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RESUMEN

En este trabajo se presenta un estudio sis-
tematico sobre el efecto de las soluciones
acuosas de eritritol, xilitol, sorbitol e ino-
sitol con diferentes concentraciones, So-
bre la estabilidad térmica de la holo-
a-lactoalbimina bovina con pH 6,5 usan-
do espectroscopia UV-VIS. Los resulta-
dos obtenidos muestran que los polioles
usados estabilizan la holo-a-lactoalbiimi-
na en un grado significativamente menor
al reportado para otras proteinas. Se su-
giere que este menor efecto de estabiliza-
cién ocurre debido a que esta proteina
presenta un estado desnaturalizado par-
cialmente desdoblado.

Palabras clave: holo-a-lactoalbimi-
na, desnaturalizacion, polioles, estabili-
dad térmica.

ABSTRACT

In this work we present a systematic
study of the effect of aqueous solutions
of erythritol, xylitol, sorbitol and inosi-
tol on thermal stability of bovine
holo-c-lactalbumin at pH 6,5 using
UV-VIS spectroscopy. The results show
that the polyols used stabilize the
holo-ca-lactoalbumin in a significant les-
ser extent than the reported for others
proteins. It is suggested that the lower
stabilization achieved for this protein is
the result of a partially unfolded denatu-
rated state that this protein presents.

Key words: holo-a-lactalbumin, de-
naturation, polyols, thermal stability.
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RESUMO

Neste trabalho é apresentado um estudo
sistematico acerca do efeito de solugoes
aquosas de eritritol, xilitol, sorbitol e ino-
sitol a diferentes concentracdes sobre a
estabilidade térmica da holo-a-lactoalbu-
mina bovina a pH 6,5 usando espectros-
copia UV-VIS. Os resultados obtidos
mostram que os polidis usados estabili-
zam a holo-a-lactoalbumina num grado
significativamente menor ao reportado
para outras proteinas. Se sugere que este
menor efeito de estabilizacdo ocorre devi-
do a que esta proteina apresenta um esta-
do desnaturalizado parcialmente desdo-
brado.

Palavras-chave: holo-a-lactoalbumi-
na, desnaturalizacdo, polidis, estabilida-
de térmica.

INTRODUCCION

La a-lactoalbimina bovina es la segunda
proteina més abundante del suero de le-
che (1, 2), y posee actividades bioldgicas
demostradas y potenciales aplicaciones
en la industria farmacéutica y alimentaria
como bactericida (3), inductor de apopto-
sis de células tumorales (4), agente de ge-
lacion, formador de espuma y emulsifi-
cante (5). Por esta razon, se ha estudiado
ampliamente. La a-lactoalbimina es una
proteina globular pequefia que esti cons-
tituida por 123 aminoacidos y posee un
peso molecular proximo a 14 kDa (6).
Por encima de pH 5,1 la a-lactoalbiimina
se encuentra en su forma monomérica,
por lo menos hasta pH 8,1. Esta proteina
puede unirse con varios cationes, entre
los cuales se encuentran calcio, magne-
sio, manganeso, sodio y zinc (7, 8). La
a-lactoalbimina es estabilizada por cua-
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tro puentes disulfuros (9) y posee dos for-
mas dependiendo de si se encuentra unida
al Ca’* (forma holo) o no (forma apo).
Desde el punto de vista termodindmico,
la unién del i6n calcio estabiliza la protei-
na aumentando la temperatura de desna-
turalizacion y la energia libre de Gibbs
(10). Estructuralmente, sin embargo, los
cambios son relativamente pequefios. El
punto isoeléctrico de la holo-a-lactoalbu-
mina se ha reportado en el rango entre 4,2
y 4,8 (9), siendo el valor més utilizado en
la literatura el de 4,5.

Varios estudios se han desarrollado
sobre la estabilidad térmica de esta pro-
teina. Para el caso de la holo-a-lactoalbi-
mina los estudios calorimétricos mues-
tran que a pH 8,0 el proceso de
desnaturalizacién ocurre a través de un
proceso reversible de dos estados (9).

