores a medida que su M,, iba disminuyendo. En genera,
ambos quitosanos presentaron unas distribuciones de peso molecular promedio muy
polidispersas. Los picos cromatogréficos cambiaron a picos més estrechos a medida que
fue disminuyendo € M,, de las fracciones de COS que fueron eluyendo a volimenes
mayores. Sin embargo, en la fraccién més pequefia obtenida F 5 volvié a aumentar

ligeramente |a polidispersidad.

Solvente

2 4D BD AD TD 0 WD BT WD IND Z0 M0 AF AN IO
s

Qs 1 - Lisozima Qs 3 - Lisozima ‘

g [ Solvente 9“’ ﬂ M}

Figura 1V.6. Perfiles cromatogréficos de COS obtenidos a partir de Qs 1 y Qs 3 con quitosanasa y
lisozima mediante el método 2.

A partir de estos perfiles cromatogréficos, por extrapolacion en una curva de calibrado
de quitosanos de peso molecular conocido, se obtuvieron los valores del M, para cada

uno de las fracciones de COS (Tabla IV.4). Al observar la F 30 se cumple, como se
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venia viendo hasta ahora, que existe una mayor hidrélisis del Qs 3 por parte de la

lisozima, ya que presenta un DA préximo al descrito como Optimo.

Tabla 1V.4. Valores de peso molecular promedio (M,,) paralos COS obtenidos por despolimerizacion de

Qs 1y Qs 3 conlisozimay quitosanasa mediante el método 2.

M, M, M, M, M.
(10° g/mol)  (103g/mol)  (10°g/mol)  (10°g/mol)  (10°g/mol)
Qs inicial F 30 F 10-30 F 5-10 F5
Qs 1-Lisozima 179 64 4 1 0.6
Qs 1-Quitosanasa 179 31 17 12 3
Qs 3-Lisozima 261 21 3 1 0.3
Qs 3-Quitosanasa 261 30 18 8 2

Verheul y col. (2009) ya observaron la mayor susceptibilidad de derivados de quitosano
reacetilados (DA 55%) a la hidrdlisis de lisozima frente a quitosanos con bajo DA.
Cuando se empled quitosanasa, la degradacion enzimatica resulto ser semejante en los
dos quitosanos empleados, debido quizés a la distribucion aeatoria de |os residuos en
ambos quitosanos que han sido obtenidos por desacetilacién homogéneay reacetilacion.
L os resultados encontrados en |as otras fracciones fueron similares a los obtenidos para
el Qs 1y Qs 2 obtenidos mediante e método 1.

1.3.3. Determinacion del grado de acetilacion

En el caso de las fracciones de COS obtenidas a partir de Qs 1 y Qs 2 con quitosanasay
lisozima mediante € método 1, € contenido en acetato de estos COS, que se vio que
estaba presente en los experimentos de andlisis estructural por RMN, interfirid en este
método. Esto es debido a que e acetato absorbe a la longitud de onda a la que se

determinala N-acetilglucosamina, 1o que dio lugar avalores muy bagos de DA .

Los valores de DA se obtuvieron mediante el método de la primera derivada descrito en
el apartado 4.1 de Materiales y Métodos para las diferentes fracciones de COS de Qs 1
y Qs 3 que se purificaron y separaron mediante el método 2 (Tabla 1V.5). Se comprob6
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que los valores de DA, en todas las fracciones obtenidas a partir de ambos quitosanos y
empleando lisozima y quitosanasa, excepto en F 5 para Qs 1-Quitosanasa, fueron

superiores a DA del quitosano de partida.

TablalV.5. Vaoresde DA (%) paraQs 1y Qs 3 despolimerizdos con lisozimay quitosanasa mediante el
método 2 (n=3).

DA (%) DA (%) DA (%) DA (%) DA (%)

Qs inicial F 30 F 10-30 F 5-10 F5
Qs 1-Lisozima 14+0.8 2015 18+2.7 37+1.8 39+1.2
Qs 1-Quitosanasa 14:0.8 23+35 18+1.6 17+1.6 8+0.7
Qs 3-Lisozima 35+2.5 43+10 38+15 47+17 50+1.4
Qs 3-Quitosanasa 35+2.5 47+2.0 46+15 38+1.7 37+0.7

Se ha relacionado la despolimerizacion con la disminucion del valor del DA en la
despolimerizaciéon de quitosano con pepsina, papaina y pronasa como consecuencia de
la desacetilacion simulténea del quitosano (Vishu Kumar y col., 2004a; 2004b). En
algunas investigaciones se ha observado que la despolimerizacién no provoca cambios
importantes sobre e DA (Kittur y col., 2003b; Abd-Elmohdy y col., 2010). Sin
embargo, en este caso los valores de DA mostraron que la desacetilacion no estaba
teniendo lugar y este aumento de DA podria deberse a la contribucién de la mezcla
heterogénea de oligosacaridos de distinto grado de polimerizacion (DP) y DA (Vishu
Kumar y col., 2005). Por otro lado, si se tiene en cuenta la diferente forma de obtencion
de los quitosanos, uno obtenido por desacetilacién homogénea (Qs 1) y otro por
reacetilacion del mismo (Qs 3) esto daria lugar a una distribucion aleatoria de la cadena
del polimero de los residuos GIcN o de los GICNAC en la reacetilacion. En e caso de la
lisozima, su hidrdlisis sobre enlaces de tipo AA-AA, y AA-AD hace que sea esperable
encontrar un bajo porcentaje de grupos desacetilados frente al de acetilados, pudiendo
originar pocos extremos AD que pasen a las fracciones mas pequefias, y menos en €
caso del Qs 3 de mayor DA. Por otro lado, en el caso de la actuacion de la quitosanasa,
ésta no daria lugar a un alto porcentaje de grupos desacetilados debido a que seria mas
dificil que encontrar a enlaces de tipo D-A o D-D al ser la distribucién mas aleatoria.
Igualmente seria més dificil en € caso de Qs 3, que ademas tiene pocos residuos
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desacetilados. En la F 5 obtenida a partir de Qs 1 mediante quitosanasa, € DA
disminuyd hasta un 8%. Esto podria ser debido a que la enzima tuviera mas facilidad
para encontrar residuos de tipo D-A y D-D, a medida que se encontrara cadenas mas

cortas.

1.34. Andlisisdd patron dedistribucion intramolecular de grupos acetilados

La despolimerizacion puede producir cambios en la estructura primaria 'y superior del
quitosano, dando lugar a modificaciones en la distribucién de residuos de GICNAc, en €
nimero de extremos reductores, en la disposicion y conformacion de las cadenasy en la
cristalinidad. El estudio del patron de distribucién de residuos de GIcN y GIcNAc (PA)
en la cadena del polimero se llevo a cabo mediante espectrometria MALDI-TOF-MS.
Esta es una técnica de alta sensibilidad que ofrece la posibilidad de estudiar como se ha

producido la degradacion enzimética a nivel molecular (Dennhart y col., 2008).

En general, los resultados mostraron que se habia obtenido una mezcla de COS con
diferentes grados de despolimerizacion en funcion de la enzima y € quitosano
empleado, encontrandose COS con el mismo DP pero con diferente nimero de residuos
acetilados en posiciones distintas. Estos resultados son similares a los perfiles obtenidos

por espectrometria de masas por otros autores (Caigin y col., 2008; Xiey col., 2009).

En € caso de la despolimerizacion con lisozima, los productos mayoritarios
encontrados derivados de la accion de la enzima presentaron un mayor contenido de
residuos acetilados con respecto a los encontrados en los productos obtenidos con
quitosanasa (Figura IV.7). El nimero de residuos acetilados oscilé entre un valor
maximo de 11-16 dependiendo de la fraccién y € quitosano. Para la fraccién F3-10
obtenida para € Qs 2, sobre €l que se ha visto que esta enzima tendria una mayor
afinidad, se obtuvieron mezclas de heterooligosacéridos con un DP comprendido entre
3-30 mondmeros (Figura 1V.7a). La distribucion de residuos hallados dentro de estas
cadenas fueron: DiA;, D3Ai, DoA4, D3As, DsAz D7As, DsAg Yy DgAip como
distribuciones mayoritarias dentro delos DP 3, 4, 6, 9, 12, 13, 15 y 18 respectivamente.
La F 10-30 para este mismo quitosano presentd un contenido de residuos acetilados
altos pero menor con respecto a la F 3-10 siendo 13 € nimero maximo de residuos

acetilados en una cadena
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Figura IV.7. Patrén de distribucion de grupos acetilados (PA) mediante MALDI-TOF MS de la F 3-10

obtenida a partir de @) Qs 2-Lisozimay b) Qs 2—-Quitosanasa.

En e caso del Qs 1, los COS presentaron menor nimero de residuos acetilados con
respecto a Qs 2. Segiin Varum y col. (1996), la lisozima hidroliza al quitosano por los
enlaces AA-AA, y AA-AD, mientras que no podria hidrolizar a los enlaces AD-AA y
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DD-AA o lo haria muy lentamente, de ahi la mayor probabilidad de actuacion de esta
enzima sobre & Qs 2 de mayor DA (22%).

En e tratamiento con quitosanasa, los productos mayoritarios encontrados derivados
de la accién de la enzima presentaban un perfil en e que destacaban los picos de
productos totalmente desacetilados (Figura 1V.7b). El nimero méximo de residuos
acetilados encontrado en todas las fracciones estudiadas a partir de los dos quitosanos
fue tres. Los residuos fueron del tipo DnmAm siendo m=0-3 y tomando n un valor
comprendido entre e vaor minimo y maximo del grado de polimerizacion. La
existencia de un ato contenido de residuos GIcN indica que la enzima hidrolizd
preferentemente los enlaces tipo A-D o D-A y no enlaces de tipo D-D. Hay que tener en
cuenta que la quitosanasa de S. griseus pertenece a la clase Il y puede hidrolizar
enlaces tanto del tipo D-A como del tipo D-D en quitosanos parcialmente acetilados. De
hecho, los residuos GICNAc son importantes para una hidrélisis efectiva de la
quitosanasa ya que son un requisito imprescindible para la union a su centro activo
(Tanabe y col. 2003). Estos resultados son coincidentes con los resultados publicados
por Yapani y Halls. (1984) para e caso de la quitosanasa de Bacillus circulans que
tiene una especificidad de sustrato similar a la de quitosanasa de S. griseu utilizada en
este trabgjo. La diferencia més notable en cuanto a la distribucion de residuos en la
cadena polimérica entre los dos quitosanos, fue encontrada en laF3-10, que parael Qs 1
se encontraron cadenas poliméricas con un DP comprendido entre 6-19 mondmeros y
parad Qs 2 con un DP comprendido entre 4-30 mondmeros, mostrandose de nuevo una
mayor actuacion de la quitosanasa sobre el quitosano de menor DA en € que, aparte de
hidrolizar enlaces de tipo D-A, seria probable que encontrara una mayor proporcion de
D-D también para hidrolizar y se llegaria hasta grados de polimerizacion méas bajos,
resultados coincidentes con los encontrados por viscosimetria en € apartado 1.1. Los
grados de polimerizacién encontrados en la F 10-30 (Qs 1 DP 4-33 y Qs 2 DP 4-37)
fueron similares en ambos quitosanos. Por otro lado, en las fracciones F 3-10 y F 10-30
de Qs 2 habria una mayor proporcion de cadenas con grupos acetilados (maximo 3
residuos acetilados por fragmento. El hecho de que no existan diferencias muy grandes
entre la F 3-10 y F 10-30 vuelve a mostrar que no existe una separacion precisa
mediante |las membranas de ultrafiltracion, debido probablemente a la conformacién del
polimero en la solucidn; y esto da lugar a fracciones muy heterogéneas en cuanto a

longitud de las cadenas.
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Por otro lado se llev6 acabo el estudio de ladistribucion de residuos de GIcN y GICNAC

en las fracciones obtenidas a partir de Qs 1 y Qs 3 mediante el método 2 (Figura |V .8).

L os productos mayoritarios derivados de la accion de la lisozima presentaron un mayor
contenido de residuos acetilados con respecto a los encontrados en los productos
obtenidos con quitosanasa, como ya se habia visto anteriormenteen € Qs 1y Qs 2. En
el caso del Qs 1 en las dos fracciones maés pequefias F 5-10 y F 5, € DP detectado fue
semeante oscilando entre 4-30 mondémeros, y encontrandose secuencias con un alto
numero de residuos acetilados y desacetilados. La secuencia con e maximo nimero de
ambos residuos en estas fracciones fue DigAj, para F 5-10 y DisAjo para F 5, siendo

mayoritarias las secuencias con un nimero intermedio de residuos acetilados.

En e Qs 3 & nimero de residuos acetilados también fue ato. El DP de las fracciones
analizadas oscil6 entre 3-32 unidades monomeéricas. En la F 10-30 la secuencia més
acetilada que se encontré fue DisAg, Sendo las secuencias mayoritarias las de seis
residuos acetilados. En las fracciones mas pequefias F 5-10 y F 5 € nimero de residuos
acetilados dentro de una secuencia fue mayor: D1sA11 Y D13A1; respectivamente, siendo
el nimero mayoritario de secuencias de seis y siete residuos acetilados. Como
iniciamente el Qs 3 presenta un mayor DA, la lisozima tendria mayor probabilidad de
encontrar enlaces de tipo A-A por los que tiene més especificidad. Una vez iniciada la
hidrdlisis, mayoritariamente podrian existir secuencias alternas de residuos acetilados y
desacetilados y por €llo € nimero de estos sigue siendo elevado en los
heterooligosacaridos encontrados en las fracciones més pequefias. Cabria esperar que
para este quitosano con un DA cercano a valor optimo de la actuacion de la enzima la
hidrdlisis fuera mayor. Sin embargo, debemos tener en cuenta que se trata de un
quitosano reacetilado en € que la distribucion de residuos acetilados se produce de

formadeatoriay por elo las diferencias entre un quitosano y otro no son tan grandes.
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Figura 1V.8. Patrén de distribucion de grupos acetilados (PA) mediante MALDI-TOF MS de la F 5-10
obtenida a partir de a) Qs 3-Quitosanasay b) Qs 3-Lisozima.

Los productos mayoritarios derivados de la accion de la quitosanasa sobre e Qs 1
presentaron un perfil en & que destacaban las sefiales de productos totamente
desacetilados, presentando un maximo de tres residuos acetilados. La F 5-10 presento
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residuos dedl tipo DnmAm siendo m=0-3 y tomando n un vaor comprendido entre el
valor minimo y méximo del grado de polimerizacién. El DP para esta fraccion presento
de 3-25 mondmeros,encontrandose solo un residuo triacetilado en una de las secuencias:
DisAs. La F 5 presentd también un solo residuo triacetilado. De nuevo se vuelve a
comprobar que la enzima hidrolizé preferentemente enlaces tipo D-A y no enlaces D-D
por el elevado nimero de grupos desacetilados que quedaron sin hidrolizar. Ademés de
por e tipo de enzima, que como se apuntaba anteriormente hidroliza enlaces con grupos
acetilo, pudiera ser que cada vez encontrara menos enlaces especificos que atacar como
ya se sugeria anteriormente. En e caso del Qs 3 los productos obtenidos con
quitosanasa presentaron un perfil en la distribucion de residuos GICNAc y GIcN muy
diferente al encontrado normalmente con la actuacién de esta enzima. Hay que tener en
cuenta que € quitosano del que partimos tiene un DA del 35 %, por o que es esperable
encontrar més unidades acetiladas en este caso y puede ser que la actuacion de la
enzima no esté tan favorecida con estos valores de DA. En la F 5-10 y F 10-30 se
detectaron moléculas de précticamente & mismo DP~4-34, presentdndose en las
moléculas como maximo un nimero de 11 y 13 residuos acetilados y 21 residuos
desacetilados en ambas fracciones, siendo mayoritarias las secuencias con un nimero
intermedio de residuos acetilados. Pudiera ser que en este caso la enzima rompiese méas
0 menos por igua enlaces tipo A-D, D-A o D-D, hasta llegar un punto en & cua se
pudiera saturar. La F 5 presentd un DP de 3-18 unidades monomeéricas, siendo 6 €l
nimero maximo de unidades acetiladas y predominando las secuencias di y
triacetiladas.

La Tabla 1V.6 muestra un resumen con los DP y & numero maximo de residuos
acetilados encontrado en las fracciones obtenidas a partir de Qs 1 y Qs 2 mediante el
método 1 y de Qs 1 y Qs 3 mediante el método 2. En general, se puede establecer que
en € caso de los COS obtenidos partir de Qs 1y Qs 2, laactuacién de la lisozima da
lugar a un mayor nimero de residuos acetilados en e caso del Qs 2, por € que tiene
mayor afinidad, y en e que existe una distribucion no aeatoria de los residuos
acetilados inicialmente. La actuacion de la quitosanasa, sin embargo, da lugar a COS
con un maximo de tres residuos acetilados en sus moléculas independientemente del
quitosano empleado, siendo mayor la proporcion de cadenas con grupos acetilados
presentes en el caso del Qs 2, de mayor DA. En los COS obtenidos a partir de Qs 1y

Qs 3 mediante lisozima existe un ato nimero de residuos acetilados en ambos
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quitosanos en los que existe una distribuciéon aeatoria iniciamente de los residuos
acetilados. En el caso de quitosanasa, fue mayor e contenido de residuos acetilados en
el caso delos COS obtenidos a partir del Qs 3 por e que tendria menor afinidad al tener
una alto DA. Estos resultados coinciden con los obtenidos mediante la determinacion
del DA en Qs 1y Qs 3 por € método de la primera derivada.

Tabla 1V.6. Vaor de intervalo de DP y nimero de residuos maximos acetilados en las distintas
fracciones de COS obtenidas a partir de Qs 1 y Qs 2 mediante el método 1y de Qs 1 y Qs 3 mediante €l
método 2.

MUESTRA DP N°mdximo residuos acetilados
Quitosanasa Lisozima Quitosanasa Lisozima
METODO 1
Qs 1F 10-30 4-33 3-22 3 11
Qs 1F 3-10 6-19 ND 3 ND
Qs 2 F 10-30 4-37 3-21 3 13
Qs 2 F 3-10 4-30 3-30 3 16
METODO 2
Qs 1F 10-30 ND ND ND ND
Qs 1F 5-10 3-25 4-30 3 12
Qs1F5 3-9 4-25 3 10
Qs 3 F 10-30 5-32 4-24 1 8
Qs 3 F 5-10 4-34 6-27 13 11
Qs3F5 3-18 5-23 6 11

ND: Andlisis con poca resolucion de sefiales en los que no se pudo asignar la distribuciédn de residuos acetilados.

En cuanto a DP encontrado, existen numerosos estudios que revelan la especificidad en
la obtencion de COS con bajos DP cuando se utiliza quitosanasa (Dvorakova y col.,
2001; Hsiao y col., 2008). Park y col. (1999) plantearon que la mayoria de las

quitosanasas producen dimeros, trimeros y tetrameros frente a oligomeros con un ato
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DP, encontrando que quitosanasas de Matsuebacter chitosanotabidus daban lugar desde
mondmeros a trimeros. Shimosakay col. (1995 ) estudiaron la produccién de dimeros'y
trimeros por parte de quitosanasa de Acinetobacter spp. Kuroiwa y col. (2009)
observaron como con quitosanasas de Bacillus pumilus BN-262 la concentracion de
pentameros y hexadmeros inicialmente crecia, y como después de un tiempo estos
pasaron de ser intermedios de reaccion que se degradaban dando lugar a una ata
concentracion de dimeros y trimeros. Sin embargo, los DP encontrados en las distintas
fracciones de COS estudiadas en este trabajo fueron altos para la quitosanasa, y también
para lalisozima. Se encontraron como fragmentos mas pequefios, tetrameros en el caso
de la quitosanasa y trimeros en el caso de la lisozima. Este hecho se podria atribuir a
varios factores. Por un lado, a medida que progresa la despolimerizacion, la enzima
cada vez tendria menos centros especificos a los que atacar, o por e contrario, pudiera
llegar un momento en e que la enzima se podria saturar. Por otro lado, todo apunta a
que e efecto de la transglicosilacion podria estar teniendo lugar. Esta reaccion consiste
en la transferencia de un residuo N-acetilglucosamina (GICNAc) a un grupo (GIcNAC)-
paraformar (GICNAC)s. Este es €l paso limitante de la reaccidn, puesto que unavez que
este trisacarido alcanza su maximo de formacion la cadena se puede elongar hasta
formar tetrdmeros o pentameros, resultados que se han visto bgjo la utilizacion de
lisozima (Yoon, 2005). Esta reaccion también se ha descrito en € caso de la
quitosanasa, para la que algunos autores proponen que los trimeros pueden actuar como
aceptores de grupos y los pentdmeros como donadores (Tanabe y col., 2003). Otros
resultados demuestran que, ademas, |os pentameros y hexdmeros también pueden actuar
como aceptores de grupos dando lugar a una mayor elongacién de la cadena (Hsiao y
col. 2008). La acumulacion de dimeros y trimeros aumentaria la posibilidad de que la
reaccion de transglicosilacion ocurriese. La reaccion también se veria favorecida por
una ata concentracién de sustrato ya que se ha descrito que la eficiencia de la
transglicosilacion depende de la capacidad del aceptor o donador glicosidico para
competir con una molécula de agua, inhibiendo la accion de despolimerizacion de la

enzima (Annay col., 1998).

Teniendo en cuenta los valores altos de DP que se obtuvieron, no existe una relacion
directa con los M,, obtenidos por GPC. Hay que considerar que la composicion de las
fracciones de COS depende del DP y del nimero de residuos de GICNAC presentes y

ello no tiene que ir siempre en paralelo a My, que viene dado por una aproximacion al
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promedio de una distribucion de pesos moleculares (Chen y col., 2010). Un mismo
valor de DP puede dar lugar a un diferente M,, en funcién de los grupos acetilados

presentes en la molécula.
Conclusiones parciales

» Ladespolimerizacion enzimética estd més favorecida por parte de la lisozima en la
degradacion de quitosanos con un DA entre 22-35% y de la quitosanasa en
quitosanos con bgjo DA (14%). Ademas, se demostré una mejor actuacion de las
enzimas en quitosanos en los que existe una distribucion no aleatoria de residuos

acetilados y desacetilados.

* Se probaron dos métodos de separacion y purificacion de COS y se consiguio
establecer una metodologia de trabagjo para un mayor grado de purificacién y mejor

rendimiento.

