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RESUMEN

RESUMEN

Existen residuos procedentes de la industria alimentaria, que pueden ser recuperados
y revalorizados. Tal es el caso de la sangre procedente de los mataderos, que se
considera uno de los subproductos mas problematicos de la industria alimentaria,
debido a su alto poder contaminante. Al mismo tiempo, la sangre, en este caso de
origen bovino, tiene un alto contenido proteico con capacidad gelificante, y es esta
propiedad la que se utiliza para sintetizar biomateriales (geles) con aplicaciones
alimentarias. En este trabajo se trata de mejorar las propiedades fisicas y funcionales
de los geles aprovechando la adicion de un enzima; la transglutaminasa, que mejora la
resistencia, elasticidad y la capacidad de gelificacion. De esta manera, podemos elegir

los mejores para utilizarlos como peliculas protectoras en la industria alimentaria.

Se sintetizaron tres tipos de geles (geles de plasma, plasma liofilizado reconstituido y
albumina). Se les afadieron cantidades crecientes de transglutaminasa y a
continuaciéon se les caracterizo reoldgicamente y se hizo un estudio de retencion de

agua y un andlisis de su estructura interna (SEM).

De todos los ensayos realizados, elegimos aquellos que obtuvieron mejores resultados
reolégicos y al mismo tiempo presentaban una estructura mas homogénea; estos
fueron los geles de albumina ensayados con 5 U/g de transglutaminasa que, debido a
su abundante retencion de agua, podrian aplicarse a alimentos con alto porcentaje de
humedad como son los carnicos. Ademéas, también se podrian utilizar geles de plasma
ensayados con 5U/g de transglutaminasa, o geles de plasma liofilizado reconstituido
no diluido, con esta misma concentracion de transglutaminasa. Estos dos ultimos tipos
de geles, por presentar abundante pérdida de agua, podrian ser apropiados para

alimentos con menos humedad como los productos de pasteleria o reposteria.



ABSTRACT

ABSTRACT
Some wastes from the food industry, could be recovered and revalued. Such is the

case of blood from slaughterhouses, which is considered one of the byproducts more
problematic in the food industry, due to its high-polluting power. At the same time,
blood, in this case of bovine origin, has high protein content with gelling capacity, and it
is this property which is used to synthesize biomaterials (gels) with food applications.
The aim of this work is improving the physical and functional properties of the gels
through the addition of an enzyme, transglutaminase, which improves the strength,
elasticity and the ability to gel. In this way, we can choose the best to use them as

protective films in the food industry.

In this work, three types of gels were synthesized (whole plasma, reconstituted
lyophilized plasma and albumin). Increasing amounts of transglutaminase were added
to them and then they were submitted to a rheological characterization; a study of

water retention and finally an analysis of its internal structure (SEM) were carried out.

Among all the tests, we chose those that presented best rheological results and at the
same time had a more homogeneous structure; these were albumin gels tested with 5
u/g of transglutaminase which, because of its important water retention, may be applied
to foods with a high percentage of humidity such as meat products. In addition, plasma
gels tested with transglutaminase 5U/g may also be used, or undiluted reconstituted
freeze-dried plasma gels, with this same concentration of transglutaminase. These last
two types of gels, with higher water loss, would be appropriate for foods with less

moisture pastry or confectionery products.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

A. ANTECEDENTES

Numerosos residuos procedentes de la industria alimentaria podrian ser susceptibles
de ser recuperados y revalorizados. Un ejemplo de ello lo constituye la sangre, que
puede considerarse como uno de los subproductos mas problematicos de la industria
alimentaria debido a la gran cantidad que se genera y a su alto poder contaminante (6,
24). La eliminacion de estos residuos constituye un importante valor afiadido al
proceso de produccion, por tanto una solucién a este problema seria la posibilidad de
incorporar la sangre procedente de los mataderos a productos alimenticios o
biomédicos.

En este proyecto se aprovecha la capacidad gelificante de las proteinas sanguineas y
plasméticas (25) para la realizaciébn de biomateriales con aplicaciones alimentarias.
Esta capacidad gelificante se pone de manifiesto con la temperatura y depende entre
otras cosas del pH o la concentracion de proteinas. Debido a la importancia de estas
variables en los sistemas fisioldgicos, biolégicos y quimicos, existen numerosos
trabajos de investigacion en los que se analiza la gelificacién del plasma bajo cambios
en dichos parametros y sobre todo los usos que esos geles podrian tener. Otro
aspecto importante a valorar es el uso de aditivos quimicos (tipo dextranos, colageno,
transglutaminasa, etc) mezclados con los componentes proteicos de la sangre de
forma que se mejoren las propiedades fisicas y funcionales de los biomateriales
generados. Existen trabajos como: “Sequential preheating and transglutaminase
pretreatments improve stability of whey protein isociate at pH 7.0 during termal
sterilization” (26) y “Bovine serum albumin-imprinted polymer gels prepared by graft
copolymerization of acrylamide on chitosan” (27), que han comenzado a desarrollar

los aspectos que se estudiaran en este trabajo.