Diversos factores afectan la estabili-
dad conformacional de las proteinas, den-
tro de ellos, la adicion de compuestos or-
ganicos de bajo peso molecular tiene gran
importancia. Desde hace algin tiempo se
sabe que algunos cosolventes, entre los
cuales se encuentran los polioles, son ca-
paces de estabilizar el estado nativo de las
proteinas (11-15). Para explicar este fe-
némeno se han propuesto diferentes teo-
rias y modelos que plantean desde la hi-
dratacion preferencial de la proteina con
la correspondiente exclusion de los aditi-
vos de su esfera de hidratacion (16), hasta
la modificacion de la estructura del agua
por parte del cosolvente. Sin embargo,
dada la variedad y complejidad de las in-
teracciones que intervienen en la estabili-
dad de la proteina, tanto en el nivel intra-
molecular entre los grupos constituyentes
como con el solvente, el mecanismo de
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estabilizacion no ha sido completamente
dilucidado (12, 13, 17-20).

Para contribuir a la interpretacién del
papel del solvente en la estabilidad de
proteinas, en el presente trabajo se estu-
dia el efecto de las soluciones acuosas de
eritritol, xilitol, sorbitol e inositol con di-
ferentes concentraciones, sobre la estabi-
lidad térmica de la holo-a-lactoalbimina
bovina usando espectroscopia UV-VIS.

MATERIALES Y METODOS

Los reactivos usados fueron eritritol
99,9%, xilitol 99%, sorbitol 99,9% vy
meso-inositol 99% (Sigma). Holo-a-lac-
toalbimina bovina (2,3 mol de Ca?*: mol
de proteina, 100% por SDS-PAGE) (Sig-
ma Chemical Co.) que se utiliz sin pos-
terior purificacion. Todos los demas
reactivos utilizados fueron de grado ana-
litico o mejor.

Para determinar la influencia del pH
sobre los parametros de desnaturaliza-
cion de la proteina y la reversibilidad del
proceso, se prepararon diferentes solu-
ciones de proteina en buffer de fosfato,
acetato y HEPES 10 mM con diferente
pH entre 3,1 y 8,0, utilizando agua bi-
destilada fresca, con conductividad infe-
rior a 2 uS/m. La concentracion de pro-
teina disuelta se determind a través de
espectroscopia UV-VIS, usando un coe-
ficiente de extincion de E;4,=20,9 g' L
cm™ a 280 nm.

La temperatura de desnaturalizacion,
asi como los parametros termodinamicos,
se determinaron a partir de las curvas de
desnaturalizacion térmica. Para establecer
el grado de reversibilidad, se obtuvieron
los perfiles de desnaturalizacion térmica

de la proteina en buffer, calentando la pro-
teina hasta una temperatura previamente
fijada, superior a la temperatura de desna-
turalizacion, manteniéndola a esta tempe-
ratura durante cinco minutos y luego en-
friando a temperatura ambiente (293,15
K). Luego de cinco minutos con estas con-
diciones, se repiti6 el calentamiento y se
registr6 nuevamente el perfil de desnatu-
ralizacion. El grado de reversibilidad del
proceso de desnaturalizacion se calculd
como la relacién entre las entalpias del se-
gundo y primer calentamiento.

Para evaluar el efecto de los polioles
sobre el proceso de desnaturalizacion de
la proteina, se prepar una solucion buff-
er de fosfato 10 mM pH 6,5 a partir de so-
luciones de NaHPO, 10 mM y NaH,PO,
10 mM a la cual se adicionaron cantida-
des pesadas de los cosolutos selecciona-
dos, utilizando una balanza Precisa con
una precision de 1x107 g. Posteriormente
se disolvieron 2,00 mg de proteina en las
soluciones hasta lograr las concentracio-
nes de proteina deseadas.

La obtencion de las curvas de desnatu-
ralizacion de la proteina disuelta en buffer
y en las soluciones de polioles se realiz6
utilizando un espectrofotdmetro de doble
haz UV-VIS Lambda 20, con un sistema
de control de temperatura Peltier y una
precision de 0,1 K. El seguimiento de la
desnaturalizacion se realiz6 siguiendo la
variacion de la absorbancia de la muestra
a 281,0 nm. Para todos los experimentos
se utiliz6 una rampa de temperatura de
1,0 K/min.