* La caracterizacion de los COS obtenidos en cuanto a My, el DA y € patron de
distribucion de patrones de residuos acetilados permitio establecer la formacion de
COS con mayor contenido de residuos acetilados en € caso de la actuaciéon de
lisozima. La quitosanasa dio lugar a COS con un méximo de 3 residuos acetilados
en e caso de quitosanos con DA 14-22%; sin embargo, en quitosanos con un DA
mayor (35%) dio lugar a COS numero de residuos acetilados entre 6 y 13. Los COS
obtenidos con lisozima presentaron cadenas de monémeros con un nUmero Mmaximo

de residuos acetilados comprendido entre 8 y 16.

1.4. Propiedadesfuncionales delos quito-oligosacaridos (COS)
La determinacion de todas las propiedades funcionales se ha llevado a cabo en las

fracciones de COS obtenidas a partir de Qs 1 y Qs 3 por despolimerizacion con

quitosanasa mediante el método 2 de separacion y purificacion.
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14.1. Evaluacion dela actividad antioxidante delos COS

Existen numerosos estudios que demuestran que tanto & quitosano como los COS
obtenidos a partir de este polimero presentan actividad antioxidante (Yin y col., 2002;
Jey cal., 2004; Chieny col., 2007). Liuy col. (2008), llevaron a cabo estudios in vitro e
in vivo demostrando que €l quitosano es capaz de regular la actuacion de las enzimas
con mayor capacidad antioxidante en el organismo y de reducir la peroxidacion lipidica
Park y col. (2003b) mostraron la capacidad de los COS con un My, 1-3 x 10° g/mol para
secuestrar radicales libres. Je y col. (2004) comprobaron la mayor capacidad de atrapar
radicales de DPPH de oligosacéridos de quitosano con un peso molecular promedio 5-1
x 10% g/mol frente a pesos moleculares de 10-5 x 10°g/mol.

Para llevar a cabo la determinacion de la actividad antioxidante de los COS, se
emplearon dos métodos distintos con € fin de estudiar €l posible mecanismo de la
propiedad antioxidante del polimero. Se empled € méodo de 1,1-difenil-2-picril-
hidracil (DPPH) basado en la neutralizacion de radicales libres y e método “Ferric
Reducing Ability of Plasma” (FRAP) basado en el poder de reduccion sobre soluciones
de Fe**.

14.1.1. Capacidad para atrapar radicales libres DPPH

Las Figuras 1V.9 y V.10 muestran la capacidad de secuestrar radicales libres a 30 y 60
min paralos COS obtenidos mediante despolimerizacion enziméticade Qs 1y Qs 3 con
quitosanasa, respectivamente. En primer lugar, se comprobo que cuando la capacidad de
atrapar radicales libres era alta no existian diferencias importantes entre las medidas de
absorbanciaa 30 y 60 min. Sin embargo, cuando |os productos desarrollaban una menor
capacidad de secuestrar radicales libres, era necesario dgjar actuar a COS frente al

radical libre durante 60 min.
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Figura I'V.9. Porcentaje de la capacidad de atrapar radicales DPPH de Qs 1 y los COS obtenidos a partir
de Qs 1 (n=3) (* indicadiferencias significativas p<0.05 con respecto a Qs 1).
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Figura 1V.10. Porcentaje de la capacidad de atrapar radicales DPPH de Qs 3 y los COS obtenidos a partir
de Qs 3 (n=3) (* indica diferencias significativas p<0.05 con respecto a Qs 3).

Los resultados mostraron que la capacidad de atrapar radicales libres de las fracciones
de COS aumentaba de forma significativa (p<0.05) a medida que disminuia el M,, de las
fracciones, 1o que concuerda con los resultados obtenidos por Liu y col. (2008). No se
desarroll6 actividad antioxidante en el caso de los quitosanos de partida y las fracciones
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mayores de 30 x 10° g/moal, o que se atribuye ala baja solubilidad del polimero y de las
fracciones de ato M,, en estas condiciones. No existieron diferencias significativas en
los valores de capacidad para secuestrar radicales DPPH entre |as fracciones de COS
con mayor DA obtenidas a partir de Qs 3 reacetilado y |as obtenidas a partir de Qs 1 que
presentaron menor nimero de residuos acetilados. Estos resultados no concuerdan con
los demostrados por Je y col. (2004) segun los cuaes, son los COS con un bgjo DA
(10%) los que preferentemente demuestran capacidad para neutralizar radicales DPPH,

hidroxilos y superéxidos.

El mecanismo mediante e cual los COS presentan capacidad antioxidante no es aln
muy claro, aunque parece ser que se atribuye a la capacidad de donar protones o de
ceder electrones de transferencia de los grupos amino, y también a la capacidad de
donar protones de los grupos hidroxilos unidos a carbono en las posiciones C-2, C-3 y
C-6 del anillo de glucopiranosa (Xiey col., 2001; Park y col., 2003a, Park y col., 2004a;
Je y col., 2004; Xing y col., 2005; Kim y Raapakse., 2005). Segun los resultados
obtenidos, parece ser que el mecanismo de actividad antioxidante no estaria relacionado
en este caso con la mayor o menor presencia de grupos amino, sino con los grupos
hidroxilo; y por tanto, no observandose la contribucion de un menor DA de los COS a
desarrollo de una mayor capacidad de atrapar radicales libres. Sin embargo, si que
parece clara la relacion de un menor M,, con una capacidad preferente para neutralizar
radicales DPPH.

14.1.2. Poder reductor

LaFiguralV. 11 muestra el poder reductor de los COS obtenidos a partir de Qs 1y Qs
3 sobre soluciones de Fe**. La F 5, de menor M,,, presenté lamayor capacidad reductora
respecto a las otras fracciones. Esto coincide con la mayor capacidad de secuestrar
radicales libres que presento esta fraccion. No existieron diferencias significativas (p<
0.05) en los valores de capacidad reductora desarrollada en las F 5-10 (My, 12 y 8 x 10°
g/mol paralafraccién obtenida con Qs 1y Qs 3, respectivamente) y las F 10-30 (M, 17
y 18 x 10° g/mol para la fraccién obtenida con Qs 1y Qs 3, respectivamente). Por €llo,
teniendo en cuenta sblo estas dos fracciones, no se puede establecer una relacion clara
entre un menor M,, y una mayor capacidad reductora. Se observo que los quitosanos

controles no presentaron capacidad reductora como ocurrio en el método del DPPH, y la
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F 30 presentd un valor minimo de poder reductor, lo que atribuimos de nuevo ala baja
solubilidad de las muestras en medio acuoso. No existieron diferencias significativas en
cuanto a poder reductor de los COS obtenidoscon el Qs 1y e Qs 3.

HMCOS Qs 1 MCOS Qs 3
35

micromolequivalente Trolox/g muestra

Qs1/Qs3 F30 F10-30 F5-10 F5

Figura 1V.11. Capacidad reductora de los COS obtenidos a partir de Qs 1 y Qs 3 expresado como
micromolequivalente Trolox/g muestra (n=3) (* indica diferencias significativas p<0.05 con respecto al

Qs1lyQs3).

La capacidad reductora de los COS, estaria relacionada con su capacidad de donar
electrones y la transicion de Fe**a Fe?*. Segln los resultados obtenidos, ni los
quitosanos ni los COS parecen presentar altas capacidades de reducir Fe**. Otros
autores han encontrado bgo poder reductor por parte del quitosano (Kanatt y col.,
2008). Sin embargo, se ha descrito que e quitosano retarda la oxidacion lipidica

e”* a través de sus grupos amino o hidroxilos,

mediante la quelacion de iones F
eliminando asi la actividad prooxidante de este metal 0 su conversion en iones férricos
Fe** (Kim y Thomas., 2007). A pesar de haberse descrito esta importante accion
guelante de iones ferrosos por parte del quitosano (Tikhonov y col., 1996 ; Kim y
Thomas., 2007), no existen demasiadas investigaciones de la actividad antioxidante del

polimero mediante su capacidad quelante. La capacidad de atrapar radicales hidroxilo
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por parte de los COS podria deberse a la capacidad de quelar Fe**, ademés de a la
donacion de protones via grupos hidroxilo y aminos (Kim y Rajapakse., 2005). Por otra
parte, Huang y col. (2006) comprobaron la contribucion indirecta de la quelacion de
iones Fe** en la actividad de atrapar radicales hidroxilo. Por ello, hay que considerar la

posible interferencia de la capacidad quelante del quitosano en este método.
Conclusiones parciales
+  Se puede establecer que los COS con un M,, comprendido entre 2-3 x 10% g/mol
presentaron mayor capacidad para atrapar radicales libres DPPH y mostraron un

mayor poder reductor sobre soluciones de Fe **, independientemente del DA.

1.4.2. Evaluacion dela actividad antimicrobiana delos COS

Existen numerosos estudios que relacionan la actividad antimicrobiana con la fuente de
obtencion del quitosano y los COS, pero también son importantes otros parametros
como & DP (Park y col., 2002; Park y col., 2004; Tsai y col., 2004), las especies de
microorganismos (Gerasimenko y col., 2004; Park y col., 2004b), el M,y €l DA (Tsa y
col., 2002; Mengibar y col., 2011). Existen varias hipotesis acerca del mecanismo de
actividad antimicrobiana del quitosano. La méas plausible es un cambio en la
permeabilidad de la célula debido a las interacciones entre € quitosano, que €s un
polication, y las cargas electronegativas de la superficie de la pared celular (Devlieghere
y col., 2004). Ademas, se le atribuye la posible penetracion en la bicapa fosfolipidica de
la membrana citoplasmatica con la consiguiente perturbacion de esta y la posterior
muerte celular (Li y col., 2010). El bgjo M,, de los COS permitiria de forma facil la
penetracion de estas moléculas en la membrana citoplasméatica (Coma y col., 2003;
Vishu Kumar y col., 2005). Por otro lado, parece que este polimero es capaz de unirse a
ADN einhibir lasintesis de mMARN y latranscripcién de ADN (Sudarshan 'y col., 1992).

La mayoria de las bacterias Gram-positivas resultan ser mas susceptibles a quitosano
que las Gram-negativas. Esto es debido a las diferencias estructurales de sus envolturas
celulares, ya que las bacterias Gram-negativas presentan una barrera externa que €
quitosano tendria que superar (No y col., 2002; Zhongy col., 2008) y un alto nimero de

cargas negativas presentes en la superficie de su pared celular que les confiere mas
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hidrofobicidad (Wang, 1992; Chung y col., 2004). Aunque Cuero y Osuji (1991) han
demostrado que en bacterias Gram-negativas €l quitosano es capaz de quelar facilmente
los metales divalentes de la membrana externa, desestabilizando y superando la barrera
antes de entrar en la membrana citoplasmética. En otros estudios se plantea que no

existen diferencias significativas entre |os dos tipos de bacterias (Wang y col., 2004).

En este trabgo de investigacion se han testado como bacteria Gram-negativa
Salmonella typhimuriumy como bacteria Gram-positiva: Clostridium difficile, pudiendo
estudiar s existe alguna diferencia en cuanto a la actuacion del quitosano y los COS
como agente bactericida frente a bacterias diferentes estructuralmente.

14.2.1. Actividad antimicrobiana frente a Salmonella typhimurium

La Figura 1V.12 muestra €l porcentgje de inhibicidn respecto a control (IRC) con €
tiempo de incubacion para Qs 1 y sus COS. El efecto antimicrobiano frente a
Salmonella typhimurium, bacteria Gram-negativa, fue estudiado mediante la evolucion
del efecto de los COS a lo largo de distintas horas hasta alcanzar las 24 horas de

incubacion.

En general, a excepcion de dos fracciones que presentaron un notable porcentaje de
inhibicion de esta bacteria, los resultados mostraron que la mayoria de las fracciones de
COS consiguen ralentizar €l crecimiento de la bacteria durante las cuatro primeras
horas, para después alcanzar valores de crecimiento semejantes a los presentados por €
control positivo. El Qs 1 presento valores semejantes a control positivo durante las diez
primeras horas de incubacion y a partir de aqui ralentizé € crecimiento de la bacteria
aunque en muy bajo porcentaje. Las fracciones procedentes de Qs 1, F 30 y F 10-30 no
presentaron inhibicion frente a Salmonella typhimurium. Sin embargo, F5-10 present6
un 100% de inhibicion para todos los tiempos estudiados y F 5 ralentizd en un ato
porcentaje e crecimiento de la bacteria durante las primeras horas, presentando
finalmente un IRC del 69 %.

127



B R-suitadosy Discusion

Qs 1
Qs 1 F 5-10

Qs 1 F30 Qs 1 F10-30
Qs 1F5

o]

o
~_

H——
-]

0 4 8 10 24
Tiempo (horas)

Figura 1V.12. Porcentgje de inhibicién respecto al control (IRC) frente a S. typhimurium de Qs 1 y COS
obtenidos a partir de Qs 1 (n=3).

El IRC (%) con € tiempo de incubacion para Qs 3 y los COS obtenidos a partir de él, se
muestran en la Figura 1V.13. El Qs 3 no presentd inhibicion frente a Salmonella
typhimurium. En cuanto a todas las fracciones obtenidas a partir de este quitosano, éstas
ralentizaron el crecimiento de la bacteria durante las cuatro primeras horas y a partir de

aqui, dieron lugar aun crecimiento similar al del control positivo.
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Figura 1V.13. Porcentgje de inhibicién respecto al control (IRC) frente a S. typhimurium de Qs 3 y COS
obtenidos a partir de Qs 3 (n=3).
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La Tabla IV.7 muestra los resultados encontrados en las muestras en porcentge de
inhibicion respecto al control (IRC) de crecimiento de Salmonella typhimurium después
de 24 horas de incubacion. Los resultados muestran que no existe un ato porcentgje de
inhibicion de los COS frente a esta bacteria, salvo en €l caso delaF 5-10y laF 5
obtenidas a partir del Qs 1 que inhibieron € crecimiento de la bacteria
significativamente (p < 0.05). Se puede establecer una relacion entre la presencia de
residuos acetilados y la actividad antimicrobiana de los COS. De manera que las
fracciones que presentaron tan solo tres residuos acetilados, segun los resultados
obtenidos mediante espectrometria de masas, y que tienen el menor DA, como sevio en
el apartado 1.3.4, fueron las més activas inhibiendo a Salmonella typhimurium. Las
mismas fracciones procedentes de Qs 3 con un mayor nimero de residuos acetilados no

presentaron inhibicion.

Esto concuerda con o mostrado por Tsal y col. (2002). Cheny col. (1998) y Takahashia
y col. (2008) también encontraron que a menor DA, la actividad antimicrobianatiende a
aumentar. Vishu Kumar y col. (2007) relacionan la ata inhibicion bacteriana de los
COS con €l bajo valor de DA (~14-19%), y por consiguiente con la protonacion de los

grupos amino del C2, producida en las condiciones experimentales

Tabla I'V.7. Porcentaje de inhibicion respecto a control (IRC) frente a S. typhimuriumde Qs 1, Qs 3y
COS obtenidos a partir de estos (n=3) (* indica diferencias significativas p<0.05 con respecto a

quitosano inicial).

IRC (%) IRC (%) IRC (%) IRC (%) IRC (%)

Qs inicial F 30 F 10-30 F 5-10 F5
Qs 1-Quitosanasa 12.4+4.9 0.0+0.0 2.8:0.0 100.0°+ 0.0 69.1°+8.
Qs 3-Quitosanasa 6.9+19 10.1+2.1 18.4+0.6 8.3+19 6.5+0.8

Con respecto a M,, se pudo comprobar que la F 5-10 con un M, de 12 x 10° g/mol,
presentd una inhibicion completa de la bacteria. Estos resultados coinciden con los

obtenidos por Kittur y col. (2005) que establecieron que fracciones de COS con un
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intervalo de M, de 5-10x10° g/mol producen una fuerte actividad antimicrobiana frente
a Bacillus cereus y Escherichia coli. Algunos autores (Jeon y col., 2001; Park y col.,
2004b; Zivanovic y col., 2004; Kim y col., 2011; Mengibar y col., 2011) han
establecido que puede existir una relacion importante entre e M,, y la actividad
antimicrobiana de quitosanos y COS en distintos estudios. El efecto de quitosanos de
distinto M,, frente a S. typhimurium, E. coli y Listeria monocytogenes mostrado por Kim
y col. (2011) fue la completainhibicidn de L. monocytogenes mediante quitosanos de un
amplio intervalo de M,,, sin embargo en e caso de S. typhimuriumy E. coli fueron los
quitosanos de menor M., estudiado (30 y 90 x 10° g/mol) los que presentaron inhibicién
frente a estas bacterias. Parece ser que un quitosano parcialmente hidrolizado dalugar a
una mejor actividad antimicrobiana frente a un quitosano sometido a una hidrolisis més
completa segin Uchida y col. (1989). En cuanto al efecto de COS, Jeon y col. (2001)
demostraron que los COS con un M,, comprendido entre 1 y 10 x 10% g/mol, presentaban
un comportamiento critico en la inhibicion de diferentes microorganismos Gram-
positivos y Gram-negativos, y que sin embargo esta aumentaba cuando el valor de My,
se incrementaba. Estudios previos en nuestro laboratorio Mengibar y col. (2011)
mostraron que los COS con un M,, comprendido entre 10 y 30 x 10° g/mol presentaron
la mayor accién antimicrobiana frente a Campylobacter jejuni. Ueno y col. (1997)
obtuvieron resultados similares, ya que € empleo de COS con un M,, menor de 2.2 X
10° g/mol no es capaz de inhibir e crecimiento de distintas bacterias mientras que los

COS de 5.5 x 10% g/mol son capaces de inhibirlo en funcién de la concentracion.

Por tanto, en la mayoria de los casos, se atribuye una alta actividad antimicrobiana a
COS con un DA comprendido entre 10 y 15 %, y se establece que la actividad
antimicrobiana aumenta en los COS con un M,, intermedio (Kim y Rajapakse., 2005).
Pero no parece existir un consenso totalmente claro en € establecimiento de un My,
Optimo que pueda producir una supresion total del crecimiento bacteriano. En general,
se podria decir que las fracciones de COS con un intervalo de My, comprendido entre 5y
27 x 10 g/mol son las més efectivas como agentes antimicrobianos (Gerasimenko y
col., 2004). También hay que tener en cuenta que la actividad antibacteriana dependera
del peso molecular promedio dependiendo de |a bacteria estudiada, como propusieron
No y col. (2002) que estudiaron una amplia bateria de quitosanos y COS frente a

distintos microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos.
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El bajo porcentgje de IRC encontrado en los quitosanos de partida y las fracciones de
mayor peso molecular (F 30) se podria explicar debido ala baja solubilidad de estos en
la condiciones experimentales, o bien a la posibilidad de que los grupos aminos se
encuentren formando puentes de hidrégeno debido a un alto contenido en estos en €
caso del Qs 1, que puede promover e entrecruzamiento de cadenas poliméricas
reduciéndose su numero para atacar la superficie bacteriana (Aranaz y col., 2009).
Ademés, su mayor tamafio podria contribuir a una mayor dificultad para atravesar la
membrana citoplasmatica y dar lugar al blogueo de nutrientes y alalisis de la bacteria
(Cuero y Osuji., 1991; Tokura y col., 1997). Aun asi, los Qs de partida y sus F 30
presentaron una débil inhibicién frente ala bacteria (excepto la F 30 obtenida a partir de
Qs 1), lo que sugiere que las cadenas de menor tamario, presentes en estas muestras tan
polidispersas, se podrian solubilizar, siendo las responsables de esta inhibicion. Las
fracciones de peso molecular intermedio F 10-30 presentaron una inhibicion muy débil
para € Qs 3 o précticamente nulaen & caso del Qs 1. Esto coincide con los resultados
mostrados por No y col. (2002) que no detectaron inhibicion para esta misma bacteria

con un quitosano de 28 x 10% g/moal.

14.2.2. Actividad antimicrobiana frente a Clostridium difficile

El estudio de la actividad antimicrobiana frente al crecimiento de Clostridium difficile,
bacteria Gram-positiva, se llevd a cabo de la misma forma que frente a Salmonella
typhimurium. Asi, se estudié € porcentagje de inhibicion que presentaban los COS a las
4, 8, 10 y 24 horas de incubacién obtenidos con uno y otro quitosano (Figuras 1V.14 y
IV.15). En e caso de todas las fracciones de COS obtenidos a partir de Qs 1 las
densidades dpticas medidas a las 4 horas de incubacion fueron cero a igua que en €
control negativo. A partir de este tiempo, se mantuvo un IRC del 100 % hasta las 24
horas de incubacién. El Qs 1 ralentizé e crecimiento de la bacteria durante las cuatro
primeras horas, sin embargo a partir de este tiempo se observé e crecimiento de C.
difficile (FiguralV.14).
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Figura 1V.14. Porcentaje de inhibicién respecto a control (IRC) frente a Clostridium difficile de Qs 1y
COS obtenidos a partir de Qs 1 (n=3).

En e caso del Qs 3y los COS obtenidos a partir de este, |as densidades 6pticas medidas
durante las cuatro primeras horas fueron cero a igual que e control negativo y por tanto
seralentizo € crecimiento de la bacteria, como en el caso de los COS obtenidos a partir
de Qs 1. Sin embargo, en este caso a partir de 4 horas, la bacteria creci6 tanto sobre €

Qs 3 como sobre las fracciones obtenidas a partir de este (Figura 1V.15).
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Figura 1V.15. Porcentaje de inhibicion respecto a control (IRC) frente a Clostridium difficile de Qs 3 'y
COS obtenidos a partir de Qs 3 (n=3).
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Si se observa el valor de IRC que se obtuvo tras 24 horas de incubacion de las muestras,
se ve como se mantiene € 100% de inhibicién respecto a control de todas las
fracciones obtenidas a partir de Qs 1 (Tabla IV.8), como se comentaba anteriormente.

Tabla 1V.8. Porcentgje de inhibicion respecto a control (IRC) frente a Clostridium difficile de Qs 1, Qs 3
y COS obtenidos a partir de estos (n=3) (* indica diferencias significativas p<0.05 con respecto a

quitosano inicial).

IRC (%) IRC (%) IRC (%) IRC (%) IRC (%)
Qs inicial F 30 F 10-30 F 5-10 F5
Qs 1-Quitosanasa 7.8:2.4 100 100 100 100

Qs 3-Quitosanasa 14.6+2.1 66.3+3.6 34.9+1.4 40.2:2.0 18.5+3.0

Lo primero a destacar es que existe un efecto antimicrobiano mayor en € caso de
bacterias Gram-positivas como ya lo indicaron (Zhong y col., 2008, No y col., 20023,
Chung y col., 2004 y Wang, 1992); y como se ha visto en los resultados frente a S

typhimurium expuestos en e apartado anterior.

