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En este trabajo se presenta un estudio siste-
mático sobre el efecto del incremento en el
número de grupos OH de alcoholes y polio-
les de cuatro carbonos sobre las propiedades
conformacionales de la �-lactoglobulina.
Los cambios en el comportamiento de las so-
luciones acuosas de la proteína por la adición
de 1-butanol, 1,2-butanodiol, 1,2,4-butano-
triol y 1,2,3,4-butanotetrol fueron determi-
nados por espectroscopia UV, de fluores-
cencia y DC en el UV lejano, y en el UV
cercano a 298,15 K. Los resultados mues-
tran que el butanol ejerce una mayor modifi-
cación en la estructura de la proteína y el
efecto va disminuyendo a medida que se in-
crementa el número de grupos OH.

: �-lactoglobulina,
propiedades conformacionales, estabili-
dad estructural, alcoholes, polioles.

In this work we present a systematic study
of the effect of the increase of OH groups
in alcohols and polyols of four carbon
atoms on the conformational properties of
�-lactoglobulin. The changes in the beha-
vior of the aqueous solution of the protein
by the addition of 1-butanol, 1,2-butane-
diol, 1,2,4-butanetriol y 1,2,3,4-butano-
tetrol were determined by UV, far and
near UV CD spectra and fluorescence
spectroscopy at 298.15K. The results
show that the largest modification of pro-
tein structure is due to butanol and the ef-
fect decreases as the number of OH
groups increase.

: �-lactoglobulin, confor-
mational properties, structural stability,
alcohols, polyols.

7

REVISTA COLOMBIANA DE QUÍMICA, VOLUMEN 39, nro. 1 DE 2010

O
rg

án
ic

a
y

B
io

q
u
ím

ic
a

1 Departamento de Física y Química, Universidad Nacional de Colombia, sede Manizales, Manizales, Colombia.

2 gigiraldogo@unal.edu.co

3 Departamento de Farmacia, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá, Bogotá, Colombia.

4 Departamento de Química, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá, Bogotá, Colombia.



Neste trabalho apresenta-se um estudo
sistemático sob o efeito do acréscimo do
número de grupos OH de alcoóis e polióis
de quatro carbonos nas propriedades con-
formacionais da �-lactoglobulina. As
mudanças no comportamento das soluç-
ões aquosas da proteína, pela adição de
1-butanol, 1,2 butanodiol, 1,2,4 e 1,2,3,4
butanotetrol butanotriol, foram determi-
nados por espectroscopia UV, fluo-
rescência e DC no UV distante, e no UV
próximo a 298,15 K. Os resultados mos-
traram que o butanol tem uma maior in-
fluencia na estrutura da proteína, e o seu
efeito diminui com o aumento do número
de grupos OH.

: �-lactoglobulina,
propriedades conformacionais, estabili-
dade estrutural, álcool, polióis.

La conformación nativa de las proteínas
es controlada por interacciones intramo-
leculares entre los grupos funcionales de
las proteínas y las moléculas de solvente,
las cuales son dominantes a baja concen-
tración de proteína. Varios factores –tales
como pH, temperatura, presión, o la adi-
ción de cosolutos–, afectan la conforma-
ción nativa de las proteínas produciendo
cambios que pueden causar el desdobla-
miento de la proteína.

A pesar de la existencia de numerosos
estudios sobre el efecto de distintos coso-
lutos, el mecanismo por el cual la adición
de compuestos de bajo peso molecular
contribuye a la estabilidad o al desdobla-
miento de las proteínas no ha sido diluci-
dado, aunque hay evidencia de la influen-

cia que ejerce el agua y la forma como la
presencia de otras sustancias cambia las
interacciones agua-agua. El efecto de la
adición de compuestos de bajo peso mole-
cular, como los alcoholes, sobre las pro-
piedades conformacionales de péptidos y
proteínas ha sido estudiado ampliamente,
y se ha concluido que el efecto desnatura-
lizante observado aumenta con la longi-
tud de la cadena hidrocarburo y disminu-
ye con su ramificación (1, 2). Las
técnicas espectroscópicas son las más uti-
lizadas para estudiar el efecto del solvente
sobre la estructura de proteínas; estas téc-
nicas incluyen dicroísmo circular (DC)
en la región ultravioleta (UV) lejano y
cercano, espectroscopia UV en el lejano y
cercano y espectroscopia de fluorescen-
cia (3).