Se dispone de una experiencia previa en la preparacion de biomateriales de sangre,
muy en particular a partir de componentes de la sangre porcina (1). Las propiedades
de los geles obtenidos son muy dependientes del tipo de proteinas presentes, su
concentracion, su pH y su modo de fabricacion (por ejemplo la temperatura de
gelificacién). Estos resultados previos del grupo de investigacion nos permiten ver el

camino que se debe seguir en este proyecto.
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En cuanto a la industria alimentaria, existen trabajos del grupo de investigacion, como
por ejemplo en el trabajo “Caracterizacion reoldgica de los geles de fibrindgeno y
gamma globulinas de plasma porcino” (25), donde se ha comenzado a vislumbrar que
estos geles podrian tener maltiples aplicaciones en la industria alimentaria. En primer
lugar podrian ser usados como aditivos, ya que presentan un alto contenido en
proteinas y una buena capacidad de retencidon de agua. También, gracias a su buena
capacidad gelificante, podrian emplearse como espesantes. Ademas existe una
aplicacion con grandes posibilidades de uso que consiste en emplear estos geles
como productos para proteger alimentos. Esto es posible gracias a su excelente

resistencia, elasticidad y capacidad de retencién de agua.
B. SITUACION ACTUAL

La finalidad principal de este proyecto es el desarrollo de metodologias sencillas en la
manipulacion y sintesis de los materiales obtenidos en la separacién de componentes
de la sangre, y la fabricacion de biomateriales (en este caso geles de plasma y
albumina) a partir de estos componentes. También en este trabajo se trata de mejorar
las propiedades fisicas y funcionales de estos biomateriales aprovechando la
disponibilidad de aditivos, en nuestro caso el enzima transglutaminasa, que mejora la
resistencia, la elasticidad y la capacidad de gelificacion. Estos materiales podran ser
utilizados en la industria alimentaria como protectores de alimentos, evitando el uso de
otros materiales sintéticos que pueden producir efectos perjudiciales para la salud
como alergias o intolerancias a estas sustancias sintéticas. El uso de los geles
proteicos permite por otro lado la valorizacion de las proteinas sanguineas, que en

gran parte son eliminadas como subproductos por las industrias.

Esta aplicacion implica un conocimiento profundo de los procesos de gelificaciéon en
diferentes condiciones experimentales, por otro lado resulta de interés el conocimiento
reoldgico de los materiales, ya que se debe disefiar de forma que puedan presentar
propiedades fisicas y funcionales adecuadas a los usos que en este trabajo se

proponen.

Desde el punto de vista medioambiental y como punto de partida del proyecto, la
finalidad inicial es conseguir el aprovechamiento de un residuo con un elevado
contenido en proteina como es la sangre y que produce altos costes de tratamiento en

mataderos debido a su alto poder contaminante.
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C. OBJETIVOS

1- Se pretende dar una alternativa de valorizacion de un residuo problemético como
es la sangre y convertirlo en productos de mas alto valor afiadido utilizando para ello
tecnologias limpias y medioambientales compatibles. El disponer de materiales
naturales para la preservacion de alimentos seria susceptible de ser industrializado y

comercializado.

2- Desarrollar una tecnologia de sintesis de geles de plasma y albdmina que responda

a los usos alimentarios que se proponen.

3- Caracterizar fisica y funcionalmente los biomateriales para que sirvan como
biopeliculas de proteccion de alimentos. Para ello se realizardn pruebas reolégicas:
barrido de temperatura, barrido de esfuerzo y fluencia y recuperacion, ademas se
haran un estudio de la capacidad de retencibn de agua y un estudio de la

microestructura.

4- Se pretende, mediante el uso de diferentes compuestos, desarrollar materiales que
permitan mejorar la calidad de los geles, por eso en este estudio se pretende ir mas
alld experimentando con el enzima transglutaminasa, que mejora la resistencia,

retenciéon de agua, firmeza, termoestabilidad y la textura de los geles.