En el estudio de lainhibicion de Clostridium difficile, se vuelve a observar unarelacion
importante entre e nimero de residuos acetilados en los COS y su inhibicion. Asi las
fracciones que presentaron un maximo de moléculas con tres residuos acetilados y un
menor DA fueron las que presentaron una total inhibicion frente a la bacteria. Sin
embargo, no se aprecia unarelacion claraentre e My, y lainhibicion del crecimiento de
Clostridium difficile. Por tanto, la tendencia a un aumento de la actividad
antimicrobiana con la disminucion de M,y hasta un limite, como se observa en bacterias
Gram-negativas normamente, no es observada en e caso de esta bacteria Gram-
positiva. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por No y col. (2002). Vishu
Kumar y col. (2007), por otro lado, plantearon que parece existir una mayor resistencia
de las bacterias Gram-positivas a la inhibicién por parte de quitosano, puesto que el
polimero tendria que atravesar la pared celular para encontrar grupos electronegativos
con los que interaccionar. Sin embargo, los resultados encontrados en este trabgo
muestran la completa inhibicion de esta bacteria por parte de fracciones de COS

obtenidas a partir de un quitosano de bajo DA vy resultan totalmente novedosos puesto
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gue no se han encontrado trabajos de investigacion en los que se determine e efecto

antimicrobiano de COS frente a esta bacteria.
Conclusiones parciales

e Los COS que presentaron un bgjo DA (8-18%) y un nimero maximo de tres
residuos desacetilados presentaron actividad antimicrobiana frente a S
thyphimurim, cuando € M,, no fue superior a 12 x 10° g/mol y a C. difficile
independientemente del M,,. Por tanto, los COS de bajo DA obtenidos en este
estudio presentaron efecto antimicrobiano tanto frente a la bacteria Gram-

negativa S. thyphimurim, como la Gram-positiva, C. difficile.

» Parece ser que e M,, sdlo tuviese importancia en el caso de S. thyphimurim, ya
que los COS tendrian que atravesar la membrana externa formada por
lipopolisacéridos que esta bacteria Gram-negativa presenta antes de penetrar en

la membrana citoplasmética.

14.3. Determinacion de la fermentacion in vitro de COS en cultivos mixtos

procedentes de muestr as fecales humanas

Una de las propiedades bioldgicas méas importantes que se le atribuyen alos COS es la
actividad antimicrobiana frente a bacterias patdégenas, como se mencionaba en €
apartado anterior. Sin embargo, Leey col. (2002) mostraron €l efecto estimulante de los
COS en d crecimiento de Bifidobacterium bifidum y Lactobacillus spp. en cultivos
puros. Por otro lado, Vernazza y col. (2005) no observaron ningun crecimiento de esas
poblaciones beneficiosas e incluso observaron un aumento de algunas poblaciones
menos deseables cuando testaron la fermentacion de quitosanos de distinto M,, y de una
fraccion de COS en cultivos mixtos de bacterias procedentes de material fecal humano.
Por tanto, deberian llevarse a cabo estudios més exhaustivos para poder estudiar la
posible fermentabilidad de los COS y comprobar si estos podrian presentar un potencial
efecto prebidtico, ya que los resultados son pocos y € posible mecanismo de
estimulacion de los COS en e crecimiento de algunas poblaciones beneficiosas en la
microbiota intestinal no se conoce. Por ello, se considerd interesante llevar a cabo €

estudio del comportamiento de los COS frente a las bacterias constituyentes de la
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microbiota intestinal, y relacionar los resultados obtenidos con las caracteristicas

quimico-fisicas y sus propiedades antimicrobianas expuestas previamente.

1.4.3.1. Recuento de poblaciones bacterianas

Los experimentos se realizaron mediante fermentaciones in vitro empleando muestras
fecales humanas. Las células totales y Bif164, Bac303, Lab158, Chisl150, Erec482 y
Prop853 correspondientes a las poblaciones bacterianas de Bifidobacterium spp.,
Bacteroides/Prevotella, Lactobacillus/Enterococcus, Grupo Clostridium histolyticum,
Eubacterium rectale/ Clostridium cocoides y Clostridium cluster 1X fueron enumeradas
mediante microscopia de fluorescencia previa hibridacion in situ (Figura 1V.16). El
estudio fue llevado a cabo en los productos obtenidos por despolimerizacion enzimética

delos Qs 1y Qs 3 con quitosanasa.

i
Bif 164 Chis 150

Erec 482 Lab 158

Figura IV.16 Fotografias de las poblaciones Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, Eubacterium

rectale/ Clostridium cocoides, Lactobacillusy Clostridium cluster 1X.

La Figura 1V.17 muestra e efecto de los sustratos obtenidos mediante la
despolimerizacion de Qs 1 y sus COS para cada poblacion bacteriana estudiada a las 8,
24 y 36 horas de fermentacion respectivamente. No se observaron bacterias a
microscopio cuando se procedi6 al recuento de las diferentes poblaciones testadas para
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los COS F 30, F 10-30 y F 5-10 procedentes del Qs 1, quedandose, por tanto, estas
poblaciones estudiadas por debagjo del limite de deteccidn del microscopio, a excepcion
de la poblacion de Lactobacillus/Enterococcus, Clostridium histolyticum y Clostridium
cluster I1X. La poblacion de Lactobacillus/Enterococcus presentd recuentos similares a
los presentados a O horas, por € control negativo (in6culo) y por control positivo
(fructo-oligosacéridos. FOS) a8, 24y 36 horas, excepto F 30 a 36 h, similar a0 horas
e inéculo pero menor (p<0.05) que FOS. Sin embargo, Clostridium histolyticum y
Clostridium cluster 1X tendieron a disminuir. En e COS F 5, todas las poblaciones
estudiadas se pudieron contar al microscopio de fluorescencia, excepto Bifidobacterium
spp. y Eubacterium rectale/Clostridium cocoides, probablemente por que aparecieron
por debgjo del limite de deteccidn. Las poblaciones contadas presentaron recuentos
menores (p<0.05) que 0 h'y € inéculo a las 8 h de fermentacion. Sin embargo, las
células totales presentaron valores mayores (p<0.05) que O h y e inbculo y valores

similares a FOS.

L as poblaciones enumeradas presentaron recuentos similaresen €l caso del Qs 1 quea0
h, que & control negativo y que FOS a las 8 y 24 horas de fermentacion, excepto
Bifidobacterium spp. Y Eubacterium rectale/Clostridium cocoides a 8h que presentaron
recuentos menores (p<0.05) que FOS, a igua que Bifidobacterium spp. a 24h. Sin
embargo, a las 36 h, sOlo las poblaciones del grupo Clostridium histolyticum y
Clostridium cluster IX presentaron valores similares a FOS. Las poblaciones de
Eubacterium rectale/Clostridium cocoides disminuyeron (p<0.05) por debajo de los
valores que presentd e control negativo y Oh. Por tanto, Lactobacillus/Enterococcus,
Grupo Clostridium histolyticum y Clostridium cluster IX mantuvieron recuentos
similares a inéculo y a FOS con los COS procedentes de Qs 1 tras 36h de
fermentacion. En € caso de la comparacion sélo con FOS, F5-10 presentd un menor
recuento  (p<0.05) de Grupo Clostridium histolyticum y F30 de
Lactobacillus/Enterococcus. Las células totales y las poblaciones de Bifidobacterium
spp., Bacteroides/Prevotella y Eubacterium rectale/ Clostridium cocoides se vieron
probablemente disminuidas con respecto a control negativo y al tiempo 0 h, ya que no
se detectaron a microscopio, excepto las poblaciones de Lactobacillus/Enterococcus,
Grupo Clostridium histolyticum y Bacteroides/Prevotella en F 5 que presentaron

vaores similares a FOS.
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Figura IV.17. Cambios en las poblaciones bacterianas (Logl0O célulassmL muestra) de los cultivos
fecales después de 8, 24 y 36 horas de incubacion a partir de los sustratos obtenidos con Qs 1 (n=3) (*

indica diferencias significativas de crecimiento p<0.05 con respecto a0 h).
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Los resultados de fermentacion obtenidos para los COS procedentes del Qs 3 se
muestran a continuacion. El estudio se llevé a cabo de la misma manera que para los
COS obtenidos a partir de Qs 1. El Qs 3 y todos los COS procedentes de este
presentaron un recuento de células totales semegante a FOS a las 8, 24 y 36 h de
fermentacion (Figura 1V.18), y mayores (p< 0.05) que a tiempo O h y que los
presentados por e control negativo a las mismas horas. Bacteroides/Prevotella no se
pudo detectar a las 8 h de fermentacion en F 30, probablemente por encontrarse por
debgjo del limite de deteccion del microscopio, para € resto de fracciones esta
poblacion si crecio de forma similar a control positivo. Todas las demés poblaciones
enumeradas presentaron valores semejantes a FOS en todos los COS. La poblacion de
Lactobacillus/Enterococcus presentd valores similares que e control negativo, a0 h'y
FOS en los COS F 10-30 y F 5-10, pero en F 5, los valores de esta poblacion fueron

mayores que |los presentados a0 h, y similares a control negativo y a FOS

A las 24 y 36 horas estos COS parecen presentar un efecto semejante a FOS en todas las
poblaciones bacterianas enumeradas, ya que estas presentan valores semejantes a los
que se recuentan cuando su fuente de carbono es FOS, excepto en e caso de
Bifidobacterium spp. Esta poblacion no se vio aumentada (p<0.05) con €l uso de estos
COS como en € caso del uso de FOS, pero present6 vaores semejantes a0 h y a
control negativo. Lactobacillus/Enterococcus presentd valores significativamente

mayores (p<0.05) con respecto a control negativo y € tiempo O h.

En e caso del Qs 3 ademas de las células totales, las poblaciones de Bifidobacterium
spp., Lactobacillus/Enterococcus, Clostridium histolyticum y Clostridium cluster X
presentaron valores semejantes a 0 h, control negativo y FOS a las 8 h. Eubacterium
rectale/Clostridium cocoides y Bacteroides/Prevotella fueron menores (p<0.05) que €
control negativo y a 0 h. Las poblaciones estudiadas mantuvieron valores semejantes al
control negativo y FOS a las 24 y 36 h, excepto Bifidobacterium spp. que presento

recuentos mayores (p<0.05) para FOS.
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Figura 1V.18. Cambios en las poblaciones bacterianas (Logl0 células/mL muestra) de los cultivos
fecales después de 8, 24 y 36 horas de incubacién a partir de los sustratos obtenidos con Qs 3 (n=3) (*

indica diferencias significativas de crecimiento p<0.05 con respecto a Oh).
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De manera que, en e caso delos COS procedentes del Qs 3 tras 36 h de fermentacion,
aunque no estimulan el crecimiento de Bifidobacterium spp., y por tanto no son
prebidticos, no parecen presentar ningun efecto negativo frente a ninguna poblacién
bacteriana probada, manteniendo constantes las poblaciones de la microbiota humana e
incluso aumentando los niveles de Lactobacillus/Enterococcus a niveles ssmilares a los
gue presenta FOS. Este comportamiento es esperable debido a que en un ecosistema
microbiano complejo como la microbiota humana, ciertos grupos de bacterias pueden
trabgjar en conjunto para degradar determinadas moléculas, o que hace que la
competencia entre poblaciones pueda provocar que algunos de estos grupos no accedan
de la misma manera a los nutrientes no pudiendo crecer sobre los sutratos (Vernazzay
col. 2005).

1.4.3.2. Andlisisdelos SCFAsYV lactato

Por otro lado, ademés del recuento bacteriano, se llevd a cabo la determinacion de los
acidos grasos de cadena corta (SCFAS) y € lactato,que se producen durante € proceso
de fermentacion y que son de gran importancia en diversos procesos fisiolégicos. De
manera gue la aparicion de estos SCFAs y del lactato permitiria determinar s los
sustratos empleados se estarian metabolizando. Estos &cidos se absorben y utilizan
eficazmente por las células del intestino estimulando su crecimiento, asi como la

absorcion de aguay sales (Macfarlaney col., 2008).

De la misma manera que para € recuento bacteriano, se obtuvieron datos de la
produccion de lactato y de los SCFASs acetato, propionato y butirato para0, 8, 24 y
36 horas de fermentacion (Figura 1V.19). En e caso ddd Qs 1 a las 8 horas se
encontraron niveles cuantificables de lactato y acetato siendo su produccion mayor
(p<0.05) que 0 h 'y similar al control negativo. No se detect6 propionato en los andlisis
realizados. Respecto a los COS, la concentracion de lactato detectada fue mayor
(p<0.05) en todos ellos que a0 h y similar que e control negativo. El acetato presentd
niveles mayores (p<0.05) en todos los COS que a 0 h y que € control negativo. F 5
presentd valores de acetato mayores (p<0.05) que FOS. El propionato sdlo fue
detectado en 0 h, control negativo, FOSy F 5-10. La produccion de butirato fue bajay
similar parael Qs 1, los COSy FOS.
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Figura IV.19. Concentracion de &cidos grasos de cadena corta (mM) de los cultivos fecal es después de 8,

24 y 36 horas de incubacion a partir de los sustratos obtenidos con Qs 1 (n=3) (* indica diferencias

significativas de crecimiento p<0.05 con respecto a Oh ).
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A las 24 horas para Qs 1, los niveles de lactato fueron similares a los del control
negativo y 0O h. El acetato fue mayor (p<0.05) que a O h, pero sus vaores fueron
similares a control negativo. El propionato se empezd a producir dando unos niveles
semeantes a los del control negativo y FOS. También se mantuvo la produccion de
butirato similar con respecto a control negativo y FOS. En cuanto a los COS, la
concentracion de butirato fue similar al control negativo y FOS, y en € caso del lactato,
F10-30 y F5-10 presentaron valores semejantes a FOS, pero F 30 y F 5 presentaron
valores menores (p<0.05) a FOS, aungque similares al control negativo y a Oh. Con
respecto al acetato, sus niveles fueron mayores que los encontrados a 0 h pero similares
a control negativo. F5 present6 vaores de acetato semejantes a FOS. El propionato se
cuantificd en todas las muestras y present6 valores semejantes a control negativo, Oh y
FOS. A las 36 h tanto Qs 1 como los COS dieron lugar a la produccién de acetato y
butirato en concentracion similar a la del control negativo y los FOS. En cuanto a la
produccion de lactato fue similar ala del control negativo, excepto para F 30 y F 5-10
que fueron similares a FOS. Se cuantificd propionato en todas las muestras estudiadas y

este present valores semejantesa 0 h, a control negativo y a FOS.

Para Qs 3y los COS obtenidos a partir de éste, alas 8 h de fermentacion se detectaron
niveles cuantificables de lactato mayores (p<0.05) que a 0 h, en concentracion similar a
la del control negativo, y menores (p<0.05) que para FOS (Figura 1V.20). El butirato
presentd valores similares en todas las muestras analizadas. Sélo existieron niveles
cuantificables de propionato en la F 5-10. Los niveles de acetato fueron semejantes al
control negativo en e caso del Qs 3 y mayores (p<0.05) que este y semejantes a FOS
para sus COS, excepto F 5 que presentd valores mayores (p<0.05) que FOS. A las 24
horas de fermentacion, las concentraciones de lactato se siguen manteniendo en los
niveles de las encontradas para €l control negativo y menores (p<0.05) que las presentes
para FOS. Los niveles de acetato son mayores (p<0.05) que a0 h y similares a control
negativo, excepto F 5, que presenta valores mayores que € control negativo (p<0.05) y
semejantes a FOS
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Por otro lado, la produccion de propionato llega a niveles mayores que a O h y
semejantes al control negativo y a FOS. El butirato se presenta en valores semejantes a
0 h, control negativo y FOS, excepto F 5-10 y F 5 que presentaron niveles mayores
(p<0.05) que FOS de este SCFA. A 36 h, los niveles de lactato son similares al control
negativo y menores (p<0.05) que FOS. Los vaores de acetato fueron semejantes a los
presentados por €l control negativo y FOS, excepto F 5 que presentd niveles mayores
(p<0.05) que FOS. El propionato y butirato presentaron niveles smilares a los

encontrados en € control negativo y FOS.

En general, se encontraron atas concentraciones de lactato y acetato en la fermentacion
de la mayoria de los COS a 8 horas de fermentacion. El lactato es un producto
intermedio de la fermentacion de los carbohidratos que se caracteriza porque tiene una
vida relativamente corta en e metabolismo anaerébico del intestino por contener un
electrén facilmente atacable y usado por las bacterias reductoras de sulfato (Gibson,
1990), de manera que es norma que este &cido vaya disminuyendo segin avanza la
fermentacion. El acetato pasa a los tejidos periféricos, siendo € principal écido graso
presente en la sangre y € sustrato mas importante en la sintesis del colesterol (Isolauri y
col., 2004). El acetato y @ lactato se consideran productos resultantes tipicos de la
fermentacion de Bifidobacterium y Lactobacillus (Sanz y col., 2006; Macfarlane y col.,
2008). Los resultados mostraron que no se promovioé € crecimiento de Bifidobacterium
spp. pero si e de Lactobacillus/Enterococcus y células totales que aumentaron a 8
horas y 24 horas de fermentacion para algunos COS procedentes dd Qs 3. La
produccion de propionato se vio aumentada a las 24 horas cuando la concentracion de
lactato disminuyd. El propionato pasa a torrente sanguineo y es metabolizado en €
higado como precursor de la gluconeogénesis. Ademas, el aumento de su produccion y
la relacion existente entre propionato/acetato se asocia con una disminucion de lipidos
en sangre y con la inhibicion de la sintesis de colesterol en e higado (Wolever y col.,
1996; Cheng y Lai., 2000). El acetato también participa en la formacion de butirato
(Duncan y col. 2002). La produccion de butirato fue similar ala del control negativo y
positivo a las 8 y 36 horas, ya que a las 24 h aument6 llegando a ser mayor en las
fracciones de menor M,. El butirato se metaboliza més activamente en e epitelio
intestinal con respecto a los otros acidos. Este SCFA estd implicado en e control de
todos los mecanismos gque controlan la apoptosis, division y proliferacion celular a nivel

de colon (Cummings, 1995) y participa en € mantenimiento de la barrera intestinal
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(Marcil y col. 2002) y junto con €l propionato se relaciona con la prevencion del cancer
de colon (Cummings, 1981; Bornet y col., 2002).

1.4.3.3. Relacion entre poblaciones bacterianas testadas, acidos organicos

producidosy caracteristicas quimico-fisicas delos COS

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en los estudios de fermentacion in
vitro, se podria establecer que en el caso de la utilizacion de Qs 1y sus COS no existio
un crecimiento de las poblaciones de bacterias testadas, y en agunos casos pudo haber
alguna disminucion. Bifidobacterium spp., Eubacterium rectale/ Clostridium cocoides,
y en algunos COS Bacteroides/Prevotella, se quedaron por debgo del limite de
deteccion del microscopio ala misma dilucion que se uso para FOS u otros COS que si
pudieron contarse, de manera que esto pudo significar un descenso de estas poblaciones.
Sin embargo, si que se detectaron lactato, acetato y butirato a todas las horas
estudiadas y propionato a 24 y 36 horas, incluso a veces en concentraciones similares a
los que se encontraron para FOS. Esto Ultimo sugiere por tanto, que los sustratos
empleados se estan metabolizando por la microbiota intestinal y podrian ser
absorbidos y empleados en diferentes procesos bioldgicos. Sin embargo, no son
estimulantes de las poblaciones bacterianas consideradas positivas pudiendo incluso,
como se ha dicho antes, haber provocado su disminucion. En e caso del Qs 3 y sus
COS se puede establecer que existio un efecto de mantenimiento de las poblaciones
ensayadas, similar a presentado por los FOS. Sin embargo, Bifidobacterium spp. no
aumenté como sucede cuando se utiliza FOS; pero si existio un aumento significativo
de la poblacion de Lactobacillus/Enterococcus como en e caso de FOS. También tuvo
lugar la produccién de lactato y SCFASs cuantificables por parte de estos productos
gue pueden ser absorbidos desarrollando los diferentes procesos biol 6gicos comentados

anteriormente.

Los COS obtenidos a partir de Qs 3 tienen un mayor DA y un mayor contenido de
residuos acetilados y parecen gercer un efecto mas beneficioso en su empleo como
sustratos en la fermentacion in vitro de los cultivos mixtos estudiados. Hay que tener en
cuenta que ha sido propuesto como mecanismo de actuaciéon en la actividad
antimicrobiana del quitosano, la interaccion de los grupos amino positivamente

cargados y los residuos negativamente cargados de la superficie de la pared bacteriana
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(Hadwiger y coal.,1988). Como ya se habia comentado en el estudio de la actividad
antimicrobiana de este capitulo, se ha visto la mayor actividad antimicrobiana de
fracciones que presentan un menor DA. Por ello, seria de esperar que una menor
concentracion de grupos amino pueda contribuir a un mantenimiento y/o crecimiento de
determinadas poblaciones de bacterias en € intestino. Lee y col. (2002) observaron que
los COS con un DP entre 2 y 8 estimulaban el crecimiento de bifidobacterias en cultivos
puros, independientemente de que los COS estuvieran completamente desacetilados. En
éste estudio con cultivos mixtos de bacterias intestinales procedentes de la microbiota
humana, ese posible efecto bifidogénico no se aprecid, como sucedio en e estudio
previo de Vernazzay col. (2005). Este comportamiento es esperable debido a que en un
ecosistema microbiano complejo como la microbiota humana, la competencia entre
poblaciones puede provocar que algunos de estos grupos no accedan de la misma
manera a los nutrientes (Vernazza y col., 2005). Sin embargo, en cultivos puros
aislados, como sucede en el estudio de Lee y col. (2002), estas interacciones no pueden
apreciarse. En cuanto al Mw, parece ser que son aquellos COS de menor peso
molecular los que dieron lugar a un efecto positivo en e mantenimiento e incluso
crecimiento de algunas poblaciones de bacterias y en la produccién de SCFAs. Por €llo,
se podria sugerir que los COS con un menor M,, y un alto DA no afectarian de manera
negativa a la microbiota intestina y por lo contrario podrian producir acidos organicos

que desarrollan efectos positivos locales y sistémicos.
Conclusiones parciales

* Los COS con un bajo DA (8-17%) que presentan secuencias con un nimero
maximo de tres residuos acetilados e independientemente del M, podrian actuar
disminuyendo agunas de las poblaciones bacterianas intestinales ensayadas

provocando un desequilibrio de la microbiotaintestinal.