Teniendo en cuenta la informacion re-
portada en literatura y los resultados obte-
nidos en este trabajo, la desnaturalizacion
puede presentarse como un proceso entre
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dos estados: un estado nativo y un estado
desnaturalizado. Los parametros de des-
naturalizacién de la proteina en buffer y
en las soluciones de polioles a diferentes
concentraciones se obtuvieron ajustando
los datos experimentales de absorbancia a
281 nm en funcién de la temperatura a las
ecuaciones:

AG°
Y- Yy +m,T —(YDAOG;L m,T )e *7 (1]
1+e*r

T T
. AHO(Tm)(l ——]4— ACp[T— T,-T ln[—]]
AG T, T, [2]

RT RT

En donde Y es la absorbancia observa-
daalatemperatura 7 (K). Yy y Ypo sonlos
valores de la absorbancia para la forma
nativa y la forma desdoblada, respectiva-
mente, calculados a partir de los intercep-
tos de la region lineal de la curva de ab-
sorbancia en funcion de La temperatura.
my 'y mp se refieren a las pendientes co-
rrespondientes a la variacion lineal de la
absorbancia con la temperatura para los
estados nativo y desnaturalizado. AG® es
la energia libre de Gibbs de desnaturaliza-
cién y AH(T,,) es la entalpia de desnatu-
ralizacidn a la temperatura media de des-

naturalizacién, 7,,. La capacidad calorifi-
ca de desnaturalizacion, AC,, se conside-
ra constante en el rango de temperatura
de estudio. El porcentaje de proteina des-
naturalizada se calcul6 con la ecuacion
[3]:

% Desn =100 Y= (Yo + mT) [
(Yoo + mpT) = (Yot myT)

3]

Para establecer la reversibilidad del
proceso se utilizd la ecuacion [4]:

_AH(T,)

Rev =
ev AHP(Tm)

[4]

Donde AH/ (T, ) es la entalpia de des-
naturalizacion que se calcula a partir del
primer calentamiento de la muestra, y
AH} (T,,) es la entalpia que se obtiene al
someter la misma muestra a un segundo
calentamiento después de haber estado
cinco minutos a la temperatura final de
calentamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

La dependencia de la temperatura media
de desnaturalizacion y de la entalpia de
desnaturalizacion con el pH de la holo-
a-lactoalbiimina se muestra en la Figura 1.
Se observa que a pH altamente dcido hay
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Figura 1. Variacion de la temperatura y entalpia de desnaturalizacién de la holo-a-lactoalbimina bovina con

340
335 -
330 -
. 325 -
X 320 -
ﬁ 315
310
305
300 -
295 T T T T )
3 4 5 6 7 8
pH
el pH.
212



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 38, No. 2 DE 2009

una considerable reduccion de la estabili-
dad del estado nativo de la proteina, lo que
se ve reflejado en una temperatura y ental-
pias de desnaturalizacion considerable-
mente inferiores si se les compara con los
valores obtenidos alrededor de pH neutro,
donde se observa poca variacion de estos
pardmetros. Un comportamiento similar
fue reportado por Griko y colaboradores
(24). Con un pH alrededor del punto isoe-
léctrico de la proteina (pI = 4,2-4,8) (7,
25) no se pudieron obtener los perfiles de
desnaturalizacion debido al alto grado de
agregacion que presenta la proteina al ca-
lentarse a estas condiciones.