5- Desarrollar aplicaciones en alimentos de origen principalmente carnico, asi como
también en reposteria y panaderia, dénde se estudiara en un futuro la capacidad de

preservacion de los geles y su inocuidad.
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CAPITULO 1. FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1. SUBPRODUCTOS DE ORIGEN ANIMAL

1.1.1. LA SANGRE ANIMAL
a) Composicién

Tabla 1. Porcentaje de los componentes de la sangre (6)

sangre entera

Sélidos totales (%) 18-20
Proteina (%) 13-15
Grasa (%) <1
Carbohidratos (%) <1
Sales (%) 2
Agua (%) 80-82

La sangre es un liquido viscoso consistente en una suspension de elementos formes
(leucocitos, hematies y plaguetas) en un medio coloidal (plasma). La sangre es opaca
debido al gran nimero de células presentes y de color rojo a causa de la hemoglobina
gue portan los eritrocitos (5). Los leucocitos, los hematies y las plaquetas reciben el
nombre de elementos formes y gracias a que se encuentran suspendidos en el
plasma, confieren a la sangre su fluidez caracteristica. La proporcion de los principales

componentes sanguineos se expone en la Tabla 1.

La cantidad de sangre en un animal vivo es variable segun especie, sexo o edad. En
todos los casos, en el proceso de sangrado en el matadero, tan sélo es aprovechable
un determinado porcentaje respecto al peso vivo del animal, puesto que la canal
retendra en vasos y capilares un volumen irrecuperable (alrededor del 50%), que

también es variable segun condiciones de sacrificio, estado fisioldgico del animal, etc.
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De forma aproximada, la cantidad de sangre que es posible obtener por especie

animal sactrificada se refleja en la Tabla 2.

Tabla 2. Cantidad de sangre obtenida de los distintos animales de sacrificio (7)

Especie
animal Total de sangre (% de peso vivo) Total de sangre (litros)
Vacuno
mayor 4.9 15.55
Ternero 5.2 10.65
Cerdo 3.2 3.50
Ovinoy
caprino 4.1 1.90
Caballar 6.4 27.00

b) Caracteristicas fisicas

Densidad: Las sangre tiene aproximadamente una densidad de 1.05 kg/L. Si
separamos la misma en sus dos principales componentes, plasma y células, cada uno
de éstos tiene a su vez una densidad de 1.03 y 1.09 kg/L, respectivamente. Estos
valores son asi mismo valores medios. Segun la especie también varia la densidad
ligeramente, en el caso de sangre de oveja es de 1.06kg/L aproximadamente mientras

que en el cerdo es de 1.04kg/L.

pH: El pH de la sangre oscila entre 7.2 y 7.5 a una temperatura de 20°C. Es por tanto

neutro o ligeramente basico.

Punto de congelacién: Alrededor de -0.55°C.

Viscosidad: Entre 3.6 y 5.3 cp, de 3 a 5 veces superior a la del agua.

c) Fracciones; plasma/suero y elementos formes

=  Plasma/suero
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El plasma sanguineo es un liquido claro de color amarillento o anaranjado, y
ligeramente viscoso. Se debe hacer una distincién entre plasma y suero sanguineo. El
plasma se obtiene por adicibn de sustancias anticoagulantes a la sangre recién
obtenida, que impiden la formacién de redes de fibrina y posterior separacion de las
células, generalmente por procesos de centrifugacion. El suero sanguineo, por el
contrario, se obtiene desfibrinando la sangre, esto es, forzando la coagulacion de la
misma formandose grandes mayas fibrinosas (coagulos) mediante agitacion con
paletas, que son retenidas posteriormente (8). Tras ello se somete a centrifugacion y
se separan asi las células del suero sanguineo. La Unica diferencia en cuanto a
composicion se refiere a la proteina fibrin6geno en el plasma y su ausencia en el
suero. En la Figura 1 se muestra el esquema del fraccionamiento de la sangre para

obtener plasma o suero.

Sangre
|
1 1
Coagulacion sangre
| |
1 1 1 1
. Elementos
Sangre Coagulos Plasma
formes
Elementos
Suero
formes

Fig. 1. Esquema del fraccionamiento de la sangre.

Para la realizacion de este proyecto se eligio el plasma en lugar del suero debido a las

siguientes razones:
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-La composicién proteica. El plasma contiene una proteina mas que el suero; el

fibrinbgeno.

-La viabilidad para su obtencién. El plasma requiere la adiccion de un anticoagulante
de coste reducido y de facil manejo. Por el contrario, para la obtencién de suero es
necesario disponer de un equipo de agitacion, con un tipo de paletas determinado y un
buen control de la velocidad de agitacion ya que de no ser asi, la agitacion mecanica

pueden romper las células produciendo la liberacion de la hemoglobina al suero (1).