La �-lactoglobulina es una proteína
globular con un PM de 18400 Da que se
halla en abundancia en el suero de la leche
de muchos mamíferos, pero no se en-
cuentra en la leche humana. Su estructura
primaria se conoce completamente y está
formada por una sola cadena peptídica de
162 residuos de aminoácidos. La cadena
está plegada sobre sí misma, y la estructu-
ra terciaria está restringida por dos puen-
tes S-S, quedando un grupo tiol libre. En
el estado nativo, la �-lactoglobulina es
una proteína predominantemente �, con-
sistente de un barril �, con ocho hebras �
antiparalelas (�A - �H), una hebra-� adi-
cional (�I) y una hélice principal (4-8).

Se han realizado varios estudios para
analizar el efecto de alcoholes sobre
�-lactoglobulina, e igualmente los cam-
bios conformacionales y la influencia so-
bre sus propiedades funcionales; aunque
no está claro el mecanismo por el cual
ejercen un efecto desnaturalizante, se ha
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encontrado que puede ser parcialmente
explicado por la disminución de la polari-
dad de los solventes. Los resultados su-
gieren que en solventes de baja polaridad,
las interacciones hidrofóbicas proteí-
na-agua se debilitan mientras que los en-
laces de hidrógenos intramoleculares se
fortalecen, teniendo como resultado la
desnaturalización de la proteína nativa y
la estabilización de estructuras �-hélices
extendidas (9, 10).

Con el fin de evaluar el efecto del in-
cremento en el número de grupos OH de
alcoholes y polioles de cuatro carbonos
sobre las propiedades conformacionales
de la �-lactoglobulina, en este trabajo se
analizaron los cambios de los espectros
de la proteína por espectroscopia UV y de
fluorescencia y DC en el UV lejano y UV
cercano, así como los cambios en el área
superficial accesible de la proteína en pre-
sencia de soluciones acuosas de 1-buta-
nol, 1,2-butanodiol, 1,2,4-butanotriol y
1,2,3,4-butanotetrol a 298,15K.

�-lactoglobulina obtenida a partir de sue-
ro de leche bovino siguiendo la metodolo-
gía descrita en un trabajo previo (11),
1-butanol 99,9% (J. T. Baker); 1,2-buta-
nodiol 99% (Aldrich); 1,2,4-butanotriol
95% (Fluka) y 1,2,3,4-butanotetrol 99%
(Sigma). Los reactivos líquidos fueron
desgasificados antes de su uso. A los al-
coholes se les determinó el contenido de
humedad por el método de Karl Fischer.
El agua requerida para la preparación de
las soluciones fue tratada con KMnO4 y
doblemente destilada, de acuerdo con los
procedimientos reportados en la literatura
(12) obteniendo agua con una conductivi-
dad inferior a 2 �S·cm-1. Todas las solu-

ciones fueron preparadas por el método
de pesada, en una balanza Precisa, serie
XR de doble rango, con una precisión de
� 0,01 mg en el rango inferior.

Los espectros de absorbancia UV/VIS
a 298,15K se obtuvieron registrando la
absorbancia en un rango de longitudes de
onda � entre 250 y 500 nm, en un espec-
trofotómetro de doble haz Lambda 20
PERKIN ELMER con una celda de 1 cm
de paso y una concentración de proteína
de 1 mg·cm-3 en buffer acetato de sodio
10 mM a pH 5,5.

Los espectros de fluorescencia fueron
obtenidos entre 300 y 400 nm usando es-
pectrofotómetro Aminco-Browman Serie 2
con una excitación de 280 nm a 298,15 K.

Para evaluar el efecto de los alcoholes
y polioles de cuatro carbonos sobre la es-
tabilidad conformacional de �-lactoglo-
bulina se determinaron los espectros UV
y de fluorescencia. Para tal efecto la pro-
teína se disolvió en buffer acetato de so-
dio 10 mM a pH 5,5 y en cada uno de los
solventes a una concentración XOH =
0,02 para todos los alcoholes, excepto
para el 1-butanol que por su solubilidad se
trabajó a XOH de 0,015. Las muestras se
dejaron en reposo durante dos horas antes
de registrar los espectros.

El análisis de las propiedades estructu-
rales se hizo por espectroscopia de di-
croísmo circular (DC) a 298,15 K, en un
espectropolarímetro JASCO J-810. Los
espectros fueron registrados en un inter-
valo de longitud de onda entre 190 y 250
nm empleando una celda con un paso de
luz de 0,5 cm. El espectro registrado es el
promedio de 3 barridos tomados a 20
nm·min-1 y corregidos por línea base em-
pleando el software Jasco. Los resultados
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se expresan como elipticidad molar resi-
dual [�]. La determinación de los ele-
mentos de estructura secundaria se reali-
za a partir de la desconvolución de los
espectros utilizando el programa CDPro,
que emplea tres algoritmos de desconvo-
lución: CONTINLL, SELCON3 y
CDSSTR (13).