« Los COS con un bajo M,, (2-8 x 10° g/mal), un alto DA (37-38%) y secuencias
gue contienen entre 6 y 11 residuos acetilados, aunque no puedan ser
considerados hifidogénicos y por tanto prebidticos, mantienen la flora intestinal
e incluso pueden egercer efectos fisiologicos beneficiosos mediante la

produccion de écidos organicos.
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2. ESTUDIO DE LOS PRODUCTOS FORMADOS A PARTIR DE
QUITOSANO MEDIANTE REACCION DE MAILLARD

En este capitulo se aborda € estudio de la modificacion del quitosano mediante la
reaccion de Maillard. Se utilizo la B-lactoglobulina (3-1g), con € fin de comprobar s la
reaccion estaba teniendo lugar y que si se formaban glicoconjugados y productos
avanzados de la reaccion de Maillard y estudiar la relacion que guarda la formacion
de éstos con la megora de agunas propiedades funcionales. El quitosano, por su
estructura, podria dar lugar a la reaccion ya que posee tanto €l grupo carbonilo reductor
libre como grupos aminos libres en su molécula. Este punto se ha intentado dilucidar
mediante |a reaccion en ausencia de proteina. Todas las reacciones se llevaron a cabo en
estado solido.

Numerosos estudios de glicosilacion de proteinas con polisacaridos indican que las
condiciones ensayadas (temperatura, pH, actividad de agua (a.), proporcion del
polisacérido empleado y tiempo de reaccion) influyen en la velocidad de reaccion de
Maillard (Chevalier y col., 2001b; Ajandouz y col., 2001; Moraesy col., 2001; Rufian-
Henares y col., 2004, Lertittikul y col., 2007). Se fijaron las variables temperatura, ay y
se establecid una proporcion quitosano:proteina 2:1, ya que en experimentos previos se
habia demostrado que € empleo de una proporcion mayor de quitosano con respecto a
proteina daba lugar a la formacion excesiva de material insoluble. Las condiciones
variables seleccionadas fueron el M,, del quitosano y e tiempo de reaccion. No se quiso
introducir la variable grado de acetilacion (DA), puesto que esta tendria implicacién en

lareaccion.

Se utilizaron quitosanos comerciales, uno de los cuales fue obtenido mediante
despolimerizacion enzimatica con quitosanasa. La Tabla 1V.9 muestra los resultados
obtenidos en la determinacion del DA y del peso molecular promedio (My) vy € peso

molecular viscoso (M,) mediante distintas técnicas.
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Tabla IV.9. Caracteristicas quimico-fisicas de los quitosanos empleados en € estudio de la reaccién de

Maillard.
M, M, M,
MUESTRA DA (%) (10° g/mol) (10° g/mol) (10° g/mol)
Viscosimetria GPC SE
Qs A 12 85 36 35
Qs B 11 248 80 52
QsC 16 938 177 -
Qs Al 12 - 13 -

*Qs Al obtenido por despolimerizacion enzimética de Qs A con quitosanasay ultrafiltrado mediante membranas de corte de 5-10 x
10°g/mol

Laviscosimetria dio lugar a valores de M,, mayores con respecto a los obtenidos por las
otras técnicas como ya se describié en e apartado 1 de Resultados y Discusion. En
cuanto a los resultados obtenidos mediante cromatografia de exclusion molecular y
equilibrio de sedimentacién fueron semejantes en el caso del Qs A y variaron en el caso
del Qs B, lo cual pudiera ser debido alano idealidad del quitosano en solucién, y a que
no se obtuvo una buena correlacion entre el peso molecular aparente y la concentracion

de éste, en €l intervalo de concentraciones estudiado para este quitosano.

2.1. Estudiodelainteraccién entreel quitosano y la B-lactoglobulina

Puesto que tanto e quitosano como la proteina son polielectrolitos, se realizé un estudio
de su interaccién en solucion. Con el gjuste del pH a 6, es de esperar que a principio
exista una atraccion electrostatica debido a la carga negativa de la proteina, puesto que
nos encontramos por encima de su pK, (5.2) y ala carga positiva del quitosano que se
encuentra por debgjo de su pK, (~6.5). Con el fin de comprobar este aspecto, se
realizaron medidas de potencia zeta, mediante espectroscopia de correlacién foténica
(Tabla1V.10).
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Tabla 1V.10. Valores de potencial zeta de -lg, Qs A y Qs B y las mezclas liofilizadas de cada quitosano

con proteina en concentracién 0.25% en agua (n=3).

MUESTRA p-Ig Qs A Qs A: p-lg Qs B Qs B: p-Ig

Potencial

zeta (mV) -27.56+3.96 51.06+1.68 36.35:3.94  70.00+£5.60 33.80:4.74

Se observé como e valor de potencia zeta se redujo en las mezclas liofilizadas de los
dos polimeros con respecto a los quitosanos de partida. Se demostrd, por tanto, la
formacion de un complejo electrostatico en lamezclainicial de ambos quitosanos con la
proteina antes de someterla a las condiciones de reaccion. En dicha mezcla, se
alcanzaron valores de potencia zeta similares entre 30-40mV. Teniendo en cuenta €
potencial zeta inicia de los quitosanos de partida, se produciria una interaccion

electrostética mas favorecida en € caso del Qs B.

Se determind el materia soluble en las mezclas de quitosano y proteinaliofilizadas y se
comprobd la formacion de compleos electrostéticos insolubles a partir de los dos
quitosanos. El producto formado a partir de Qs A y proteina present6 un 93 + 1.2% de
material soluble. El formado a partir de Qs B y proteina present6 un 96 + 4.7%. Guzey y
M cClements (2006) demostraron la formacion de complejos insolubles entre laB-lg y €l
quitosano para valores de pH entre 6 y 7. Mounsey y col. (2008) llegaron a la
conclusion de que e maximo de insolubilizacion se produciaa pH 6.2. A pH 6 méas de
la mitad de grupos amino (65%) en la molécula de quitosano estarian positivamente
cargados para vaores de DA del 15% y se esperaria que la proteina a mismo pH tuviera
sobre 28 grupos carboxilicos cargados negativamente (16 acidos glutamicos (pK=4.3)
y 10 asparticos (pK,=3.7) por molécula) (Berman y col., 2000). Se ha propuesto que la
astringencia provocada por alimentos que contienen quitosano es debida a la formacion
de un complgo insoluble entre el quitosano como polimero catidnico y las proteinas
anionicas de lasdiva (Rodriguez y col., 2003).

Por otro lado, con € fin de profundizar en € estudio de la interaccion quitosano y

proteina durante la preparacion de las muestras se realizaron medidas de potencia zeta
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en la mezcla de Qs B con B-Ig antes del gjuste del pH a 6, despues de éste y tras €
proceso de congelacion a-80°C previo alaliofilizacion (TablaV.11).

Tabla 1V.11 Valores de potencia zeta de Qs B antes y después del gjuste de pH a 6 de la mezcla con la

proteinay después del proceso de congelacién (n=3).

Mezcla pH 4.2 Mezcla pH 6 Mezcla pH 6 después
congelacion -80°C

Qs B:p-lg 67.60+4.09 38.40+4.26 43.90+ 4.46

Como puede observarse, e potencial zeta disminuyé en la mezcla cuando e pH se
gjusté a 6, como consecuencia de la interaccion electrostética que se produce en este
momento. Durante el proceso de congelacion y posterior descongelacion esta
interaccion se debilitdé provocando un ligero aument6 del valor del potencial zeta, sin
embargo, después del proceso de laliofilizacion se origin6 una disminucion del valor de
potencial zeta hasta 33.80+4.74 mV |o que demuestra que lainteraccion electrostética se
hizo més fuerte durante dicho proceso.

Se sabe que € valor del pH inicia afecta significativamente al desarrollo de la reaccion
de Maillard, y que en condiciones ligeramente al calinas se favorece la formacion de la
base de Schiff y se promueve la formacion de los productos de reaccion de Maillard
(MRPs) (Gu y col., 2009). Otros autores previamente establecieron el efecto promotor
del pH en el pardeamiento no enzimético (Ashoor y Zent., 1984; Petriellay col., 1985;
Baxter, 1995). Umemura y Kawwai (2007) también han encontrado un fenébmeno de
formacién de productos insolubles y solubles mediante la reaccion de Maillard cuando
modifican quitosano con glucosay celobiosa.

2.2. Estudio del pardeamiento delos productosresultantes

El desarrollo de color es un signo importante y obvio del avance de la reaccion de

Maillard y puede oscilar entre amarillo pdlido y marrén oscuro (Morales y col., 2001).
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Se pudo comprobar mediante observacion visual, que en todas las muestras de
quitosano modificado con y sin proteina, los productos mostraban desarrollo de una
coloracién amarillenta conforme aumentaba el tiempo de reaccion (Figura 1V.21).
Existen estudios en los que se ha observado € pardeamiento en muestras de
polisacéridos y proteinas sometidas a reaccion de Maillard con el tiempo de incubacion.
Sus autores lo han relacionado con e avance de la reaccion hacia la formacion de
productos avanzados de Maillard (Manzocco y col., 2000; Rufian-Henares y col., 2004,
Lertittikul y col., 2007).

| 0 dias | | 2 dias | | 4 dias | | 7 dias |

| Fr—

FiguralV.21. Aspecto de las muestras de QsB:p-lg at=0,2 4 y 7 dias de reaccion.

Una de las medidas mas frecuentemente utilizadas para ver la extension de la reaccion
en funcion de la coloracion de los productos cuando se trabaja en medio liquido, es €
estudio de absorbancia a unalongitud de onda de 420 nm. Sin embargo, en este caso, en
gue se llevd a cabo la reaccién en estado solido,se considera mas adecuado € empleo de
la escala CIE Lab para describir los cambios de color que se producen en términos de
propiedades visuales de |os compuestos coloreados. Esta escala establece un sistema de
coordenadas numéricas para ubicar € color individual en un espacio visuamente
uniforme de color. Ademés de la simple observacion visua, para la cual se tomaron
fotografias de las muestras a los distintos tiempos de reaccion, en algunas muestras se
empled este sistema para demostrar € desarrollo de color a medida que transcurria la

reaccion.
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La Tabla IV.12 muestra los resultados de los productos obtenidos con QsB y B-lg. Se
pudo observar un ligero incremento en €l valor de a* con e tiempo de reaccion que fue
significativo a partir de 4 dias, mientras que el valor de L* disminuyé y € de b*
aumento bruscamente a partir de los 2 dias de reaccion hastalos 7 de forma significativa
(p<0.05) paraL* y b*.

Tabla 1V.12. Desarrollo de color en productos de reaccién con Qs B para Qs B:B-lg mediante escala

CIELab (n=3).
MUESTRA QsB QsB:plg QsB:plg QsB:plg QsB:plg
Odias 2dias 4dias 7dias
L* 90.00°40.55 92.44°0.85 84.06°:0.73  8157°%1.15  79.78°%141
a* -003°+0.16  -007°+0.20  0.84°059  169°:054  2.64°0.54
b* 6.28°:2.87  4.43%080 2253°0.83 27.00%0.77 29.41°%0.89
E 90.25°%0.62 92.54%0.87 86.98°:051 85.94%®:101 85.07°1.03
c 6.28°+2.87  4.43%079 22.36°:0.83 27.05%40.78 29.53%0.92

eb¢ y d indican diferencias significativas entre los valores (p<0.05) cuando las letras son distintas.

La pérdida de luminosidad (L*) y e aumento de color y saturacion en e ge azul-
amarillo (b*) en las muestras a medida que aumentaba el tiempo de reaccién demostro
el pardeamiento. Laligera disminucion del valor E, influenciado por L*, a* y b*, indico
el efecto neto producido por la pérdida de luminosidad y € aumento de pardeamiento de
una forma gradual significativamente (p<0.05) a partir de dos dias. El valor ¢ también
aument6 de forma significativa con el tiempo de reaccion (p<0.05) a partir de 2 dias.
Este pardmetro indica €l grado de saturacién, pureza o intensidad del color visual y es
definido como la distancia desde €l color gris a tono croméatico puro (a* y b* = 0). Un
aumento en € valor c indicd més caracteristicas rojas y amarillas en las muestras y que
la saturacion no fue alcanzada. Otros autores han obtenido resultados similares con este
sistema en € avance de la reacciéon de Maillard entre e caseinato sodico y
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maltodextrinas (O’Regan y Mulvinill. 2010), y en diferentes sistemas modelos de

aminoacidos y azlcares (Chawlay coal., 2009).

La Figura 1V.22 muestra la comparacion del parametro en e ge azul-amarillo (b*)
segun € sistema CIE Lab como indicador de coloracion amarilla entre cero y dos dias
para Qs A y Qs B modificados con B-lg. Como puede observarse la mezcla de partida
entre quitosano y proteina, presentaba valores diferentes de b*. A los 2 dias de reaccién

se produjo un aumento de coloracién importante en los productos de reaccion. El Qs B
modificado con proteina mediante reaccion de Maillard fue €l que dio lugar a un mayor

desarrollo de color.

HQs A HQsB
)
T 30 -
£
S 25 -
|
2 20 -
(V]
5 15 -
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2
< 5
X
9 o ¥ T T
Qs:p-Ig Odias Qs:p-Ig 2dias

Figura|V.22. Parametro en el ge azul-amarillo (b*) como indicador de coloracion amarilla segiin escala
CIE Lab en las mezclas de Qs:B-lga0y 2 diascon Qs A y Qs B.

En las etapas iniciales de lareaccion de Maillard,en la cuales tiene lugar laformacion de
los compuestos de Amadori, no se han descrito cambios estructurales importantes en
proteinas y no se asocia esta etapa con desarrollo de color. Las etapas intermedias de la
reaccion comienzan con la degradacion de Strecker de los compuestos de Amadori . Si
es conocido que en esta etapa intermedia algunos de los compuestos son coloreados y
fluorescentes, y que la coloracion va aumentando hacia los estados finales, en los cuales

tiene lugar la polimerizacion de estos compuestos (Oliver y col., 2006). El desarrollo de
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pigmentos marrones en las Ultimas etapas debido a la formacién de compuestos
croméforos ha sido ampliamente estudiado en diferentes sistemas modelo y cada vez
existen més estudios relativos a la formacion de melanoidinas (Rizzi, 1997; Martins y
col., 2003). Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, seguin los cuales tuvo lugar el
avance del pardeamiento de forma gradual y no se alcanz0 la saturacion, se podria
sugerir la presencia de compuestos intermedios que podrian estar avanzando hacia los
estados finales y la formacion de melanoidinas.

2.3. Estudiodelasolubilidad delos productosresultantes

Cuando los productos obtenidos tras la reaccion se reconstituyeron en agua, se observo,
a partir de los dos dias de reaccion, la formacion de material insoluble con aspecto de
gel en agunos de los quitosanos. Este material no se disolvia con la agitacién a pH
&cidos y bésicos, y su consistencia aumentd con e tiempo de reaccion. Cuando €
quitosano en ausencia de proteina se someti6 a las mismas condiciones de reaccion se
encontré que el porcentaje de material soluble parael Qs A y B, fue aproximadamente
de un 90% y se mantuvo préacticamente constante con € tiempo de reaccion. En € caso
del Qs C, € porcentaje encontrado fue entre un 65-75 % para dos dias de reaccion y
después fue aumentando ligeramente. Este hecho Ilevé a considerar menos apropiado €l
uso de un quitosano con un ato peso molecular promedio para la obtencion de

productos solubles de reaccion de Maillard.

En laFigura V.23 se muestra el porcentaje de material soluble encontrado en los Qs A
y Qs B de diferente M,, modificados con proteina mediante reaccion de Maillard y
comparado con e quitosano modificado sin proteina. En € caso de los productos
formados con Qs A1, no tuvo lugar laformacion de material insoluble gelificado, por lo

gue no se cuantifico.
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Figura 1V.23 Porcentgje de material soluble en los productos formados tras reaccion de Maillard en a)

Se pudo observar que cuando € quitosano fue modificado mediante reaccion de
Maillard con -lg, e porcentaje de material soluble encontrado fue menor que cuando el
quitosano se modificd en ausencia de la proteina. Aproximadamente un 90 % de ambos

quitosanos se solubilizo en ausencia de B-1g, y este porcentaje se mantuvo précticamente
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constante con e tiempo de reaccion. Cuando se afadié la proteina e porcentaje de
material soluble disminuyd bruscamente hasta 2 dias de reacciéon. Para € producto
formado con e Qs A este porcentgje sigui6 disminuyendo hasta los 4 dias de reaccion.
En el producto formado a partir del Qs B € material soluble se mantuvo practicamente
constante entre 2 y 7 dias de reaccién. EI mayor porcentge de materia soluble
encontrado para € Qs B indica que existié una mayor formacion de productos solubles
resultantes de la reaccion de Maillard para este quitosano con respecto a los productos
formados con Qs A, que fueron més insolubles. La mayor variabilidad en € porcentaje
de material soluble encontrado entre los productos formados con Qs A y Qs B en los
tiempos méas prolongados de la reaccioén podria ser debida a la heterogeneidad de

productos formados, una vez que avanza la reaccion.

Algunos autores han descrito en muestras de pectina y proteinas de huevo en estado
solido en condiciones similares, una disminucion de la solubilidad de los productos de
reaccion cercanaaun 20 %. Sin embargo, el comportamiento reol 6gico de |os productos
resultantes era € de una solucion viscosa mas que un gel (Al-Hakkak y col., 2010). Se
ha descrito que la reactividad de los carbohidratos que participan en la reaccion de
Maillard depende en gran medida del medio en € que se encuentre segin las
condiciones de pH, la actividad de agua o € medio de reaccién empleado (solido o

solucion) (Baynesy col., 1989).

Entre los estudios que plantean distintos métodos para llevar a cabo la reaccion de
Maillard, se ha demostrado que, cuando ésta se lleva a cabo en estado sdlido, se
presentan como ventgjas, que se redliza a la a, Optima siendo € tiempo requerido
menor, y ademés, no hay que retirar € agua o el tampon de disolucion para recuperar
los productos resultantes de la reacciéon. A pesar de ello, una de las desventgjas es la
formacion de agregados insolubles (Li y col., 2009). Por otro lado es conocido que se
produciria un aumento en la agregacion de la proteina a pH cercanos a su punto
isoeléctrico (B-Ig pH 5.2) por una disminucion de la repulsion entre sus moléculas (Fox
2003), a lo cual se suma e hecho de que € proceso de la liofilizacion favorece la
tendencia de la proteina a autoagregarse. Sin embargo, la presencia de un polisacarido
impide una agregacion excesiva y la separacion de fases de la proteina (Delben y
Stefanich., 1997). Ademés, se ha demostrado que la formacién de compleos de la

proteina con un polisacarido puede preservar la funcionalidad de la proteinay prevenir
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su desnaturalizacion (Galazka y col., 1999; Burovay col., 2002). Dickinson y Galazka
(1991), Galazkay col. (1999) y Morgan y col. (1999b) han demostrado que cuando la -
Ig se glicosila con lactosa en estado solido no se producen cambios en la conformacion
nativa de esta proteina, a diferencia de lo que ocurre cuando la reaccién tiene lugar en
solucion, en la que si que se produce la desnaturalizacion. Se considera, por tanto, que
es muy poco probable la contribucién en la formacion de materia insoluble que esta
teniendo lugar, de laformacion de agregados de proteina o su desnaturalizacion.

Teniendo en cuenta que la formacién de un complejo electrostatico entre quitosano y [3-
lactoglobulina se demostrd, una de las hipotesis que se plantean en la formacion del
material insoluble es que parte de ese complegjo se podria mantener. Al someterlo a las
condiciones de reaccion de Maillard la interaccion podria hacerse mas fuerte pudiendo
dar lugar a un coacervado que afectado por la temperatura a la cual se lleva a cabo la
reaccion (40°C) da lugar a particulas de un hidrogel formado por una red tridimensional
de moléculas de proteina con moléculas de quitosano con sus cadenas poliméricas
entrecruzadas. Hong y McClements (2007) demostraron un fendmeno similar cuando
sometian soluciones de quitosano y B-lg a calentamiento a 80°C. Sin embargo, ya
observaban un cambio de la turbidez de las soluciones cuando aumentaban la
temperatura de 40 a 55°C, lo que se atribuia a complejos moleculares inducidos por €l
calor. Pérez y col. (2006) demostraron que en la formacion de hidrogeles de proteinas
de suero lacteo e hidroxipropilmetilcelulosa, compiten dos fendmenos: |a separacion de
fases y la gdlificacion, siendo esta Ultimarelativa a la agregacion de las macromol éculas
y aladisminucion de los efectos de volumen excluido. En las muestras de quitosano en
ausencia de proteina, en las cuales se observd e mismo fendmeno de formacion de
material insoluble, la novedosa hipétesis que se plantea es que estas mismas
condiciones favorecen el propio entrecruzamiento de las cadenas ddl polimero mediante
la formacién de puentes de hidrogeno e interacciones hidrofébicas, dando también lugar

alaformacion de un hidrogel.

Algunos trabgjos de investigacion atribuyen la disminucion de la solubilidad de la
proteina y formacién de material insoluble a la polimerizacion y entrecruzamiento de
ésta debida a una glicosilacién excesiva (Sato y col., 2000; Aoki y col., 2001; Tanabey
Saeki., 2001; Katayama y col., 2002). Sin embargo, en este caso méas que a este

fendmeno, se podria atribuir este hecho a la propia estructura de la proteina y a la
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capacidad del quitosano para gelificar. La B-lg es una proteina compacta con estructura
globular, 1o que podria estar limitando su grado de modificacién mediante reaccion
Maillard asi como su compatibilidad termodindmica con polisacaridos de estructura
complgia (Hiller y Lorenzen., 2010). Sin embargo, este comportamiento se ha
relacionado con efectos positivos. Oliver y col. (2006) plantean que se podrian mejorar
las propiedades gelificantes de las proteinas mediante un control del avance de la
reaccion de Maillard, ya que podrian obtenerse glicoconjugados que dieran lugar a
soluciones viscosas 0 incluso que pudieran dar lugar a una estructura gelificada cuando

se reconstituyeran las muestras, como esta ocurriendo en este caso.