Los efectos de la concentracion de
proteina, el pH y la temperatura final de
calentamiento sobre la reversibilidad del
proceso de desnaturalizacién, se mues-
tran en la Figura 2. La temperatura final
de calentamiento para el estudio de in-
fluencia del pH sobre la reversibilidad del
proceso de desnaturalizacion fue de 353
K pues se observa que en el rango de pH
estudiado, el proceso de desnaturaliza-
cién es altamente reversible (>90%) sila
temperatura final de calentamiento no so-
brepasa los 353 K. Una notable disminu-

cion de la reversibilidad del proceso se
observa cuando la temperatura final de
calentamiento es mayor o igual a 363 Ky
sila concentracién de proteina es mayor o
igual a 0,32 mg/mL. Sin embargo, la re-
versibilidad del proceso es alrededor del
100% a temperaturas tan altas como 363
K si la concentracién de proteina es de
0,13 mg/mL. En términos generales, el
proceso de desnaturalizacion a todas las
condiciones estudiadas es altamente re-
versible, sin embargo, se escogieron
como condiciones para realizar el estudio
de la influencia de los polioles, la menor
concentracién de proteina por poseer el
mayor rango de reversibilidad y pH 6,5
por ser el pH que se obtiene al disolver la
proteina en agua bidestilada.

Los perfiles de desnaturalizacion obte-
nidos por espectroscopia UV se muestran
en la Figura 3 y los parametros de desna-
turalizacion que se obtuvieron a partir de
ellos se muestran en las Tablas 1 a 3. Los
pardmetros de desnaturalizacion de la
holo-a-lactoalbtimina obtenidos en este
trabajo, se encuentran en buen acuerdo
con literatura, aunque son ligeramente in-
feriores a los obtenidos por otros autores

Reversibilidad
.

0.5 T T T
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pH
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~ 0.6
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Figura 2. Efecto del pH, la concentracion de proteina y la temperatura final de calentamiento sobre la reversi-
bilidad del proceso de desnaturalizacion de la holo-a-lactoalbiimina bovina.
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Figura 3. Perfiles de desnaturalizacion de la holo-a-lactoalbiimina en presencia de diferentes concentraciones
de eritritol, xilitol, sorbitol e inositol.
Tabla 1. Temperatura media de desnaturalizacién 7 de la holo-c-lactoalbiimina bovina en solu-
ciones de eritritol, xilitol, sorbitol e inositol con diferentes concentraciones
Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
m mol kg1
T, K T, K T, K T, K
0,0000 330,1 + 0.4 330,1 + 0.4 330,1 + 0.4 330,1 + 0.4
0,1500 3289 + 2,1
0,3000 3304 + 1,1 3292 + 0,4 331,7 £ 0,7 331,0 £ 0,5
0,6000 332,9 + 0,1
0,8500 334,0 £ 0,6
0,9000 332,0 + 1,1 329,8 £ 1,0 333,1 £ 04
1,5000 332,4 +£ 0,6 332,5 +£ 0,9 333,7 £ 1,0
2,0000 332,3+£ 04 333,8 £ 04 336,8 + 0,8
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Tabla 2. Entalpia de desnaturalizacion a la temperatura media de desnaturalizacion de la
holo-a-lactoalbiimina en soluciones de eritritol, xilitol, sorbitol e inositol con diferentes concen-

traciones
Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
m mol kg!
AH kJ mol! AH kJ mol! AH kJ mol1 AH kJ mol!
0,0000 270 + 12 270 £ 12 270 + 12 270 + 12
0,1500 219 + 23
0,3000 281 + 14 252 £ 20 281 + 22 223 +£3
0,6000 295 +3
0,8500 307 £ 3
0,9000 260 £+ 5 283 + 4 310 £ 25
1,5000 259 + 7 284 + 14 311 £ 2
2,0000 281 + 16 293 +6 300 + 20

en condiciones similares (pH = 6,5: T,
= 333 K, AH = 303 kJ mol’") . En todos
los casos y con concentraciones altas de
los polioles, se observ) un aumento en la
temperatura de desnaturalizacién y un li-
gero incremento en la entalpia del proce-
so0. Sin embargo, al comparar estos resul-

tados con los obtenidos para otras protei-
nas (Figura 4), se observa que el efecto
que tienen estos polioles sobre la estabili-
dad de la holo-a-lactoalbiimina es consi-
derablemente menor que los reportados
para otras proteinas en varios trabajos
(23, 29, 30).