Para determinar el área superficial ex-
puesta se empleó la prueba de fluorescen-
cia ANS (ácido 1-anilino, 8-naftalensul-
fónico). Se toman 5 �L de solución de
ANS 8 mM, preparada en buffer de aceta-
to 0,01 M pH 5,5, se diluyen con buffer,
o con las soluciones alcohólicas según el
caso hasta 1 mL y se hacen adiciones de
proteína 6,2 �M en volúmenes de 10 �L;
la solución se deja en reposo durante un
minuto después de cada adición y se de-
termina la intensidad de la señal de fluo-
rescencia a 298,15 K en el espectrofluorí-
metro con una excitación de 370 nm y una
emisión de 480 nm. La pendiente de la

gráfica de intensidad de la señal de fluo-
rescencia en función de la concentración
de proteína en �M-1 se usa como índice de
hidrofobicidad superficial So (14-16).
Los resultados corresponden al promedio
de dos mediciones.

La fluorescencia intrínseca es una técnica
muy sensible para monitorear los cam-
bios conformacionales de las proteínas,
dado que los espectros reflejan cambios
en el ambiente y su influencia sobre los
residuos de triptófano. La �-lactoglobuli-
na tiene dos residuos triptófano (Trp) en
las posiciones 19 y 61. El residuo 19 se
encuentra dentro del núcleo hidrofóbico y
el 61 forma parte de un “loop” externo;
por tanto, los cambios en la señal de fluo-
rescencia se atribuyen al residuo 19, que
es expuesto a la superficie del solvente
por efecto del desdoblamiento de la mo-
lécula (17, 18).
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. Espectros de fluorescencia de �-lactoglobulina en buffer acetato 10 mM pH 5,5 y soluciones acuosas
de alcoholes y polioles de cuatro carbonos a 298,15K.



La Figura 1 muestra los espectros de
fluorescencia de �-lactoglobulina deter-
minados para la proteína en buffer de ace-
tato y en los alcoholes. Se observa un má-
ximo alrededor de 336 nm para la
proteína en buffer acetato 10 mM a pH
5,5. Este valor máximo está de acuerdo
con la longitud de onda de máxima emi-
sión para la proteína, registrada en varios
trabajos (19, 20). La presencia de 1-buta-
nol produce un pequeño desplazamiento
del máximo hacia longitudes de onda más
altas, mientras que el 1,2,4-butanotriol
produce un desplazamiento hacia longi-
tudes de onda mas bajas.

La absorción que registran las proteí-
nas en el UV cercano puede atribuirse a
las transiciones electrónicas (principal-
mente tipo � � �*) de los aminoácidos
aromáticos, triptófano, tirosina y fenila-
lanina, porque aunque la histidina posee

un anillo de cinco miembros en su cadena
lateral, tipo imidazol, su absorción no se
extiende en esta región.

La Figura 2 muestra los espectros UV
para la proteína en buffer y en presencia
de los alcoholes.

El espectro de �-lactoglobulina en el
UV cercano presenta el comportamiento
típico de una proteína que contiene los
aminoácidos aromáticos mencionados
anteriormente (3). En general se observa
una disminución de la intensidad de la se-
ñal de absorbancia de la proteína en pre-
sencia de los alcoholes. La disminución
es mayor en 1-butanol, lo cual indica que
a las concentraciones utilizadas en este
estudio, y a la temperatura de 298,15 K,
el 1-butanol tiene un efecto marcado so-
bre la estructura de �-lactoglobulina.
Entre 250 y 370 nm, todos los espectros
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presentan una línea con pendiente nula,
que se traduce en que, a las condiciones
del ensayo, no hay agregación de la pro-
teína (21).

Al comparar los espectros de absor-
ción de la proteína en las soluciones acuo-
sas de alcoholes y polioles con el registra-
do en buffer acetato 10 mM pH 5,5, no se
observa un desplazamiento significativo
de la longitud de onda de máxima intensi-
dad por la adición de los solventes.

La Figura 3 muestra los espectros de
DC para �-lactoglobulina en buffer pH de
acetato 10 mM pH 5,5 y en cada uno de
los solventes.