2.4. Determinacion de gruposamino protonados libres

La Figura 1V.24 muestra la evolucion del porcentgje de grupos amino libres en los
productos solubles de reaccién en los Qs A, Qs B y Qs A1 modificados mediante
reaccion de Maillard en presencia de proteina para los distintos tiempos de reaccion. En
primer lugar, se compar0 €l porcentgje de grupos amino protonados libres en los
productos formados a partir de Qs A y Qs B, para los cuales tuvo lugar la formacion de
un producto insoluble gdificado. El porcentaje de grupos amino sigui6 una tendencia de
disminucion a medida que aumento el tiempo de reaccion. Para 2 dias de reaccion €
porcentaj e de grupos amino consumidos en la formacion de productos fue practicamente
el mismo en Qs A y Qs B. Sin embargo, € consumo de grupos amino se mantuvo
constante para € Qs B y sigui6 decreciendo para un periodo de reaccion de 4 dias para
el Qs A. Para e producto formado con € Qs A se consumieron mas grupos amino, lo
que se puede atribuir a la mayor formacion de materia insoluble gelificado. Los
productos formados alos 7 dias de reaccion presentaron un porcentgje de grupos amino
similar en el caso de los dos quitosanos. Sin embargo, en este estudio hay que
considerar que se trata de una medida relativa de la evolucion del consumo de dichos
grupos a medida que se produce la reaccion puesto que se estarian cuantificando grupos

aminos pertenecientes tanto al quitosano como ala proteina gue no han reaccionado.
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Figura IV.24. Porcentaje de grupos amino presentes en Qs A:B-1g, Qs B:B-lIgy Qs Al:B-Ig con € tiempo

de reaccion de Maillard (n=3).

En € caso del Qs Al, e consumo de grupos amino protonados libres fue menor con
respecto a Qs A y Qs B. Este quitosano fue obtenido mediante despolimerizacion
enzimética y como consecuencia de ello se podria esperar que presentara un mayor
nimero de extremos reductores con grupos adehidos més disponibles para reaccionar,
ya gue se ha descrito que cuanto mas pequefia sea la cadena de carbono del azlcar,
mayor porcentaje de laformaaciclicay, por tanto, mas reactivo seria el aztcar (Li y col.
2009). Sin embargo, € descenso de grupos amino no fue tan pronunciado en los
productos formados con Qs Al. Esto se atribuye a que, no hubo formacién de material
insoluble gelificado que podria estar consumiendo grupos aminos libres, como en €
caso de los productos formados con Qs A y con Qs B y que coincide en € caso de los
productos formados a partir de Qs A, en e que disminuyé mas el porcentagje de grupos
amino, con una mayor formacion de material insoluble gelificado para este quitosano.
Para los productos formados a partir de Qs A1, € consumo de grupos amino solo se
relacionaria con la formacion de MRPs solubles. Se podria establecer un mayor
consumo de los grupos amino inicialmente en la mezclaliofilizada, 10 que coincidio con

unainteraccion el ectrostatica mas favorecida en presencia de la proteina parael Qs B.

159



B Resuitadosy Discusion

Existen numerosos estudios de formacién de conjugados entre polisacaridos y proteinas
en los que e consumo de grupos amino libres presentes es un indicador que permite
establecer la formacién de MRPs, mediante la reaccién de estos grupos aminos
presentes en la proteina con el grupo carbonilo reductor de diferentes polisacaridos (Gu
y col., 2009; Chawla y col., 2009; Guan y col., 2010). Al-Hakkak y col. (2010)
encontraron una disminucion del porcentaje de grupos amino en la mezcla de proteinas
de huevo y pectinatras el proceso de liofilizacion y previo alareaccion de las muestras,
sugiriendo que la conjugacion estaba teniendo lugar durante la liofilizacion. EI mayor
descenso de grupos amino estaria relacionado con las primeras etapas de la reaccion, en
las que se produce una degradacién de lisina en la proteina més rapida, que luego tiende
a estabilizarse (Labuza y Baisier., 1992). Gu y col. (2009) demostraron en mezclas de
caseina y glicina € rapido consumo de grupos amino de la lisina y la posterior
estabilizacion que se producia en la glicosilacion de las muestras durante los diez
primeros minutos de caentamiento. Se ha descrito que la energia de activacion
necesaria para la desaparicién de los grupos amino en mezclas azlcar-proteina podria
decrecer a medida que disminuye e pH, sugiriéndose un menor consumo de grupos
amino en el caso de productos avanzados de la reacciéon (Ajandouz y col., 2008). Otros
autores han encontrado periodos de la reaccién en los cuales no se produce pérdida de
grupos amino cuando entre un 50-75 % de lisinas han sido consumidas (Labuza y
Saltmarch., 1982). Esto, es |o que podria estar ocurriendo para los productos obtenidos
con el Qs B para el periodo comprendido entre dos y cuatro dias. El continuo descenso
del porcentaje de grupos amino hasta € fina de la reaccion, aunque mas ralentizado,
podria estar también influenciado, como se ha descrito, por los grupos amino gue se
regeneran por parte de la base de Schiff o los compuestos intermedios de glicosilamina
(Hodge, 1953; Labuzay Baisier.,1992).

La Figura IV.25 muestra la evolucién del porcentgje de grupos amino protonados libres

en los productos solubles para los quitosanos Qs A y Qs B en ausencia de B-Ig

modificados mediante reaccion de Maillard.
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Figura|V.25. Porcentaje de grupos amino libres presentes en Qs A y Qs B modificado mediante reaccion
de Maillard (n=3).

El porcentaje de grupos amino obtenido a tiempo O dias indica que tras la liofilizacion
existe aproxidamente una tercera parte de los grupos amino iniciales. Tommeraas y col.
(2001) demostraron, que en € proceso de liofilizacion, muestras de oligosacéridos de
guitosano eran capaces de formar la base de Schiff y 5-hidroximetilfurfural. Debido ala
sublimacién del é&cido acético y a aumento de pH los grupos amino se desprotonan
dando lugar a un fuerte nucledfilo que puede reaccionar con € grupo adehido del
extremo reductor del polimero. Por tanto, se podria suponer, seguin € bajo porcentaje de
grupos aminos que se observa en los quitosanos en ausencia de proteina sometidos al
proceso de liofilizacion, que se estaria iniciando la reaccion de Maillard en el quitosano
por si solo. Con e amacenamiento, el porcentgje siguié disminuyendo ligeramente,
alcanzandose aproximadamente un 24 % de grupos amino para Qs A y un 27 % para Qs
B. Este descenso puede provenir de la formacién de MRPs y de la formacién de
material insoluble. La diferencia no fue muy grande entre el Qs A y & Qs B, en
contraste con la disminucion de la solubilidad. No se puede establecer cuantitativamente
que, aunque €l descenso de grupos amino fue mayor para €l Qs A, la formacién de
productos de reaccion para este quitosano estuviera mas favorecida, puesto que, aunque
porcentajes similares de ambos quitosanos dieron lugar a la formacién de material

insoluble, podria haber una mayor participacion de grupos amino de Qs A en €
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entrecruzamiento en este quitosano consigo mismo, debido a un menor My, Yy
polidispersidad. Umemura y Kawwai (2007) también atribuyen la disminucion de
grupos amino a la formacién de material insoluble provocada en su caso por una
excesiva glicosilacion. Lo que si pudo observarse es que a partir de 4 dias € porcentaje
de grupos amino siguid descendiendo ligeramente y sin embargo e descenso de
porcentgje de material soluble se detuvo, indicando la participacidn de estos grupos en
lareaccion de Maillard en el producto soluble. Teniendo en cuenta la cuantificacion de
grupos amino en e quitosano liofilizado a tiempo O, en & que no tiene lugar la
formacion de materia insoluble, fue en e Qs A en & que iniciamente el consumo de
grupos amino implicados en la reaccion de Maillard tuvo lugar de forma mas rdpida en

ausencia de proteinaindicando que este podria ser més reactivo.
Conclusiones parciales

* Se demostro € pardeamiento no enzimético del quitosano y la -lactoglobulina
con €l tiempo de reaccién una vez producida la interaccion electrostética entre
ambos inicialmente, siendo esta interaccién mayor en el quitosano de mayor My,.

* El quitosano de bajo M, dio lugar a una mayor formacién de MRPs con proteina
solubles frente a los quitosanos de M,, intermedio, que dieron lugar a la
formacion de MRPs solubles ala vez que a un material insoluble gelificado. La
formacion del material insoluble estuvo mas favorecida en € caso de proteinay
el Qs A de M intermedio bgjo (M., 36 x 10° g/mal).

» El quitosano en ausencia de proteina dio lugar a pardeamiento no enzimatico y
consumo de grupos aminos libres. La formacion del producto insoluble
gelificado también tuvo lugar en los quitosanos de M,, intermedio, siendo mayor

el entrecruzamiento parael QsA.

El esquema de trabajo del estudio de los productos de reaccion de Maillard que se llevo

acabo apartir de este punto, se muestraen laFiguralV.26.
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Figura IV.26 Esguema de trabajo del estudio de la modificacion de quitosano con [-lactoglobulina
mediante reaccién de Maillard.

2.5. Estudio de formacion y caracterizacion estructural de los glicoconjugados
entre el quitosano y la B-lactoglobulina

25.1. Perfilesédectroforéticos SDS-PAGE

El estudio de los cambios en los perfiles electroforéticos por SDS-PAGE se ha descrito
como una herramienta Util para evaluar la modificacién de la estructura de los
conjugados formados entre proteinas y carbohidratos reductores via reaccion de
Maillard porque la unién de carbohidratos a la estructura polipeptidica de la proteina

incrementa su masa.
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Figura 1V.27. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15 %. Calles: Patron de pesos
moleculares (kit Mw); 1) B-lactoglobuling; 2) Qs A; 3) Complejo Qs A y B-Ig; 4) conjugado 2dias; 5)
conjugado 4 dias; 6) conjugado 7 dias.

La Figura 1V.27 muestra la separacion electroforética SDS-PAGE de los productos
solubles y ultrafiltrados obtenidos para QsA:B-lg. Se observa como, en condiciones
reductoras, la intensidad de la banda correspondiente a la 3-Ig disminuy6 a medida que
avanzaba € tiempo de reaccion, habiendo casi desaparecido cuando transcurrieron 7
dias. En las cdles 4, 5 y 6 pudo observarse una banda difusa con menor movilidad
electroforética en la parte superior del gel separador. La intensificacion de la nueva
banda difusa en las calles correspondientes a las mezclas de reaccion formadas por
quitosano y B-Ig sugiere la formacion de MRPs de distintos pesos moleculares y grado
de conjugacion. Estas bandas son dificilmente cuantificables, pero si que es observable
gue su intensidad es ligeramente mayor a medida que aumenta el tiempo de reaccion.
Resultados similares se observaron en e caso del Qs Al (Figura 1V.28). Algunos
autores han encontrado un comportamiento semejante entre la B-Ig (Chevalier y col.,
2001b) y otras proteinas aimentarias como son la ovoalbumina (Nakamura y col.,
1992), las proteinas de la soja (Diftis y Kiosseoglou., 2003) o las caseinas (Kato y col.,
1992) con diferentes carbohidratos reductores. Sin embargo, en esos casos €
polisacérido no se podia visualizar en e gel tefiido con Comassie, mientras que en este
estudio se ha demostrado que € quitosano en ausencia de proteina se puede tefiir con
este colorante apareciendo una banda difusa que aumenta con el tiempo de reaccion en
los productos reaccionados con proteina. Anteriormente se ha descrito la capacidad de
este polimero paratefiirse con e colorante azul brillante Comassie (Audy, 1992).
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Figura 1V.28. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15 %. Calles. Patron de pesos
moleculares (kit Mw); 1) B-lactoglobulina; 2) Qs Al; 3) Complejo Qs Al y B-lg; 4) conjugado 2 dias; 5)
conjugado 4 dias; 6) conjugado 7 dias.

Los resultados obtenidos en el caso de los productos solubles y ultrafiltrados formados
entre Qs B (M., 80 x 10° g/mol) de mayor peso molecular promedio que el Qs A (M., 36
x 10°) y el Qs A1 (M, 1.3 x 10%g/mol) se muestran en la Figura 1V.29. Como diferencia
con respecto a Qs A y Qs Al se encontrd, que los compuestos de diferente peso
molecular formados en el caso del Qs B:f-lg, se detectaron en una banda igualmente
difusa, més cercana alalinea de separacion entre el gel concentrador y el gel separador,
por encima del patrén de pesos moleculares correspondiente a 200 x 10°g/mol y cuya
intensidad aumentd mas con el tiempo de reaccion. EI mayor peso molecular promedio
del Qs B podria contribuir a que en la mezcla heterogénea de productos resultantes de la
reaccion de diferente peso molecular existieran glico-conjugados unidos covalentemente

de mayor peso molecular, junto con los diferentes MRPs que se puedan originar.

Por tanto, se sugiere la implicacion de B-lg en la formacion de productos de reaccion a
medida que aumenta el tiempo. La ligera banda de proteina que persiste despareciendo
con € tiempo, denota que hay una pequefia proporcion de proteina que no estaria
reaccionando independientemente del quitosano empleado. Ademas, la proteina no se
est4 retirando mediante la ultrafiltracion. Jiménez-Castafio y col. (2007) encontraron en
conjugados entre o-lactoalbuminay dextrano la presencia de proteina sin reaccionar que

no habia sido capaz de atravesar |la membrana de ultrafiltracion.
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Figura 1V.29. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15 %. Cadlles. Patron de pesos
moleculares (kit Mw); 1) B-lactoglobulina; 2) QsB; 3) Complejo QsB:B-Ig; 4) conjugado 2dias; 5)
conjugado 4 dias; 6) conjugado 7 dias.

Los resultados obtenidos son similares a los obtenidos por agunos autores que han
encontrado bandas en la parte superior del gel separador demostrando la presencia de
una distribucién polidispersa de compuestos de alto peso molecular en la conjugacion
de proteinas de leche, con diferentes azucares y polisacaridos (Hiller y Lorenzen.,
2010), de dextrano unido covaentemente a ovoabumina (Choi y col., 2005) y de
galactomanano unido a ovoalbumina (Nakamura y Kato., 2000). Se comprueba la
formacion de distintos productos de reaccién y por lo tanto, que parte del descenso de
los grupos amino se debe a desarrollo de la reaccion, ademés de a su implicacion en la

formacion de productos insolubles.

25.2. Perfilesdevelocidad de sedimentacion

Los experimentos de ultracentrifugacion analitica se realizaron con € fin de evaluar la
heterogeneidad de las especies macromoleculares presentes en los productos de la
reaccion en funcion de su coeficiente de sedimentacion. El intervalo de velocidades a
cual un polisacarido sedimenta bajo elevados campos centrifugos es funcion del peso
molecular promedio y de la conformacion (Harding y col., 1991), por lo que ésta es una
técnica atil que permite ver afinidad entre complejos macromoleculares y estimar la

forma aproximada de macromoléculas en disolucion. Las interacciones entre
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polisacéridos y proteinas han sido objeto de estudio mediante ultracentrifugacion
anditica (Colfeny col., 1996; Easay col., 1996).

La Figura 1V.30 muestra las distribuciones del coeficiente de sedimentacion. En la
mayoria de los productos aparecieron dos picos anchos que denotaban fendmenos de
difusion o polidispersidad correspondientes a componentes de sedimentacion distintos.
Se pudieron observar cambios en el coeficiente de sedimentacion de los productos con
respecto alaproteina. La proteina presentd un coeficiente de sedimentacion mayor de lo
esperado en € caso de quitosano (que no se detecta por UV) debido a que, a pesar de
tener un peso molecular menor, tiene una conformacion mas compacta y, como se vio
en la introduccion, esto afectaria a valor del parémetro b de la ecuacion propuesta por
Mark-Houwink-Kuhn-Sakurada (MHKS). En e caso de los productos de reaccion,
cabria esperar la formacion de productos con un aumento de la masa y por tanto del
coeficiente de sedimentacion. Esto se observo en todas las muestras que dieron lugar a
una cambio conformacional hacia mayores coeficientes de sedimentacion pero en bgja

concentracion.

—_— B- lg Qs B:p-lg O dias Qs B:p-lg 2 dias

Qs B:p-lg 4 dias —— Qs B:p-Ig 7 dias

[\ T T T T ——— —
L 1 2 3
Sedimentation coefficient, S

Figura 1V.30. Coeficiente de sedimentacién en funcion de la concentracion de los productos de reaccion
formados a partir de Qs B:[-Ig para los distintos tiempos de reaccién detectados mediante absorbancia a
280 nm.

En & caso de la mezcla de quitosano y proteina, exclusivamente aparecié un producto

de mayor peso molecular y a mayor coeficiente de sedimentacion. Ademas, para los
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productos obtenidos para tiempos de reaccion mas prolongados, pudo observarse la

presencia de otros productos con menor coeficiente de sedimentacion.

Debido ala dta viscosidad del quitosano y a la conformacién mas extendida que se le
atribuye por su conformacion semiflexible (Brugnerotto y col., 2001b; Mazeau y col.,
2000; Schatz y col., 2003; Lamarque y col., 2005), pudiera ser que estuviera dando
lugar a otros productos con una conformacién que diera lugar a una menor velocidad de
sedimentacion (Colfen y col., 1996). Estos mismos autores propusieron que la
formacién de complgjos deberia suponer un aumento en la masa de los productos
resultantes y por tanto en e coeficiente de sedimentacion. Sin embargo, un incremento
en la asimetria o la hidratacion, podria tender a dar lugar a productos con un menor
coeficiente. En parte, también la proteina podria estar afectando a la estructura
conformacional semiflexible que se le ha atribuido al quitosano, reduciendo la relacion
entre el coeficiente de sedimentacion y la concentracion. Este es un fendmeno muy
marcado en los perfiles de velocidad de polielectrolitos como e quitosano (Colfen y
col., 1996). Una vez que la heterogeneidad de los productos fue demostrada se llevo a
cabo la cromatografia de exclusion molecular (GPC) para obtener una mayor
infformacion acerca de los cambios estructurales y de la formacion de distintos

productos que estaba teniendo lugar.

25.3. Perfilescromatogr aficos de exclusion molecular

LaFiguralV. 31 muestra los perfiles cromatogréaficos obtenidos por GPC a partir de los
productos formados con Qs A y proteina. El Qs A se detecté como una banda ancha de
distribucion de pesos moleculares, tipica del polimero por presentarse como una mezcla
polidispersa de cadenas de monémeros de distinta longitud. En la mezcla liofilizada de
quitosano y proteina se observd una separacion clara entre el quitosano y la proteina,
gue eluye entre 17 y 18 minutos. Dicha separacion se deberiaa complejo eectrostatico
gue se demostré mediante medida de potencial zeta y que se disociaria en estas
condiciones. Para los productos de tiempo de reaccion mas prolongados, un nuevo perfil
correspondiente a un nuevo peso molecular intermedio entre el quitosano control y la
proteina aparecid y se fue desplazando hacia tiempos de elucion correspondientes a

distribuciones de pesos moleculares menores con e tiempo de reaccion. El hecho de

168



Resultados y Discusion |

que, cuando se sometié a la mezcla de polimeros a las condiciones de la reaccion, no
diera lugar a compuestos con volumenes de elucion menores correspondientes a
compuestos de mayor peso molecular, sugirid que pueden existir productos de muy

diferente peso molecular formados como consecuencia de lareaccion.

—emmme- Q2 Azp -Ig 0 diag ------- Qs A:p-lg 2 dias

Figura V.31 Perfiles cromatogréficos obtenidos mediante GPC de los productos Qs A:B-1g.

Entre los compuestos formados podrian existir glicoconjugados formados entre cadenas
de longitud intermedia del quitosano y proteina, de distinto grado de conjugacién de los
formados inicialmente porque, podria ser posible laformacién de productos intermedios
de reaccion ala vez que continua la glicosilacion (Guan y col., 2010). Ademas habria
gue tener en cuenta que en este quitosano se vié més favorecida la formaciéon de
material insoluble gelificado pudiendo existir menos cadenas disponibles o de menor
peso molecular promedio para la formacién del glicoconjugados. Morris 'y col. (2004)
demostraron que en la conjugacion covalente de maltodextrinas y caseinato, la proteina
se estaba uniendo principamente a oligosacaridos de un grado de polimerizacion
promedio entre 7 y 10. Los resultados son similares alos obtenidos por Bouhallab y col.
(1999), quienes comprobaban que se formaban numerosos polimeros con diferentes
perfiles cromatograficos a partir de B-1g y lactosa. El desarrollo de lareaccion implicala
formacion de un gran nimero de compuestos que podrian tener una diferente
contribucion a peso molecular total del quitosano modificado. Por lo tanto, e no

conocimiento exacto de la cantidad de cada uno los productos de la reaccion de Maillard
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gue se ha formado (compuestos iniciales, avanzados y finales) no permite establecer un
peso molecular conocido para cada tipo de compuestos, ni determinar €l nimero de
residuos exactos de carbohidrato unido ala proteina.

La Figura IV.32 muestra los cromatogramas obtenidos en € caso de los productos
formados entre el Qs B y laproteina. La diferencia mas notable con respecto a Qs A, es
que en la mezcla inicial de polimeros liofilizada se detecté un pico que se desplaz6d
hacia un tiempo de retencion menor con respecto a Qs B, ademas del correspondiente
pico de proteina que muestra de nuevo la separacion del complejo electrostatico. Este
desplazamiento denota la formacién de productos de reaccion de mayor peso molecular
con e Qs B, demostrando que la reaccién con proteina ya comienza en la liofilizacion,
al igua gue se habia sugerido en e caso del quitosano en ausencia de proteina por el

descenso de grupos amino a0 dias.
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Figura 1V.32. Perfiles cromatogréficos obtenidos mediante GPC de los productos Qs B:f-1g.

Es razonable que inicialmente se produzca un aumento del volumen hidrodinamico
como consecuencia de la glicosilacion entre quitosano y B-lactoglobulina. A partir de
aqui & compuesto de Amadori formado tenderia a la degradacion mediante distintas
reacciones y a la formacion de compuestos heterociclicos en los estados intermedios y

finales (Silvan y col., 2006). Por esta razén, se podrian estar obteniendo productos con
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un menor peso molecular promedio, dando lugar a la mezcla heterogénea de productos
de distinta naturaleza. AUn asi, a tiempos de reaccion més prolongados, los productos
formados con Qs B (productos eluidos entre 14-17min) presentaron un mayor peso
molecular promedio que los encontrados para los productos formados con Qs A
(productos eluidos entre 15-18min). Estos resultados estén de acuerdo con |los obtenidos
en la electroforesis de SDS-PAGE. Li y col. (2009), también encontraron un descenso
del peso molecular promedio de productos de reaccién de Maillard entre proteinas de
arroz y glucosa, sugiriendo que e grado de glicosilacion entre ambos polimeros

disminuye con laformacion de MRPs 'y su degradacion con e tiempo de reaccion.