Tabla 3. Entropia de desnaturalizacion a la temperatura media de desnaturalizacién de la
holo-a-lactoalbtimina en soluciones de eritritol, xilitol, sorbitol e inositol con diferentes concen-

traciones
m mol kg1 Eritritol Xilitol Sorbitol Inositol
AS kJ mol! K1 AS kJ mol! K1 AS kJ mol! K1 AS kJ mol! K1
0,0000 0,82 + 0,04 0,82 + 0,04 0,82 + 0,04 0,82 + 0,04
0,1500 0,67 + 0,07
0,3000 0,85 + 0,05 0,77 + 0,06 0,85 + 0,07 0,68 + 0,01
0,6000 0,89 + 0,01
0,8500 0,92 + 0,01
0,9000 0,78 + 0,02 0,86 + 0,02 0,93 + 0,08
1,5000 0,78 + 0,02 0,86 + 0.04 0,93 + 0,01
2,0000 0,85 + 0,05 0,88 + 0,02 0,89 + 0,06
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Figura 4. Comparacién del efecto ejercido por los polioles de estudio sobre el aumento en la temperatura me-

dia de desnaturalizacién para diferentes proteinas (23, 29, 30).

Los resultados obtenidos muestran que
el efecto ejercido por los polioles sobre la
estabilidad de las proteinas no es indepen-
diente de la proteina en cuestion, sino que
depende de la naturaleza y propiedades de
la proteina misma. Kaushik y Bhat (19)
sugieren que el grado de estabilizacion
depende de factores intrinsecos de la pro-
teina y particularmente de las caracteristi-
cas superficiales de la misma. Particular-
mente algunas teorias sugieren que la
estabilizacion depende del cambio de vo-
lumen en el proceso de desnaturalizacion
(26) y de la diferencia de superficie ex-
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puesta al solvente que existe entre la pro-
teina desnaturalizada y la proteina en su
estado nativo (27). Griko, Freire y Priva-
lov (24) presentan evidencia de que en el
estado desnaturalizado, la holo-a-lactoal-
bimina se encuentra lejos de estar com-
pletamente desdoblada, lo cual podria ex-
plicar la menor estabilizacion que ejercen
los polioles estudiados sobre esta protei-
na, alaluz de teorias como la del aumento
de la tension superficial y la de aglomera-
cion (crowding), aunque esta dltima es di-
ficilmente aplicable a sustancias de bajo
peso molecular como los polioles aqui
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analizados (18). Otra posible explicacion
para este fenémeno, seria la exposicién
incompleta de los residuos del interior de
la proteina en el estado desnaturalizado,
debido a un estado desnaturalizado des-
doblado solo parcialmente, lo cual produ-
ciria una menor interaccion del poliol con
estos residuos, afectando el grado de
estabilizacion (20).

Sekhar y Prakash (28), estudiaron el
comportamiento del pardmetro de inte-
raccion preferencial de la lactoalbimina
nativa con sorbitol, glicerol y sacarosa y
encontraron que estos cosolventes son
preferencialmente excluidos de la super-
ficie de la lactoalbiimina en forma similar
a como son excluidos del dominio de
otras proteinas. A pesar de esto, en este
trabajo se encontrd que la estabilizacion
ejercida por estas substancias sobre el es-
tado nativo de la holo-a-lactoalbimina
bovina es menor que el presentado para
otras proteinas (29, 30). Cabe mencionar
que siendo la proteina tan sensible al me-
dio, las diferencias en las condiciones ex-
perimentales entre el estudio mencionado
y el presente trabajo pueden representar
una razén adicional para las diferencias
encontradas.

Las hipotesis planteadas para explicar
las observaciones aqui descritas no son
excluyentes y podrian ser complementa-
rias; sin embargo, para su comprobacién
se necesita una descripcién experimental
detallada de la estructura de las proteinas
en su estado desnaturalizado, la cual hasta
la fecha no se ha podido realizar, princi-
palmente debido a la naturaleza misma de
este estado y a que las técnicas disponi-
bles requeririan concentraciones de pro-
teina cuyo proceso de agregacion interfe-
riria con los resultados obtenidos.
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