Los espectros de �-lactoglobulina re-
gistrados entre 190 y 260 nm, a pH 5,5 y
concentración de 0,1 mg mL-1, exhiben el
comportamiento típico de un patrón de
hebra �, con un mínimo alrededor de los
215 nm y una banda positiva alrededor de
los 198 nm (22).

La adición de los solventes no produce
modificaciones significativas en la ten-
dencia estructural de los espectros, pero
sí en la intensidad de la señal, indicando
que, aunque hay variaciones en el conte-
nido de elementos estructurales tipo he-
bra �, ésta sigue siendo la forma
predominante.
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El cálculo de estructura secundaria a
partir de los espectros de DC utilizando el
programa CD Pro mostró que el algorit-
mo CONTINLL fue el que presentó me-
nor desviación (RSD); por tanto todos los
resultados reportados corresponden a los
obtenidos con este método. Esta situación
coincide con la evaluación que hace Miles
(23) de los diferentes algoritmos y con-

cluye que el CONTINLL, basado en la
metodología de Provencher y Glöckner
(13), da resultados más precisos.

En la Tabla 1 se resumen los elemen-
tos de estructura calculados para �-lacto-
globulina en buffer acetato 10 mM pH 5,5
y en las soluciones acuosas de los alcoho-
les entre 190 y 260 nm para todos los es-
pectros. El rango de valores para la des-
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0,0000 0,36

0,0050 0,50 0,33 0,44 0,30

0,0100 0,42 0,43 0,42 0,35

0,0150 0,30 0,39 0,38 0,32

0,0200 0,35 0,35 0,40

�

0,0000 0,19

0,0050 0,09 0,07 0,20 0,26

0,0100 0,05 0,08 0,17 0,16

0,0150 0,24 0,04 0,14 0,23

0,0200 0,06 0,18 0,19

0,0000 0,22

0,0050 0,19 0,24 0,17 0,21

0,0100 0,22 0,22 0,23 0,26

0,0150 0,21 0,23 0,21 0,23

0,0200 0,23 0,11 0,24

0,0000 0,23

0,0050 0,22 0,36 0,19 0,23

0,0100 0,32 0,31 0,20 0,22

0,0150 0,24 0,34 0,28 0,18

0,0200 0,36 0,36 0,18

. Elementos de estructura secundaria de �-lactoglobulina en buffer acetato 10 mM pH 5,5
y en soluciones acuosas de alcoholes y polioles de cuatro carbonos.



viación estándar normalizada (NMRSD)
que se obtuvo en los resultados de la
desconvolución está entre 0,02 y 0,09.

Se aprecia que la �-lactoglobulina di-
suelta en buffer tiene un contenido de he-
bra-� del 36%, elementos estructurales
tipo hélice-� del 19% tipo giro (turns) del
22% y de regiones no estructuradas u or-
ganizadas aleatoriamente en el espacio,
de aproximadamente un 23%. Al compa-
rar estos datos con las estructuras diluci-
dadas a partir de las coordenadas en el es-
pacio consignadas en el banco de datos de
proteínas (protein data bank PDB Id:
1BEB) (24) para la proteína, se encuentra
que el contenido de elementos tipo he -
bra-� es de un 41%, de hélices-� del
16,7%, de giros (turns) del 21,6% y de
regiones no estructuradas del 20,7%. De
acuerdo con esto, se puede argumentar
que los datos obtenidos en este estudio tie-
nen un alto grado de semejanza con los
obtenidos a partir de la difracción de ra-
yos X sobre cristales de �-lactoglobulina,
y que en consecuencia la estructura de la
proteína en solución es similar a su es-
tructura cristalina.

La adición de pequeñas cantidades de
1-butanol causa inicialmente un incre-
mento en el contenido de elementos de es-
tructura tipo hebra � y disminución de los
elementos de estructuras �-helicoidales.
Este comportamiento cambia al aumentar
la fracción molar de butanol de 0,015, ob-
servándose un incremento del contenido
de hélice y a la vez una disminución en el
contenido de estructura tipo hebra.

El 1,2-butanodiol tiene un comporta-
miento diferente al 1-butanol. En todos
los casos disminuye el contenido de héli-
ce, y la estructura tipo hebras � sufre lige-

ros cambios en el rango de concentración
evaluado, que no presentan una tendencia
definida. En este caso se exhibe un incre-
mento en los elementos no estructurados.

El 1,2,4-butanotriol estabiliza inicial-
mente los elementos tipo hebra-�, y este
efecto disminuye al aumentar la fracción
molar del triol.