Los productos formados a partir de Qs A1 y proteina (Figura IV.33) también mostraron
un perfil cromatogréfico que se desplazé ligeramente a tiempos de elucién menores, ya
desde el proceso de liofilizacion, con respecto a quitosano solo. Por tanto, se demostro
iguamente la formacion de gliconcojugados, sugiriéndose la unién de cadenas de bajo
grado de polimerizacion de este quitosano a la proteina debido a ligero desplazamiento

producido.
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Figura 1V.33. Perfiles cromatogréficos obtenidos mediante GPC de los productos Qs A1:B-lg.
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Los picos de los productos eluidos entre 16-18min para € producto formado a los dos
dias fueron similares, estando més desplazado hacia tiempos de elucion menores €l
producto a los cuatro dias, presentando por tanto, un mayor peso molecular. Una vez
alcanzado e maximo de glicosilacion para € producto formado a 4 dias podria tener
lugar la posible degradaciéon del compuesto de Amadori y la formacion de una mezcla

de productos heterogénea.

25.4. Determinacion dela fluorescencia intrinseca

El estudio de la estructura de la -lg mediante fluorimetria proporciona informacién
acerca de los posibles cambios estructurales que se producirian como consecuencia de
su union a quitosano. La fluorescencia intrinseca de las proteinas lacteas se debe
principalmente a tres aminoacidos arométicos: € triptofano (Trp), latirosina (Tyr) y la
fenilalanina (Phe). De los tres aminoécidos, € triptéfano domina la emision de
fluorescencia de las proteinas debido a su elevado coeficiente de extincion. Por ello
mediante |a determinacion de fluorescencia del Trp es posible tener informacion acerca
de la estructura de la proteina, ya que sus propiedades de emision son sensibles al
entorno aminoacidico, y los cambios estructurales que afectan a Trp se van a poder
detectar por variaciones en € espectro de emision.

La Figura 1V.34 muestra los espectros de emision de fluorescencia del Trp de los
productos de la reaccion solubles formados con el tiempo de reaccién. Tras excitar a
280 nm la proteina presenté una emision de fluorescencia méxima a 333nm (Amaxima) €N
las mezclas de quitosano y proteina liofilizadas. Se pudo observar como laintensidad de
fluorescencia relativa a Trp decrecié en los productos de reaccion con respecto a la
mezclainicial de quitosano y proteina. Puesto que no existio ningun desplazamiento de
la Amax Se supone que no existié un cambio del estado conformaciona de la B-lg
alrededor de los residuos del Trp (19Trp y 61Trp), como consecuencia de la exposicion
de Trp hacia zonas mas hidrofilicas; 10 cual estaria provocado por las condiciones de
caor y humedad relativa establecidas, como consecuencia de la desnaturalizacion y
agregacion de la proteina que se muestra en diferentes trabgjos (Renard y col., 1998;
Jiménez-Castafio y col., 2005ay 2007).
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Estos resultados estédn de acuerdo con los obtenidos por otros autores, segun los cuales,
en estado sdlido la glicosilacion no produce un cambio de la conformacion de la
proteina, ocurriendo solo en el caso de la reaccion llevada a cabo en solucion, donde se
produce un proceso de desnaturalizacion (Morgan y col., 1999b; Gauthier y col., 2001).
La disminucion de la intensidad de fluorescencia a medida que aumento e tiempo de
incubacion de las muestras, se atribuye al efecto de apantallamiento de la emision de
intensidad de fluorescencia que podria gjercer € quitosano unido ala proteina (Hattori y
col., 2000; Jiménez-Castaiio y col., 2005a, 2007). Estos resultados, por tanto,
demuestran que no se esta afectando la estructura nativa de la proteina. Se observé un
mayor descenso de intensidad de fluorescencia a medida que transcurrio e tiempo de
incubacion para los productos formados con Qs B:fB-lg. Jiménez-Castafio y col. (2007)
encontraron menor intensidad de fluorescencia en los productos formados con B-lg y

dextrano de M,, 20 x 10%g/mol, respecto a un dextrano de M,, 10 x 10° g/mol.

Si se tiene en cuenta la disminucion de grupos amino gque se esta produciendo con €l
tiempo de reaccidn, parece que existe mayor disminucion de grupos amino con €
tiempo de reaccion en los productos formados con Qs A, lo que no coincide con la
menor disminucién de intensidad de fluorescencia que existe con respecto a Qs B,
sugiriendose de nuevo una mayor implicacion de los grupos aminos en la formacion de
material insoluble gelificado en e caso del Qs A y una menor glicosilacion en este
quitosano con respecto a Qs B. Esto sugiere gque las diferencias encontradas en la
intensidad de fluorescencia se relacionan con € grado de glicosilacion de la proteina y
el mayor efecto de apantalamiento provocado por un quitosano de mayor peso
molecular promedio como es e Qs B. Segin Moreaux y col. (1997), podria estar
ocurriendo una disminucion de la intensidad relativa de fluorescencia como
consecuencia de la degradacion del Trp en la proteina a medida que avanza la reaccion
de Maillard. Guan y col. (2010) plantearon que la reaccion de Maillard podria estar
continuando a la vez que los productos intermedios se podrian estar formando y

polimerizando para dar lugar a productos finales de reaccion.
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Figura |'V.34. Espectros de emision de fluorescencia intrinseca de productos de a) QsA:flg y b) QsB:lg.

Conclusiones parciales

e Se demostré la formacién de glicoconjugados solubles con proteina. Para los
guitosanos de M,, intermedio la glicosilacion estuvo mas favorecida en e Qs B
de M,, intermedio alto. Los MRPs solubles mostraron ser mezclas de productos
cada vez mas heterogéneos de distinto peso molecular a medida que aumentaba

d tiempo de reaccion.
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2.6. Estudiodel avancedelareaccion de Maillard

26.1. Determinacion defurosina

Uno de los indicadores que se utilizan parallevar a cabo e seguimiento de la evolucion
de la glicosilacién no enzimética de proteinas es determinacién de la furosina (2-
furoilmetil-lisina), derivado furoilo formado a partir de la hidrélisis &cida del compuesto
de Amadori de lalisina (Moreno y col., 2002; Jiménez-Castario y col., 2005a; 2005b).
La cantidad formada de furosina depende de la intensidad del tratamiento térmico.
Normalmente este compuesto se incrementa linealmente durante las etapas iniciales de
la reaccion de Maillard, mientras que disminuye en las etapas avanzadas, debido a una
mayor degradacion del compuesto de Amadori frente a su formacion (Finot y col.,
1981).
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Figura 1V.35. Evolucion del contenido de 2-furoil/furil-metil-aminoécidos derivados de los compuestos

de Amadori durante la formacién de los conjugados QsA:Blg y QsB:Blg (n=2).

La Figura 1V.35 muestra la evolucion del contenido en furoil- y furil-derivados de los
compuestos de Amadori para las reacciones llevadas a cabo parael Qs Ay QsB y la

proteina. Los resultados indican que, como se sugeria en los resultados previos de GPC,
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en la mezcla iniciad de ambos quitosanos con proteina, ya desde el proceso de
liofilizacion se esta produciendo la reaccion de Maillard, puesto que se detectd furosina
en estas muestras. En e caso del Qs A la concentraciéon de furosina detectada en los
productos, se incrementa cuando transcurren 2 dias de reaccion con respecto ala mezcla
liofilizada de quitosano y proteina. A partir de los 2 dias se produce una disminucion en
la concentracion de ésta hasta unos niveles minimos précticamente constantes de 5mg
de furosina/100g de muestra. Para |os productos formados con €l Qs B, es en la mezcla
inicial donde se detectan los niveles de concentracion méaximos de furosina. Al cabo de
2 dias se produce un descenso brusco de furosing, |0 que puede estar relacionado con el
hecho de que la velocidad de degradacion del compuesto de Amadori supere a la de
formacién, y por tanto la reaccién se encuentre en etapas mas avanzadas (Rufian-
Henares y col., 2004). Estos resultados podrian sugerir que la reaccion evoluciona de
una forma mas rédpida para e Qs B, siendo mayor la velocidad de formacion de 2-
furoilmetil-derivados. La degradacion total de furosina en los productos de Qs B a partir
de 4 dias indicaria que la reaccidén se inicia mas rapido, y la evolucion hacia la
formacion de otros productos intermedios 0 avanzados también podria estar més

favorecida

2.6.2. Determinacion de compuestos espectr oscopicos que absorben en UV

Para continuar con la evolucion del avance de reaccion, otro de los métodos empleados
normalmente en |a deteccién de compuestos intermedios de lareaccion de Maillard esla
medida de absorbancia a una longitud de onda de 294 nm, segin € método descrito por
Lerici y col. (1990). Estos autores establecieron que, después de un interval o de tiempo,
laformacion de dioxido de carbono mediante la degradacion de Strecker daba lugar ala
liberaciobn de una serie de compuestos intermedios voldtiles con propiedades
espectroscopicas que les hacian absorber en e UV a esta longitud de onda como
precursores de pigmentos marrones. Hodge en 1953, atribuyd estas propiedades
espectroscopicas a la deshidratacion y fragmentacion de los carbohidtratos.
Posteriormente, numerosos estudios han demostrado la formacién de compuestos
intermedios de reaccion mediante el incremento de la absorbancia a 294 nm en
diferentes mezclas de proteina y polisacaridos ensayadas. (Ajandouz y col., 2001;
Kanatt y col., 2008; Gu y col., 2009; Guan y col., 2010). Estos productos se suelen

asociar a productos no coloreados (Shen y col., 2007).
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La Figura IV.36 muestra las absorbancias medidas a 294 nm para los productos

obtenidos a partir de los diferentes quitosanos y proteina.

Qs A:p-lg Qs B:p-lg Qs Al:p-lg
0,70
0,60 E—
£ 050
g ' 7 -
g =
S 030
| .
8 0,20
Qa v
<< \
0,10
0,00 . | | |
0 2 a 7
Tiempo de reaccidn (dias)

Figura 1V.36. Andlisis de productos con propiedades espectroscopicas intermedios de la reaccion
determinados mediante medida de absorbancia a una longitud de onda de 294 nm durante la formacion de
los conjugados QsA:B-Ig, QsB:B-lIgy Qs Al:B-Ig (n=3).

En todos los productos estudiados, a tiempo cero se detectdé un valor de absorbancia
similar denotando la formacion de compuestos intermedios con propiedades
espectroscopicas, 10 que confirma que durante €l proceso de liofilizacion se puede
iniciar la reaccion. Para los productos formados a partir de Qs A y Qs Al, existio un
aumento de la absorbanciaa 294 nm de 0 a 2 dias de reaccion, que puede ser atribuidaa
la acumulacion de compuestos intermedios del pardeamiento no enzimético durante este
periodo de tiempo. En e caso de los productos formados con el Qs B, entre 0y 2 diasla
absorbancia y, por tanto, la concentracion de estos productos permanecio constante. A
partir de 2 dias de reaccion, la absorbancia aumenté para € Qs A1, disminuyé para €
Qs A y se mantuvo constante para e Qs B. Desples de cuatro dias se produjo una
disminucion de la absorbancia para los productos formados con Qs A y Qs B, vy

permaneciO practicamente constante en € caso del Qs A, encontrandose en este punto la
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menor concentracion detectada de estos compuestos en los productos formados con el
QsB.

La formacién de compuestos intermedios con caracteristicas espectroscopicas estaria
teniendo lugar ya en e proceso de liofilizacion y su formacion estaria ocurriendo de
forma simultanea a la formacion de furosina. EI aumento en la concentracion de estos
productos en el periodo de cero a dos dias para los productos formados con Qs A y Qs
A1, coincide con los resultados obtenidos por Gu y col. (2009) que encontraron una
mayor formacion de estos productos durante los 30 primeros minutos de reaccion en
productos formados a partir de caseina y glucosa. Teniendo en cuenta que, en este caso,
la B-1g es una proteina globular y la reaccion transcurriria de una forma més lenta con
respecto a otras proteinas, estos resultados podrian ser comparables con un periodo de
tiempo mayor como es €l alcanzado alos 2 dias de reaccion en este estudio. A partir de
este momento, en e caso del Qs Al el aumento de la absorbancia y de la formacién de
estos productos hasta alcanzar e Ultimo tiempo de la reaccion se podria relacionar con
laalta reactividad de los compuestos di- y policarbonilos generados durante estas etapas
(Ajandouz y col., 2008), que podria estar méas favorecido en €l caso del avance de la
reaccion con este quitosano. En el caso de los productos formados con Qs A y Qs B, la
disminucion de estos compuestos a partir de 2 y 4 dias, respectivamente, podria estar
relacionada con € avance y la polimerizacion de los compuestos para formar
melanoidinas frente a la pequefia cantidad de productos intermedios que ya se estarian
formando (Lertittikul y col., 2007). Por €elo, llegado a un determinado punto de la
reaccion, la concentracion de estos compuestos podria permanecer constante, como
ocurre en el caso del Qs B. Ajandouz y col. (2001) también atribuyeron la disminucion
de la absorbancia a 294 nm que se producia en sus muestras a la transformacion de
compuestos intermedios en pigmentos marrones. Un valor menor de absorbancia 'y la
disminucion mas acusada de ésta en el caso de los productos formados con Qs B a partir
de 4 dias, estaria relacionada con la total degradacion de furosina para los productos
formados con este quitosano y podria sugerir un avance mas rgpido hacia la formacion

de melanoidinas.

En el caso de los quitosanos modificados mediante reaccion de Maillard en ausencia de
proteina, la absorbancia medida a 294 nm dio valores muy proximos a cero, por lo que

se estima que, en este caso, la disminucion del porcentgje de grupos amino estaria mas
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relacionada con la formacién de material insoluble, siendo muy pequefia su implicacion

en laformacion de MRPs solubles de etapas avanzadas.

2.6.3. Determinacion de compuestos fluor escentes (AGES)

La formacion de compuestos fluoresecentes es indicativa de que se estén alcanzando las
etapas avanzadas de la reaccion de Maillard. Existen estudios que muestran diferentes
evoluciones en cuanto a la formacion de dichos compuestos. Asi, puede ser que se
alcance un méximo de formacion de estos productos con el tiempo de reaccion (Labuza
y Baisier., 1992; Benjakul y col., 2005), que aumenten continuamente (Y eboah y col.,
1999), o podrian acanzar un valor constante (Kato y col., 1989). La intensidad de

fluorescencia comprendida en un intervalo entre Agx=340-370 nm y Agn=420-440 nm,

es empleada como pardmetro para la estimacion de los niveles de AGEs fluorescentes.
La fluorescencia obtenida se corresponde con la emitida por aquellas estructuras
moleculares que se han podido formar entre los carbonilos reductores y |os residuos de
lisina de las proteinas presentes en el medio durante | as etapas avanzadas de lareaccion,

por tanto esta caracteristica es dependiente del grado de desarrollo de lareaccion.

La Figura IV.37 muestra € perfil de los espectros de emision de fluorescencia
adquiridos a Aex=337 nm y Agy=350-550 nm para cada uno de los productos de
reaccion obtenidos. Se observaron modificaciones en e perfil de los espectros de
fluorescencia maximos entre los 400-440 nm. Los resultados mostraron que la
formaciéon de compuestos de naturaleza fluorescente acanz6 un maximo a
aproximadamente 410 nm para 4 dias de reaccion en los productos formados con Qs A,
y siguio aumentando hastalos 7 dias, en e caso de los productos formados con Qs B. Li
y col. (2009) atribuyeron la disminucion de intensidad de fluorescencia que se produce
en sus muestras, a la formacion de estructuras quimicas de distinta naturaleza. Es decir,
gue podria ocurrir, que una vez que se ha acanzado un maximo de fluorescencia, los
fluorégenos actlien como precursores de pigmentos marrones como se viene planteando

alo largo de este apartado.
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Figura I'V.37. Espectros de fluorescencia de emision de productos de reaccion a) QsA:B-1g b)QsB: B-Ig.

Por otro lado, se determiné €l grado de desarrollo de lareaccion de Maillard mediante la
estimacion del indice de productos avanzados fluorescentes y triptofano soluble segin
el método descrito por Birlouez-Aragon y col. (2001). Mediante la utilizacion de este
otro método se aporta informacidén cuantitativa complementaria a la obtenida
anteriormente. Para ello se midio la intensidad de fluorescencia en un intervalo de

longitud de onda de excitacion Aex=330-350 nm y de emision Agy=400-450 nm.
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Considerando un factor corrector de la concentracion proteica presente en la muestra,
obtenido a través de la fluorescencia debida a los residuos de triptéfano
(Aex=290/Aem=340 nm), el método permitid calcular el denominado FAST Index, que se
define como la relacion entre la fluorescencia emitida por los AGES y la emitida por los
residuos de Trp. La Tabla V.13 muestralos resultados obtenidos para este parametro en

los productos de Qs A y Qs B modificados en presencia de proteina

Tabla 1V.13. Vaores de indice FAST Index de los productos de reaccion entre QsA:fB-1g y QsB:B-lg para
los distintos dias de reaccion (n=3).

FAST Index FAST Index FAST Index FAST Index

MUESTRA 0 dias 2 dias 4 dias 7 dias
QsA:plg 7.30+0.39 11.85+1.01 17.09+0.47 13.62+1.48
QsB:plg 7.89+0.94 9.98+3.83 9.13+0.01 14 97+0.24

Los resultados estan de acuerdo con los obtenidos por andlisis del espectro de emision
fluorescente. Estos resultados mostraron que para los productos formados con Qs A de
4 a 7 dias, préacticamente no aumenta e porcentaje de compuestos intermedios
fluorescentes, comprobandose con la determinaciéon del Fast Index que es a tiempo
cuatro dias donde se encuentran los productos que originan mayor fluorescencia. En €l
caso de los productos formados con Qs B, existié una tendencia del aumento de
compuestos que emiten fluorescencia con el tiempo de reaccion. Los resultados
obtenidos para € Qs A coinciden con los obtenidos en algunos trabajos en los que se
encuentra un maximo de intensidad de fluorescencia paralos AGEs, como es el caso de
Jing y Kitts (2002) que encontraron que sus AGES presentaban un maximo de
fluorescencia a las 2 horas de reaccion, que decrecia hasta las 8 horas para productos
formados a pH bajo. Sin embargo, se ha encontrado que la intensidad de fluorescencia
aumenta con € tiempo en AGESs formados a pH mas ato (Hidalgo y col., 1993).
Matsuda y col. (1991) detectaron también una disminucion de intensidad de
fluorescencia en mezclas de B-1g y lactulosa después de haberse alcanzado un maximo.

Como se puede comprobar, |os resultados obtenidos mediante la medida de absorbancia

a294 nm y la determinacion de compuestos fluorescentes presentan algunas diferencias,
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pero hay que tener en cuenta la distinta naturaleza y reactividad para dar lugar a
pigmentos marrones de todos los compuestos intermedios que se forman. Parece ser,
que aguellos compuestos que son fluorescentes evolucionan més rapido hacia la
formacion de melanoidinas frente a los que tienen capacidad para absorber en UV
(Lertittikul y col., 2007). Sin embargo, en los resultados encontrados para |os productos
formados con el Qs A y Qs B, la desaparicion de productos que absorben en el UV tuvo
lugar antes que la de los productos fluorescentes. Parece existir un avance mayor hacia
la formacion de melanoidinas en los productos formados con Qs A, ya que la formacion
de AGEs comienza a disminuir a partir de 4 dias. Se han identificado un total de 27
productos intermedios de reaccion de Maillard donde 18 eran compuestos carbonilos.
Mayoritariamente se encontraron furfurades y un compuesto e 2-C-formil-5-
hidroximetilfurano, aceptor de electrones y que reacciona muy rgpidamente con grupos
amino, generando otra gran cantidad de compuestos intermedios, que o bhien se
acumulan, o evolucionan hasta productos més avanzados (Painter, 1998). De ahi la gran
variabilidad de este grupo de compuestos y de que su formacion pueda ser paralelaala
de las melanoidinas (Rufian-Henares y col., 2002; Lertittikul y col., 2007). Los
resultados revelados a lo largo de este apartado de la evolucidon del avance de la
reaccion de Maillard, parecen indicar la complegjidad de las reacciones y productos
formados durante este proceso en € cua las reacciones no se suceden de manera

secuencia sino que pueden estar ocurriendo alavez.
Conclusiones parciales
e Se comprobd que la reaccion estd avanzando hacia los productos finales
mediante la formacion de compuestos intermedios que absorben en e UV y

AGEs. Ademas, avanzaria con mayor rapidez en los productos formados con Qs

A, en los que se degradan antes los AGEs.
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2.7. Caracterizacion de los productos insolubles procedentes de la reaccion de

Maillard

Seguin se describio en € apartado 2.3 se observo la aparicion de un material insoluble

con aspecto de gel que tuvo lugar cuando se reconstituyeron algunos de los productos

de reaccion, lo que sugiere la formacion de un hidrogel a través de una red

tridimensional entre el quitosano y la proteina.