El comportamiento de los elementos
estructurales de la �-lactoglobulina en
presencia de 1,2,3,4-butanotetrol mues-
tra una tendencia opuesta a la que presen-
ta cuando se adiciona 1-butanol. Se ob-
serva una disminución en el contenido de
estructura tipo � que aumenta con la frac-
ción molar del poliol, y a fracción molar
de 0,020 la proteína alcanza una estructu-
ra similar a la que se tiene en solución
buffer acetato 10 mM pH 5,5. Al incre-
mentar la concentración hasta 0,015 se
produce un aumento en el contenido de
elementos tipo hélice �, resultado que
confirma la hipótesis de varios investiga-
dores acerca de la formación de hélices
no nativas en la �-lactoglobulina, por
efecto de los alcoholes (9, 10, 25).

Cuando se comparan las propiedades
estructurales de la proteína en buffer y en
presencia de los diferentes alcoholes, no
se observan cambios significativos en los
elementos estructurales tipo giro (turns) y
en las regiones no estructuradas; la varia-
ción al aumentar la concentración no si-
gue una tendencia definida.

Para esta proteína se han hecho estu-
dios previos con metanol, y estos han
concluido que en presencia de soluciones
de metanol al 30%, la �-lactoglobulina
presenta conformaciones compactas des-
naturalizadas, pero que conservan parte
de su estructura nativa (26). En la litera-
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tura no hay datos sobre el efecto del 1-bu-
tanol sobre esta proteína. Kientz y Bige-
low (27) estudiaron el efecto del
dietilenglicol sobre su estructura, encon-
trando resultados similares en el compor-
tamiento de la estructura de la proteína
por adición del diol a baja concentración.

La �-lactoglobulina contiene una alta
proporción de aminoácidos hidrofóbicos,
que se ubican preferencialmente en el in-
terior de la molécula. Cuando ésta desdo-
bla, se produce un incremento en la su-
perficie hidrofóbica que puede ser
evaluada con la prueba de ANS, la cual
brinda información acerca de los cambios
estructurales de la molécula (15). El cam-
bio en el área superficial accesible por
efecto de solventes, determinado como
So, se presenta en la Tabla 2.

Los datos muestran un incremento del
área superficial accesible al solvente, So,
por la presencia de los alcoholes. Este in-
cremento es más marcado para el 1-buta-
nol y puede atribuirse al desdoblamiento
que tiene la molécula permitiendo una ex-
posición de los grupos apolares a la su-
perficie de la proteína por efecto del sol-
vente. El área superficial accesible
disminuye a medida que se incrementa el
número de grupos OH, encontrándose

que para el 1,2,3,4-butanotetrol este va-
lor puede considerarse igual al obtenido
para la proteína en buffer fosfato 10 mM
pH 5,5. Los resultados coinciden con los
obtenidos por comportamiento DC de los
parámetros de desnaturalización alcan-
zados a partir de las curvas de estabilidad
térmica (28).

Se encontró que la estructura de la proteí-
na en solución es similar a su estructura
cristalina.

La adición de los alcoholes estudiados
no produce modificaciones significativas
en la tendencia estructural de los espec-
tros, y se mantiene el predominio de ele-
mentos estructurales tipo hebra � en pre-
sencia de los alcoholes considerados.

Los resultados obtenidos al analizar
los cambios en el área superficial accesi-
ble de la proteína por efecto del solvente
ratifican la información obtenida por DC.
Se observa una mayor modificación en la
estructura de la �-lactoglobulina en pre-
sencia de 1-butanol que es el cosoluto más
hidrofóbico y que tiene un reconocido
efecto desnaturalizante; la modificación
estructural disminuye a medida que se in-
crementa el número de grupos OH y, en
consecuencia, el carácter hidrofìlico del
alcohol.

Los autores agradecen a la Universidad
Nacional de Colombia, sedes Bogotá y
Manizales, por su apoyo para la realiza-
ción de este trabajo, y a la Fundación
Instituto de Inmunología de Colombia
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Buffer 6,42 1,00

1 butanol 18,48 0,99

1,2 butanodiol 8,59 0,98

1,2,4 butanotriol 7,37 0,99

1,2,3,4 butanotetrol 6,58 0,99

. Índice de hidrofobicidad (So) para
�-lactoglobulina en buffer fosfato 10 mM pH
5,5 y en soluciones acuosas de alcoholes y po-
lioles de cuatro carbonos.



(Fidic), por facilitar el equipo donde se
realizaron las determinaciones.
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