2.7.1. Andlisisestructural: espectroscopiadeinfrarrojo (FT-IR)

El estudio de los cambios producidos en los grupos funcionales de la estructura

gelificada formada, se llevo a cabo mediante espectroscopia de infrarrojo y permitio

establecer si 1a formacién de nuevos enlaces habia tenido lugar.
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Figura I'V.38. Espectros FT-IR de B-lg, QsA sin modificar e hidrogeles de QsA:Blg formados a distintos

tiempos de reaccion.
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La Figura IV.38 muestra los espectros FT-IR de -Ig, Qs A y los productos insolubles
gelificados a los distintos tiempos de reaccién. El quitosano sin modificar empleado
como control presentd bandas de absorcién a 1596 cm™ y 1655 cm™, que se atribuyeron
alos grupos amino (NHy) y amida | (C=0) respectivamente, siendo esa banda de menor
intensidad debido a bajo DA de esta muestra de quitosano. Se observaron también las
bandas de absorcion a 1420 cm™, debido a la deformacion simétrica C-CHs y a 3448
cm, la cual corresponde ala vibracion del grupo —OH e indica la presencia de enlaces
de hidrégeno intramoleculares en las moléculas de quitosano. El hidrogel formado con
el tiempo de reaccion en presencia de proteina, dio lugar ala desaparicion de la banda a
1655 cm™ y se pudo comprobar de nuevo la aparicién de una banda de absorcién entre
1636-1644 cm™, correspondiente a la formacién de un enlace imino (C=N), como
consecuencia de la formacion de la base de Schiff. EI cambio de la banda de grupos
amino de 1596 cm™* que desaparecié dando lugar a una banda de absorcién a un nlimero
de onda més bajo, entre 1553-1559 cm™ sugiere también la participacion de grupos
amino en el enlace covalente. La nueva banda que aparece se relaciona con una
transicion de estructura de C=N a C-N dada la alta inestabilidad de la base de Schiff
que podria estar hidrolizandose. Wang y col. (2004) obtuvieron resultados similares en
hidrogeles formados a partir de quitosano y polivinil-alcohol. El grupo imino formado
entre quitosano y otros aldehidos ha sido detectado por espectroscopia de infrarrojo
alrededor de 1640 cm™ por otros autores (Monteiro y col., 1999; Dos Santos y col.,
2005; Umemura y Kawwai., 2007). Por ello se podria establecer que, en presencia de
proteina, la disminucion de la densidad de carga aparente del quitosano mediante una
interaccion electrostética entre sus grupos aminos y los grupos carboxilicos de la
proteina que aumentd durante €l proceso de liofilizacion, dio lugar a un coacervado.
Este coacervado con la temperatura compite con el fendmeno de la gelificacion, dando
lugar a particulas de hidrogel, € cud estaria formado por una red tridimensional de
moléculas de proteina, unidas a moléculas de quitosano con sus cadenas poliméricas

entrecruzadas mediante enlace covalente.
La Figura IV.39 muestra los espectros de infrarrojos obtenidos para e hidrogel

liofilizado a distintos tiempo de reaccion, que se formé cuando se sometié a quitosano
alareaccion de Maillard, en ausencia de proteina.
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Figura 1V.39. Espectros FT-IR de hidrogeles de Qs A formados con el tiempo de reaccién.

En este caso, para los productos formados no se observé la banda correspondiente al
gurpo imino que aparece a aproximadamente 1640 cm™. Lo que s se observé, sin
embargo, en los productos formados para dos y cuatro dias, fue e cambio de |a banda
de grupos amino de 1605 cm™, e cual desaparecié dando lugar a una banda de
absorcion entre 1561-1566 cm™. Esto se atribuy6 a enlace C-N producido por la
hidrdlisis de la base de Schiff. Berger y col. (2004) establecieron una clasificacion de
hidrogeles de quitosano formados por entrecruzamiento covaente en la que introducen
al quitosano entrecruzado consigo mismo. Por otro lado la formacién de productos de
Maillard a partir de oligosacaridos de quitosano ha sido demostrada por otros autores
(Tommeraas y col., 2001; Zeng y col., 2007) . Sin embargo, en & producto formado a
los 7 dias de reaccién el comportamiento encontrado fue distinto. La banda a 1652cm™
correspondiente a la amida | (C=0) aumentd, mostrando una posible reacetilacion del
quitosano. La conversion de acetato de quitosano soluble en quitina insoluble puede
ocurrir bajo los efectos del calentamiento a temperatura altas, segun han demostrado
algunos autores (Toffey y col., 1996; Lim y col., 1999). En este caso, la temperatura
alcanzada no fue tan ata comparada con estas investigaciones, sin embargo € aumento

de la banda correspondiente a amida | demuestra la posible transformacion de acetato

185



B Resuitadosy Discusion

del quitosano en quitina. La disminucion de la solubilidad se asocia con la formacion de
un cristal anhidro polimorfo, a partir de quitosano formado en presencia de agua
(Ogawa, 1991) que podria estar ocurriendo como consecuencia de la deshidratacion del
acetato de quitosano; haciendo que las interacciones hidrofobicas y los puentes de
hidrégeno aumentasen a aumentar € DA, y dando lugar a una menor movilidad de la

cadena del polimero que disminuiria su solubilidad (Qu y col., 1999).

A pesar de no haberse observado este mismo comportamiento en las muestras en
presencia de proteina, se sugiere que, paralelamente alaformacion del enlace covalente,
podria estar ocurriendo este fenOmeno de reacetilacion en los grupos amino del
quitosano. Estos grupos amino que habrian participado en la formaciéon del enlace
covaente, podrian estar acetildndose a través de los grupos carboxilos del acetato, e
incluso, de la proteina por €l efecto de latemperatura.

2.7.2. Andlisis microscopico: Microscopia eectrénica de barrido (SEM)

Estos andlisis permitieron estudiar la porosidad y caracteristicas microscopicas
superficiales de los hidrogeles. A pesar de que la estructura del hidrogel en € estado
solido no representa completamente la situacion real del hidrogel en estado himedo, las
imagenes obtenidas por SEM permitieron ver la morfologia de los poros presentes, 1o
gue posteriormente permitié establecer relaciones con sus propiedades gdlificantes y la

capacidad de absorcién de agua estudiadas mediante imagen de resonancia magnética.

En general, e comportamiento observado en las imégenes mostro la presencia de poros
irregulares e interconectados en todas las muestras estudiadas (Figura 1V.40). A pesar
de que laliofilizacion, generalmente, crea estructuras en las que hay una morfologia de
poros abiertos, se pudo observar que, a medida que aumento6 e tiempo de reaccion, €
nimero de poros aumento y su tamafio disminuyd. Se pasd de una estructuramas lisay
suave con poros distribuidos més homogéneamente en € interior de la muestra cuando
el hidrogel obtenido correspondia a 2 dias de reaccion, a un hidrogel en € que

préacticamente desaparece |a estructura porosa alos 7 dias.
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Figura IV.40. Iméagenes de microscopia electrénica de barrido de los hidrogeles formados a2, 4 y 7 dias

de reaccidn paralos productos formados con QsA:B-lg y QsB:B-1g..

Conclusiones parciales

e Las condiciones de Maillard establecidas dieron lugar a la formacion de un
hidrogel en el caso de los quitosanos de peso molecular promedio intermedio
(Qs A y Qs B) con y sin proteina estabilizado mediante entrecruzamiento
covalente, sin necesidad de agentes entrecruzantes, que normamente son
relativamente toxicos. Se sugiere que este fénomeno podria estar compitiendo
con e de una posible reacetilacion y reversion a quitina con la consiguiente
insolubilizacién del producto més evidente en €l caso del quitosano en ausencia

de proteina.

2.8. PROPIEDADES FUNCIONALES DEL QUITOSANO MODIFICADO
MEDIANTE REACCION DE MAILLARD

28.1. Efectodelaglicosilacion en las propiedades emulgentes

Existen numerosos estudios en los que se plantea la glicosilacion de proteina via
reaccion de Maillard como alternativa tecnol 6gica para mejorar la capacidad de dichas
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proteinas para formar emulsiones. Se ha encontrado esta mejora en la -Ig conjugada
con quitosano y derivados de quitosano (Hattori y col., 2000; Miralles y col., 2007),
entre B-lg y alginato (Hattori y col., 1997), entre proteinas de suero |acteo y pectina
(Mishra 'y cal., 2001; Einhorn-Stoll y col., 2005), entre BSA y dextrano (Dickinson y
col., 1996), caseina y dextrano o maltrodextrinas (Morrisy col., 2004; Aminlari y col.,
2005) y caseinas y pectinas (Al-Hakkak y col., 2002).

28.1.1. Indice de actividad emulgente (EAI)

La Figura V.41 muestra el EAI de los quitosanos controles y la 3-1g control, junto con
el de los productos formados mediante reaccion de Maillard. El Qs B control presento
un porcentge de EAI similar a mostrado por la proteina. Fue mayor (p<0.05) €
porcentaje de EAI en el caso de Qs B con respecto a Qs A. Los MRPs formados a partir
del Qs A mostraron un EAIl mayor (p<0.05) con respecto a B-lgy Qs A. En € caso de
los productos formados con Qs B e EAI fue significativamente mayor (p<0.05) en
todos los productos con respecto a B-lg. Sélo los productos formados a 4 y 7 dias
presentaron un EAI mayor (p<0.05) al presentado por € Qs B. Entre los productos
formados con Qs A, d formado a los 2 dias fue € que presenté la mejor actividad
emulgente. Sin embargo, con Qs B, los productos que meoraron la actividad
emulsionante se obtuvieron alos 4 y 7 dias. En e caso de los productos de reaccion
obtenidos a partir de Qs A1, no se consiguieron mejorar las propiedades emulsionantes

con respecto a la B-1g.

La mejor actividad emulsionante en los productos obtenidos tras la glicosilacion se
atribuye, por un lado a unamayor flexibilidad y a aumento del caracter anfifilico que se
produce en la proteina cuando esta expone nuevas areas hidrofdbicas. Por otro lado, ala
hidrofilia aportada por €l carbohidrato covalentemente unido, ya que se favorece una
adsorcion més rapida y fuerte de la proteina a la interfase aceite/agua (Darewicz y
Dziuba., 2001; Hattori y col., 1997). Song y col. (2002) utilizando quitosanos con
diferente peso molecular consiguieron meorar la actividad emulgente de lisozima
mediante su conjugacion con un quitosano de mayor peso molecular. Los autores
sugieren gque € numero de grupos catiénicos desempefia un papel importante en la
mejora del EAI inhibiendo la coalescencia de las gotas de aceite y dando lugar a una
emulsion estable. Hattori y col. (2000) atribuyeron la meora del EAl de la B-Ig
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mediante su conjugacion con quitopentosa a la ata carga neta del polimero. Matemu y
col. (2009) también sugieren que las caracteristicas de polication del quitosano eercen
un efecto de apantallamiento sobre los grupos negativamente cargados de la proteina

influyendo en laemulsion.
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Figura IV.41. indice de actividad emulsionante (EAI) de los productos de reaccion a) QsA:B-g y b)
QsB:B-lg y los quitosanos controles (n=3) (letras diferentes sobre las barras indican diferencias

significativas p<0.05).
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La mejora en las propiedades emulgentes de los MRPs va a depender del grado de
glicacion de la proteina. Se ha descrito que estas propiedades mejoran durante los
estados iniciales de la conjugacion y que luego decrecen gradualmente en estados més
avanzados. Para dar lugar a un buen producto emulsionante, deberia existir un buen
balance entre e grado de hidrofobicidad e hidrofilicidad. La pérdida del poder
emulgente podria estar relacionada con la degradacion de los productos iniciales de la
reaccion de Maillard que daria lugar a una mezcla de productos de menor peso o una
variedad de distintos pesos (Li y col., 2009). Hay autores que relacionan lamejorade la
actividad emulsionante con la baja tension superficial que presentan los conjugados de
alto peso molecular entre la -Ig y la goma acacia (Schmitt y col., 2005), o entre la3-Ig
y €l dextrano (Dunlapy Céte., 2005). Se supone que se produciria una mejora de la
estabilidad interfacial, debida al incremento de la hidrofilia aportada por los MRPs a la
fraccion de proteina, que se orienta alafase lipidicay cubre la superficie de las gotas de
aceite (Diftis y Kiosseoglou., 2006). Ademés, en e caso del quitosano, se ha
relacionado que la viscosidad que aporta a los conjugados con proteina de alto peso
molecular, mejora la hidratacion estérica y la capacidad de atrapamiento de agua de
estos productos (Matemu y col., 2009).

Sin embargo, otros trabajos de investigacion han propuesto que la absorcion retardada
de MRPs de alto peso molecular en la interfase (Ganzevles y col., 2006) o € lento
desplegamiento de la proteina en la interfase liquida (Thomas y col., 2004) podrian ser
las causas de los bajos valores de actividad emulsionante obtenidos. Un producto con
excesivo peso molecular podria cubrir una area insuficiente de la interfase (Dunlap y
Cote., 2005; Wooster y col.. 2006), ademas de que los MRPs con alto peso molecular
podrian participar en la lamina superficial de diferentes gotas de aceite, facilitando asi

su coalescencia (Diftisy col., 2005).

Por todo €llo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se podria establecer que en €l
caso de los productos formados por QsA:B-lg, en los primeros tiempos de reaccién
pudiera estar més favorecida la formacion de productos de mayor peso molecular como
resultado del efecto de la glicosilacién de |la proteina, 1o que coincide con |os resultados
obtenidos por GPC para los productos obtenidos con este quitosano, y serian estos los
productos responsables de una mejora de la actividad emulgente. Sin embargo en €l

caso de los productos formados por QsB: Blg, teniendo en cuenta los resultados de GPC,
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no fueron los productos de mayor peso molecular los responsables de una mayor
actividad emulgente. Pudiera ser que el mayor peso molecular de estos productos que se
comprobd que era mayor con respecto a los obtenidos con QsA, cubriese un area
insuficiente de la superficie como proponian Dunlap y Coéte (2005) y Wooster y col.
(2006), y no se mejorara tanto la actividad emulgente frente ala mezcla de productos de
diferente y menor peso molecular que se presenta en los productos formados a cuatro y
siete dias, en los que ademés de existir otros productos del avance de la reaccion,
glicoconjugado podria mantenerse con un tamafio mas adecuado para dar lugar a una

mejora de la propiedad emulgente.

Para los productos formados con Qs A1, la mayor reactividad de sus grupos carbonilos
reductores con los aminos de la proteina podria estar dando lugar a un mayor avance de
la reaccion dando lugar a una mayor concentracion de productos intermedios y
degradacién de los productos de glicosilacion iniciaes, 1o que se demostré mediante la
medida de compuestos espectroscopicos que absorben en € UV. La mezcla de
productos méas avanzados de mayor heterogeneidad y distinta naturaleza estaria dando

lugar a una menor capacidad emulgente.

28.1.2. Estabilidad de la emulsion

Por otro lado, se evalud la estabilidad de las emul siones mediante |a medida de turbidez

durante los diez minutos siguientes alaformacion de laemulsion (FiguralV.42).

Se observo una mejora significativa (p<0.05) en la estabilidad de las emulsiones para
todos los MRPs formados con respecto a la -Ig. Paralos productos formados con Qs A
lamayor estabilidad a través del tiempo se observo paralamezclade Qs A y proteina a
0Oy 2 dias. Parad Qs B, @ producto que dio lugar a mayor estabilidad fue € producto
formado a los 4 dias de reaccion. Se establece, por tanto, que aquellos productos que

presentaron un mayor EALI inicialmente mantienen una estabilidad mayor en € tiempo.
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Figura IV.42. Estabilidad de las emulsiones con el tiempo de reaccion para a) QsA, B-Ig y productos de
reaccion QsA:Blg a los distintos tiempos de reaccion y b) Qs B, -1g y y productos de reaccion QsB: Blg a

los distintos tiempos de reaccion (n=3).

Existen estudios en los que se encuentran glicoconjugados que mejoran la estabilidad de
la emulsion pero que, sin embargo, no presentan cambios significativos en la capacidad
emulgente (Dickinson y Galazka., 1991; Nagasawa y col., 1996). Los productos
formados en este caso entre e quitosano y la proteina no sdlo mejoraron la capacidad
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emulgente con respecto a la proteina, y en algunos casos respecto a quitosano, sino que

mejoraron también la estabilidad de la emulsién.

La megora de la estabilidad de las emulsiones se ha relacionado con las propiedades
reol6gicas de la pelicula que se forma entre e polimero y la superficie globular de la
proteina (O’Regan y Mulvinill., 2010). La disposicion del quitosano de forma
sobresaliente hacia la fase continua podria proporcionar una mejor estabilizacion
estérica previniendo la floculacion de las gotas y la coalescencia (Akhtar y Dickinson.,
2003). Ademas, la presencia de quitosano no absorbido en la fase continua, podria dar
lugar a un ligero aumento de la viscosidad resultando en un movimiento Browniano de
las gotas, siendo asi reducido su tamafio (O’Regan y Mulvinill., 2010) y reduciendo
también, la frecuencia de colision entre las gotas, y mejorando por tanto, la estabilidad.
Laformacién de unapeliculainterfacia por parte de los MRPs que rodea a la proteinay
estabiliza a las gotas de aceite contra la agregacion y la coalescencia es apoyada por
otras investigaciones (Mishray col., 2001; Wooster y col., 2006; Fechner y col., 2007).

Conclusiones parciales
+ Los quitosanos de peso molecular intermedio (M., 30-80 x 10° g/mol) dieron
lugar a diferentes productos que, en algunos casos proporcionan propiedades

emulgentes superiores ala proteina y una buena estabilizacion de la emulsion.

2.8.2. Efectodd avancedelareaccion de Maillard en la actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de los productos de reaccion de Maillard se debe a complegas
interacciones que segun se han descrito en numerosos estudios pueden implicar la
inactivacion de especies reactivas de oxigeno (Bersuder y col., 2001), e atrapamiento
deradicales libres (Eichner, 1981; Moraesy col., 2001), la reduccién de hidroperéxidos
o la capacidad quelante de metales pro-oxidativos (Wijewickreme y col., 1997), entre
otros mecanismos de accién. Por €llo, es interesante € empleo de diferentes métodos
con € fin de determinar las propiedades antioxidantes y verificarlas mediante
mecanismos distintos de actuacion que se basan en principios diferentes. Se empled en
este caso e método del DPPH basado en la neutralizacion de radicales libres y €
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método FRAP basado en el poder de reduccién de los posibles productos de reaccion

sobre soluciones de Fe**.

En primer lugar se determind la evolucion de la actividad antioxidante en funcion de la
concentracion en condiciones &cidas para los quitosanos (Figura 1V.43). Previo a la
evaluacion de dicha actividad en los productos de reaccion obtenidos a partir de ellos, se
llevd a cabo e estudio de su capacidad antioxidante con el fin de establecer si la poseen
0 s existe alguna mejora de ésta. EI Qs A de menor peso molecular promedio mostro
una mayor capacidad para capturar radicales libres, que aumentaba con la
concentracion, con respecto a la proteinay a Qs B. Xie y col. (2001) atribuyen la
capacidad de los quitosanos y derivados de este para secuestrar radicales hidroxilos ala
capacidad de ceder protones por parte de los grupos OH o NH> protonados del anillo del
polimero. Ademas, se ha demostrado la influencia del M,, en la actividad antioxidante
de quitosano, como se vio en los resultados obtenidos en los COS, ya que a menor M,
mayor actividad antioxidante. Kim y Thomas (2007) mostraron una mayor capacidad de
inhibir la peroxidacion lipidica en sdimén de un quitosano de 30 x 10° g/mol frente a
quitosanos de 90 y 120 x 10% g/mol. La mayor actividad antioxidante de quitosanos de
bajo peso molecularse relaciona con su estructura menos compacta y con la mayor
cantidad de grupos hidroxilo y grupos amino disponibles para reaccionar con radicales
libres (Ji y col., 2007).
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Figura I'V.43. Porcentaje de capacidad para atrapar a radical DPPH para los quitosanos controles: QsA,
QsBy B-Ig (n=3).
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2.8.2.1. Capacidad para atrapar radicales DPPH

Por otro lado se evalud la capacidad antioxidante de |os productos de reaccion obtenidos
para Qs A, Qs B, y Qs Al y esta se compard con los polimeros controles en la misma
concentracion. La capacidad de capturar radicales libres aumenté en los MRPs
formados a medida que aumentd el tiempo de reaccién para los productos formados con
Qs A y Qs B. Los productos formados entre el Qs A y la B-lg (Figura 1V.44) no
superaron la actividad de secuestrar radicales libres respecto a quitosano control a la
misma concentracion. Sin embargo, para 4 y 7 dias de reaccion los productos

presentaron una mayor actividad antioxidante (p<0.05) respecto a proteina.
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Figura 1V.44. Porcentaje de la capacidad de atrapar radicales DPPH de los productos de reaccion
QsA:Blg, Qs Ay B-Ig (n=3 y q, by ¢ indican diferencias significativas p<0.05 cuando las letras son
digtintas).

En el caso de los productos Qs B:B-Ig (Figura IV.45), todos ellos superaron la actividad
antioxidante que presentaba € quitosano control de forma significativa (p<0.05). Sin
embargo, la actividad antioxidante de la proteina solo fue mejorada en € producto

formado alos 7 dias de reaccioén.
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Figura 1V.45. Porcentaje de la capacidad de secuestrar radicales DPPH de los productos de reaccion
QsB:Blg, Qs By B-lg (n=3y q, b, c y d indican diferencias significativas p<0.05 cuando las letras son
digtintas).
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Figura 1V.46. Porcentaje de la capacidad de secuestrar radicales DPPH de los productos de reaccion
QsAl:Blg, Qs Aly B-Ig (n=3y q, b, c y d indican diferencias significativas p<0.05 cuando las letras son
digtintas).
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Los productos formados con Qs Al (Figura IV.46) presentaron la mayor capacidad
(p<0.05) para atrapar radicales libres alos 2 dias de reaccion con respecto a quitosano y
proteina. Los MRPS formados en la mezcla de los polimeros sin reaccionar no mejord
la capacidad de secuestrar radicales libres con respecto a proteina y quitosano. En €
caso de los productos formados a 4 y 7 dias de reaccion si que meoro
significativamente (p<0.05) respecto a ambos polimeros, pero a diferenciadel Qs A y
Qs B, apartir de 2 dias de reaccion la actividad antioxidante no aumenté con e tiempo

de reaccion.

Por tanto, en relacion con los resultados obtenidos, se puede sugerir que e quitosano ya
es un polimero que por sus caracteristicas quimico-fisicas presenta una importante
actividad antioxidante por si solo, lacua se ve aumentada con la concentracion y que es
mayor cuanto menor es e peso molecular promedio. Cuando este es modificado
mediante reaccion de Maillard en presencia de proteina, los productos a los que da
lugar, también presentan actividad que mejora con respecto a la proteina, en e caso de
productos formados con quitosanos de bagjo M,, (Qs A y Qs A1). Con respecto a propio
quitosano, solo mejoro la actividad antioxidante en el caso del quitosano de mayor M,
(Qs B), ya gue éste inicialmente presentaba una baja capacidad para secuestrar radicales
libres DPPH. Esta actividad antioxidante también mejord con respecto a la desarrollada
por quitosano, en e caso de los productos formados con € Qs A1, que aln presentando
él mismo una ata capacidad antioxidante, se mejoré notablemente dicha capacidad

debido alos MRPs alos que dio lugar.

Se relaciona la megor actividad antioxidante de los MRPs con las melanoidinas
formadas en las Ultimas etapas de reaccion, las cuales muestran una ata capacidad
antioxidante a través de su capacidad para atrapar radicales libres, secuestrar especies
reactivas de oxigeno o capacidad para quelar metales (Silvan y col., 2006). Delgado-
Andradey col. (2005) encontraron una mayor actividad antioxidante en melanoidinas de
alto peso molecular formadas en estados avanzados de la reaccion preparadas a partir de
xilosa y glicina. Guan y col. (2010) asociaron € aumento del porcentgje del radical
DPPH secuestrado en productos avanzados de reaccién obtenidos a partir de
seroalbumina bovina y dextrano. Otros trabajos de investigacion apoyan esta
explicacion de la donacién de protones por parte de los productos formados en estados

avanzados frente a los estados iniciales (Yen y col., 1995; Murakami y col., 2002;
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Moraes y col., 2001; Chevalier y col., 2001a; Caligaris y col., 2004; Benjakul y col.,
2005; Sun'y col., 2006).

Por ello, la baja capacidad de secuestrar radicales libres DPPH, en e caso de los
productos formados con Qs A y Qs B a 2 y 4 dias, podria deberse a que en estos
productos no se hayan formado melanodinas a las que se les atribuye una mayor
actividad antioxidante; y que a siete dias se hayan formado, pero no se encuentren en
concentracion suficiente para mejorar la actividad antioxidante frente a Qs A, o frente a
la proteina en los productos formados con € Qs B; y por tanto, sugiriéndose que en €
caso de los productos formados con Qs Al, las melanoidinas se formaron en mayor
concentracion. Los resultados previos del avance de la reaccion mostraron que la
formacion de productos intermedios espectroscopicos que absorben en € UV
(precursores de las melanoidinas) empezaban a disminuir a partir de 2 dias de reaccion
en los productos formados con Qs A y de 4 dias paralos productos formados a partir de
Qs B, demostrandose € avance de la reaccion hacia la formacién de las melanoidinas,
por 1o que si se atribuye el aumento de la actividad antioxidante en estos quitosanos ala
presencia de melanoidinas, aungue se encuentren en una baja concentracion. En el caso
de los productos formados con Qs Al, en los que se encontré la mayor actividad
antioxidante para 2 dias de reaccion y luego disminuyd, no se podria establecer una
relacion entre la desaparicion de productos espectroscdpi cos paraformar melanoidinas y
la capacidad de secuestrar radicales libres. La tendencia de los compuestos intermedios
fue aumentar con el tiempo, sin embargo, esto no quiere decir que no tenga lugar la
formacién de pigmentos marrones, la cual podria estar ocurriendo a partir de otros
compuestos de distinta naturaleza, como los AGEs que también son precursores de
pigmentos marrones (Rufian-Henares y col., 2002; Jing y Kitts., 2002; Lertittikul y
col., 2007). La dta reactividad de este quitosano podria dar lugar a un avance mas
rapido de la reaccion dando lugar a una mayor concentraciéon de melanoidinas a los dos
dias de reaccion, que serian los responsables de la actividad de secuestrar radicales
libres DPPH.

Los MRPs de menor peso molecular formados a partir de Qs A1 y proteina fueron los

gue presentaron la mayor actividad antioxidante. Estos resultados coinciden con los

encontrados por Gu y col. (2009), los cuales relacionan e menor peso molecular con el
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atrapamiento més eficiente de radicales hidrofilicos frente a los hidrofébicos, por su

mayor solubilidad (Jing y col., 2002).

2.8.2.2. Poder reductor

Se ha relacionado e poder reductor de los MRPs con la formacion de compuestos
avanzados coloreados de la reaccion a través de sus grupos hidroxilo que juegan un
papel muy importante en su capacidad reductora (Y oshimura y col., 1997; Chawla y
col., 2007; Gu y col., 2009). En contraposicion, otros trabajos hablan de esta capacidad
en relacion con los productos formados a partir de la degradacion del compuesto de
Amadori en las primeras etapas (Chang y col., 2011). Se compard la capacidad
reductora de los MRPs sobre soluciones Fe** a Fe** con los polimeros controles y la
proteina. En primer lugar, hay gque resaltar la mayor capacidad (p<0.05) de reducir €l
Fe**a Fe**de los quitosanos controles con respecto a la proteina y a los productos de
reaccion, siendo esta capacidad mayor en el quitosano de menor M,, (Figuras V.47, 48
y 49). Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Kanatt y col. (2008) que
encontraron mayor capacidad reductora en MRPs formados entre el quitosano y la

glucosa mediante reacciéon de Maillard frente al quitosano solo.

En cuanto a los productos de reaccion, se observo gque para los productos formados con
Qs A, la capacidad reductora aumento de forma significativa (p<0.05) con respecto a la
proteina para todos |os tiempos de reaccion, siendo similar entre estos productos (Figura
IV.47). En el caso de los productos formados con Qs B, la capacidad reductora de todos
los productos también fue mayor (p<0.05) con respecto a proteina. Para 2 y 4 dias de
reaccion fue similar y mayor con respecto a0 dias y para 7 dias aumento con respecto a
2y 4 dias (FiguralV.48). Los productos formados con Qs A1, mostraron una capacidad
reductora mayor (p<0.05) con respecto a proteina, que aumentd significativamente
(p<0.05) desde & producto formado en la liofilizacion de quitosano:proteina hasta el
resto de productos formados a tiempos més prolongados. Para 2, 4 y 7 dias de reaccion

el poder reductor encontrado fue similar (Figura 1V .49).
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FiguralV.47. Micromolequivalente Trolox determinado mediante el método FRAP paralos productos de
reaccion QsA:Blg b) y polimeros controles: Qs A y B-Ig(n=3y q, b y c indican diferencias significativas

p<0.05 cuando las letras son distintas)
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Figura|V.48. Micromolequivalente Trolox determinado mediante el método FRAP para los productos de
reaccion QsB:Blg b) y polimeros controles: Qs B y B-Ig (=3 y q, b, ¢, d y e indican diferencias
significativas p<0.05 cuando las | etras son distintas)
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Mp-lg MWQsAl MQs Alp-lg
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Figura1V.49. Micromolequivalente Trolox determinado mediante el método FRAP paralos productos de
reaccion QsB:flg b) y polimeros controles: QsB y B-Ig (n=3y q, b, ¢ y d indican diferencias significativas

p<0.05 cuando las letras son distintas).

Si se comparan los MRPs obtenidos con todos |os quitosanos, no existieron diferencias
significativas entre los productos formados con Qs A y Qs B, excepto en & producto
formado para 2 dias de reaccion que presentd una mayor capacidad reductora para €l
producto formado con Qs B. Si se compara con los productos formados a partir de Qs
Al, & poder reductor fue significativamente mayor (p<0.05) para los productos
formadosa2, 4y 7 dias con respecto aQs A y Qs B.

Estos resultados no estan de acuerdo con los obtenidos por Gu y col. (2010), que
demostraron la mayor capacidad reductora por parte de las fracciones de mayor peso
molecular obtenidas por ultrafiltracion de un producto formado a partir de caseina y
glucosa. Seguin los resultados obtenidos, se puede relacionar, la mayor capacidad para
donar electrones con un menor peso molecular, una estructura menos compacta y una
mayor solubilidad de los productos resultantes, como en e caso de la capacidad de
secuestrar radicales libres DPPH. Ademas, e ato poder reductor de los MRPs se
relaciona con los estados avanzados de la reaccién y la formacién de melanoidinas,

aungue en baja concentracion en € caso de los productos formados con Qs A y Qs B
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para tiempos prolongados de reaccion. En el caso de los productos formados con Qs Al,
la capacidad reductora se relaciona iguamente, con la formacién de melanoidinas que
parece producirse a los dos dias de reaccion y que podria haber acanzado un maximo

puesto que la capacidad reductora con e tiempo de reaccion present6 val ores proximos.

La actividad antioxidante evaluada en el quitosano sometido a reaccion de Maillard en
ausencia de proteina por ambos métodos dio lugar a un porcentgje de capacidad de
secuestrar radicales libres DPPH entre 7 y 12 % siendo similar en los productos
formados a cero, dos y cuatro dias y aumentando hasta el 12 % para siete dias. El poder
reductor se cuantific6 en micromolequivalentes de Trolox, siendo e intervalo
encontrado de 1-7 micromoles, no siguiendo una tendencia clara con e tiempo de
reaccion, pero encontrandose el mayor valor en € producto formado a siete dias. La
baja actividad antioxidante encontrada en estos casos vuelve a sugerir que la formacion

de MRPs solubles fue minima.
Conclusiones parciales

» Lostres quitosanos ensayados dieron lugar a MRPs con capacidad de secuestrar
radicales libres DPPH y capacidad reductora superior a la de 3-lactoglobulina, lo
gue se relaciona con la formacién de melanoidinas en estados avanzados de la
reaccion de Maillard. Esta capacidad fue mayor en los productos formados con
Qs Al (My, 1.3 x 10° g/mol). Ademés, se mejoré la capacidad de secuestrar

radicales libres de estos productos en comparacion con quitosano.

2.8.3. Propiedades gdificantes

Los hidrogeles se caracterizaron de forma cualitativa mediante € estudio de la
movilidad del agua en su matriz. Para ello, se llevaron a cabo experimentos de imagen
de resonancia magnética (IRM) que permitieron observar la capacidad de retener agua
por parte de las estructuras entrecruzadas que se habian formado. Esta técnica es
ampliamente utilizada en medicina y biologia y permite obtener imagenes de 3D de
forma no destructiva y cada vez es més empleada en alimentos desde los afios 70
(Mariette, 2009). Su aplicacion es muy novedosa en e estudio de hidrogeles de

quitosano, habiéndose usado por primera vez en la caracterizacion del comportamiento
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de difusién y relgjacion del hidrogeles de quitosano por Goycoolea y col. (2011). Para
caracterizar la inclusion del solvente y su efecto en las propiedades estructurales y
dinamicas del polimero se midié el parémetro tiempo de relgjacion spin-spin del protdn,
T2, que es sensible a movimiento de las moléculas de agua libre y agua ligada, dos
estados de las moléculas de agua en los hidrogeles que son ampliamente aceptados
(Barbieri y col., 1998; Khare, 1993). El agua ligada caracterizada por € tiempo de
relgjacion spin-spin de sus moléculas, es e agua unida a las cadenas poliméricas
mediante puentes de hidrégeno o interacciones polares. El agua libre, que se encontraria
lgos de las macromoléculas que ocupan e volumen libre entre las cavidades del
polimero, presentara un valor mayor de T2 que se vera afectado por €l volumen de agua
comprendido entre las cavidades del gel del polimero (Kowalczuk y col., 2004). El
mecanismo de relgjacion producido en las moléculas de agua, que implicainteracciones
magnéticas y € intercambio de protones de agua desde los poros (agua libre) con los
protones unidos formando puentes de hidrégeno con el polimero (agua ligada) vendria
dado por e parametro T2 y permite establecer una relacion con la forma en la que se
encuentra distribuida el agua en lamatriz del gel, e indirectamente, con el tamario de los

poros presentes en ésta (Figura IV. 50).

T2 medio

T2 alto

T2 bajo

T2 bajo

Figura 1V.50. Esqguemade valores de T2 segun la distribucién del polimero y los poros en la matriz de un
hidrogel.

Seglin los resultados obtenidos de las imagénes potenciadas en T2 se pudo observar
como en presencia de proteina (Figura 1V.51) tanto parael Qs A como parael Qs B, €

comportamiento de los hidrogeles formados cambiaba con e tiempo de reaccion,
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mostrandose a los 2 dias una imagén mas homogénea del gel, y cambiando laimagen a
los 7 dias de reaccion donde coexistian zona oscuras (agua ligada) y brillantes (agua
libre) alavez, por lo que se deduce que existe agualibre en &l producto formado alos 7
dias, que podria no estar interaccionando con las cadenas del quitosano, sugiriendo que
a medida que aumenta e tiempo de reaccion este material se disgrega y va

disminuyendo su capacidad de gelificacion.

Figura|V.51. Imagenes potenciadas en T2 paralos geles obtenidos a partir a) Qs A:B-lg con el tiempo de

reaccion.

Estos mismos resultados se vieron cuando se representaron gréficamente las
distribuciones continuas de los valores de T2 obtenidos (Figura 1V.52). Se encontraron
dos distribuciones a tiempos de relgjacion spin-spin distintos en el caso del gel formado
alos 2 dias de reaccion y 3 distribuciones de T2 en el producto formado para cuatro y
siete dias de reaccidn. La presencia de varias distribuciones continuas de T2 podria
deberse a diferentes fendmenos de gelificacion y difusion presentes, dando lugar a un
comportamiento anémalo, decreciendo € tiempo de relgjacion T2 desde las zonas del
nucleo de la cadena polimerica a las zonas mas externas hinchadas (Tritt-Goc y col.,
2002). Los vaores de T2 encontrados fueron bajos comparados con los del agua pura
(2-3 s) sugiriendo que la red tridimiensional se ha formado y las moléculas de agua
estan atrapadas en los poros del gel, limitandose por tanto, su libertad de movimiento y
dando lugar a tiempos de relgjacion T2 més pequefios en comparacion con los del agua
pura (Kowalczuk y col., 2004). EI mayor nimero de distribuciones continuas de T2
encontradas para los productos formados a los 4 y 7 dias de reaccion indicaria una
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mayor heterogeneidad en la distribucién del aguay e tamafio de los poros de la matriz
formada por estos, presentandose una distribucion a un alto valor de T2 que podria
corresponder a agua libre no ligada que ya se habia comprobado que existia mediante
las imagénes, y otra, a un valor muy pequefio de T2 que podria corresponder a la parte
oscura del material en la que los poros formados serian muy pequefios. Esto se observo
anteriormente mediante microscopia de barrido electronico el apartado 2.7.2 en €
producto formado alos 7 dias de reaccion.

——Qs B:p-lg 2d ——Qs B:p-Ig 4d Qs B:p-lg 7d

1 ‘ ”
S 08 -
R
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o)
@
<
S 04 ‘
<
-
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Figura |V.52. Distribuciones continuas de T2 paralos geles obtenidos a partir de Qs B:p-lg .

En & producto formado para 2 dias de reaccion, aparecieron dos Unicas distribuciones
continuas de T2 intermedias mostrando una mayor homogenédad del producto. Un
menor hinchamiento con €l tiempo de reaccién se podria relacionar con que existiera
cada vez un mayor entrecruzamiento en el hidrogel no solo mediante enlaces covalentes
como se comprob0 con |os espectros de infrarrojo, sino mediante interacciones fisicas,
pudiendo producirse, también, la reacetilacion del quitosano con los iones carboxilicos
del acetato y de la propia proteina, dando lugar a una mayor insolubilizacion del
producto obtenido y menor capacidad de gelificacion con el tiempo de reaccion.
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En el caso del quitosano en ausencia de proteina el comportamiento observado a medida
que transcurria el tiempo de reaccion fue similar a presentado cuando |a proteina estaba
presente (Figura IV.53), encontréndose en este caso una unica distribucion continua de
T2 en & gel formado alos 2 dias de reaccion, y dos en € caso de los geles formados a 4
y 7 dias de reaccion, mostrando, de nuevo, més heterogeneidad en los poros y
distribucion del agua en los productos formados para estos tiempos de reaccion. En este
caso, ademas del enlace covalente producido mediante reaccion de Maillard que podria
ir aumentando €l entrecruzamiento, se comprob0, por espectroscopia de infrarrojo en el
producto formado a 7 dias, que existio la reversion a quitina y de ahi que sea menos
homogéneo y se insolubilice, produciendo menor hinchamiento por e aumento de las
interacciones hidrofdbicas y 1os puentes de hidrgeno.
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Figura 1V.53. Distribuciones continuas de T2 e imagenes protenciadas en T2 para los geles obtenidos a
partir de Qs A .
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La Figura IV.54 muestra la comparacion de las distribuciones continuas de T2 en los
geles formados alos 2 dias de reaccion en presenciay en ausencia de proteinay paralos
productos formados a partir de ambos quitosanos Qs A y Qs B.

Qs B:B-lg 2d =——Qs A 2d Qs B 2d =—Qs A:B-lg 2d
1 - n n
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Figura I'V.54. Distribuciones continuas de T2 para los hidrogeles obtenidos a partir de Qs A y Qs B con

y sin B-lactoglobulina para dos dias de reaccion.

Como pudo observarse en presencia de la proteina para ambos quitosanos existio un
cambio en el comportamiento del gel, ya que aparecié una nueva distribucién continua a
un valor superior de T2. Segun €l resultado obtenido la presencia de la proteina daria
lugar ala formacion de nuevos productos que aumentarian la movilidad de los protones
entre el aguay la cadena polimérica con respecto a la cadena del quitosano en ausencia
de proteina, afectando a tiempo de relgacion del agua ligada que aparece a un T2
mayor. Este hecho podria sugerir que, en la nueva estructura de la matriz del gel en
presencia de proteina podrian existir poros méas grandes. La proteina, por una lado,
aportaria mayor nimero de grupos hidrofilicos aumentando la movilidad de protones
entre el aguay € polimero y, por otro lado, su estructura globular podria estar abriendo

la estructura del polimero dando lugar a poros mayores. Si se comparan el QsA y € Qs
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B vy los productos formados a partir de ellos con proteina; en e caso del gel formado

con Qs B presentd también poros mas grandes con respecto a Qs A y sus productos que

presentaron valores menores de distribuciones de T2, para € que ya se habia supuesto

un mayor entrecruzamiento entre sus cadenas mediante |os estudios de solubilidad.

Se podria llevar a cabo un estudio mas profundo de estos hidrogeles en cuanto a su

estabilidad y capacidad de liberacidn ya que podrian presentar un potencial uso en la

industria alimentaria en aplicaciones relativas a textura como gelificantes o espesantes o

en sistemas de proteccion o de liberacion de ingredientes bioactivos.

Conclusiones parciales

208

Se demostrd la mayor capacidad de gelificacion en los productos formados a dos
dias de reaccion con quitosano y B-lg, ya que aumento e entrecruzamiento
covaente y fisico. Ademas, la reacetilacion del quitosano podria estar

provocando una mayor insolubilizacion y menor hinchamiento del producto.

La presencia de la proteina podria contribuir a una mayor extension de la cadena
entrecruzada dando lugar lugar a mayores distribuciones continuas de T2 con

respecto a quitosano y a un mayor tamafio de poros.

El entrecruzamiento fue mayor en el caso del Qs A, de M,, intermedio bagjo.

Se podrian obtener hidrogeles sin necesidad de agentes entrecruzantes que se
caracterizan por mantener su estructura permanente porque los enlaces no son
reversibles, tienen buenas propiedades mecanicas y no se disuelven incluso en

condiciones extremas de pH.
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La despolimerizacion enzimatica del quitosano esta més favorecida por parte de
la lisozima en la degradacién de quitosanos con un DA entre 22-35% y de la
quitosanasa por quitosanos con bajo DA (14%). La actuacion enzimética es més
eficiente en quitosanos en los que existe una distribucion no aeatoria de

residuos acetilados y desacetilados.

El uso de membranas de ultrafiltracion tangencial seguido de didisis y
liofilizacién es la metodologia que proporciona mejores rendimientos de quito-

oligosacaridos con un mayor grado de purificacion.

La quitosanasa da lugar a quito-oligosacéridos con un maximo de tres residuos
acetilados en € caso de quitosanos con DA entre 14-22% y en quitosanos con un
DA mayor (35%) da lugar a quito-oligosacaridos con un namero de residuos
acetilados entre seis y trece. Los quito-oligosacéaridos obtenidos con lisozima
presentan cadenas de mondmeros con un nimero méximo de residuos acetilados

comprendido entre ocho y dieciseis.

Los quito-oligosacéridos con M, por debgjo de 18 x 10° g/mol presentan
actividad antioxidante, siendo los de un M,, comprendido entre 2-3 x 10° g/mol
los que mostraron mayor capacidad para secuestrar radicales libres DPPH y un

mayor poder reductor sobre soluciones de Fe**, independientemente del DA.

Los quito-oligosacaridos con un bajo DA (8-18%) y un nimero maximo de tres
residuos acetilados presentan actividad antimicrobiana frente a S. thyphimurim,
cuando & M, es inferior a 12 x 10° g/mol y frente a C. difficile

independientemente del M,,.

Los quito-oligosacéridos con alto DA (37-38%) y bajo M,, (2-8 x 10° g/mol),
con secuencias predominantes de seis y once residuos acetilados, mantienen la
microbiota intestinal, y ain sin poder ser considerados prebidticos, su
fermentacion produce acidos grasos de cadena corta que pueden gjercer efectos
fisioldgicos beneficiosos. Los quito-oligosacaridos con un bgjo DA (8-17%), un

nimero maximo de tres residuos acetilados e independientemente del M,, pueden
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actuar disminuyendo algunas poblaciones bacterianas intestinal es provocando un

desequilibrio de la microbiotaintestinal.

La B-lactoglobulinay €l acetato de quitosano a pH 6 dan lugar alaformacion de
un complgo electrostético, siendo mayor la interaccion en el caso de un
quitosano de M,, intermedio alto (M, 80 x 10° g/mol).

Entre e quitosano y la p-lactoglobulina tiene lugar la formacion de
glicoconjugados solubles. Los productos de glicosilacion formados con los
quitosanos de peso molecular intermedio (M., 30-80 x 10° g/mol) presentan
mayor capacidad emulgente que la proteinay el quitosano.

Los productos de reaccion de Maillard (MRPs) obtenidos tras 4 y 7 dias de
reaccion mejoran la actividad antioxidante de la proteina. Los MRPs formados a
partir de un quitosano de bajo M,, (1.3 x 10° g/mol) presentan la mayor actividad

antioxidante, muy superior alade laproteinay € quitosano inicial.

La reaccion de Maillard se produce en acetatos de quitosano de pesos
moleculares entre 1.3 y 80 x 10% g/mol en estado sdlido. Cuando & M,, esta
comprendido entre 30 y 80 x 10°g/mol, se obtienen hidrogeles de acetato de
quitosano, sin necesidad de agentes entrecruzantes. El gel producido alos 2 dias

de reaccion es el que proporciona la estructura mas homogénea.

Se obtienen hidrogeles de quitosano y -lactoglobulina mediante la reaccion de
Maillard. Se ha demostrado que en presencia de la proteina las distribuciones
continuas de tiempo de relgjacion spin-spin, T2, aumentan y por tanto el tamafio
de poro de estos geles seria superior que € de los quitosanos obtenidos sin

proteina.
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