El plasma esta constituido fundamentalmente por un 9% de sélidos y un 90% de agua.
Su composicién es practicamente idéntica a la del suero. Contiene numerosas
sustancias y elementos en solucidén, cuya proporcién suele mantenerse constante, y

en valores medios puede cifrarse de la siguiente forma (1), por cada 100 mL:
A. Elementos minerales

Tabla 3. Composicién de cationes del plasma sanguineo

Cationes Valor medio (en 100mL)
Calcio 10-12 mg
Potasio 18-20 mg
Magnesio 1.3-3.5mg
Hierro 0.9-1.2 mg
Cobre 1-1.4 mg
Sodio 300-350 mg
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Tabla 4. Composicion de aniones del plasma sanguineo

Aniones Valor medio (en 100mL)
Cloruros 340-380 mg
Carbonatos 150-170 mg
Fosfatos 12-15mg
Sulfatos 3-5mg
Bromuro 0.8-1.8 mg
Yoduro 0.8-1.3mg
Fluoruro 1-1.2 mg

B. Derivados de las proteinas

Tabla 5. Composicién de derivados proteicos del plasma sanguineo

Derivados proteicos Valor medio (en 100 mL)
Urea 20-40 mg
Nitrégeno de los aminoacidos 1.5-3mg
Acido urico 3-5mg
Creatina total 3.8 mg
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C. Glucidos y derivados metabdlicos

Tabla 6. Composicién de glacidos y derivados metabdlicos del plasma

sanguineo

Glucidos y derivados

metabélicos Valor medio (en 100 mL)

Glucosa 80-120 mg

Glucdgeno 25-75 mg

Acido lactico 10-20 mg
Acido oxlico 1-5 mg
Alcohol etilico 3-4 mg

D. Otras sustancias

Tabla 7. Composicién de otras sustancias del plasma sanguineo

Otras sustancias Valor medio (en 100 mL)
Bilirrubina 0.4-1 mg
Amilasa 0.08-0.32 mg
Fosfatasas alcalinas 0.05-0.09 mg
Fosfatasas acidas 0.01-0.06 mg

Plasma bovino

En la Tabla 8 se muestra la composicién porcentual de los componentes del plasma
bovino integro y desecado. Y en la Tabla 9 se muestran los porcentajes de las

distintas especies proteicas plasméticas de la especie bovina.
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Tabla 8. Composicién quimica del plasma bovino (6)

Plasma sanguineo  Plasma desecado

Sélidos totales (%) 8-9 96-97.5
Proteina (%) 6-8 70-96
Grasa (%) 0.1-1 0-1.5
Carbohidratos (%) <1 -
Sales (%) 1.5 <2
Agua (%) 90-91 2.5-7

Tabla 9. Porcentaje de las distintas fracciones proteicas del plasma bovino

PROTEINA % EN PLASMA BOVINO
Fraccidn albumina: 42
Prealbimina 0.3
Albumina 41
Fraccidn globulina: 56
a-Globulina 14
B-Globulina 11
v-Globulina 31
Fibrindgeno 2

= Elementos formes

Se engloban en este grupo los hematies o globulos rojos, las plaquetas y los
leucocitos o glébulos blancos. Los valores normales medios por mm? son de 4.5x10° -
5x10° para los hematies, 15x10* -3x10° para las plaquetas y 6x10° -9x10° para los

leucocitos. La mayor parte de estos elementos formes son hematies que contienen en
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su interior la hemoglobina (proteina que representa alrededor de 2/3 de la masa de las
proteinas de la sangre, constituyendo el otro tercio las proteinas del plasma). Las
proteinas de los leucocitos y plaquetas, representan cantidades insignificantes del total

de proteinas de la sangre.

1.2. PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS
SANGUINEAS Y SU APLICACION TECNOLOGICA

El plasma sanguineo, debido a su contenido en proteinas, puede ser aprovechado
para diversos fines debido a las propiedades funcionales de estas.

Las propiedades funcionales de las proteinas, pueden clasificarse en tres grupos
principales:

-Propiedades de hidratacion. Dependientes de las interacciones proteina-agua.
-Propiedades dependientes de las interacciones proteina-proteina.
-Propiedades superficiales.

El primer grupo incluye propiedades tales como la absorcién y la retencién de agua,
suculencia, hinchado, adhesién, dispersabilidad, solubilidad y viscosidad. El segundo
grupo de propiedades interviene en fenébmenos como la precipitacion, gelificacion y
formacion de otras estructuras diferentes. El tercer grupo se refiere a la tension
superficial de emulsificacion y caracteristicas espumantes de las proteinas. Estos
grupos no son totalmente independientes; por ejemplo, la gelificacion no solamente
implica las interacciones proteina-proteina, sino también las interacciones agua-
proteina y la viscosidad y la solubilidad dependen una y otra de las interacciones

proteina-agua y proteina-proteina.

La mayor parte de estas propiedades tienen su interés de aplicacion en el campo
alimentario, de forma que su adiciéon a alimentos puede contribuir a cambios en las
propiedades fisico-quimicas de los mismos, como por ejemplo sus caracteristicas
organolépticas (1). Sin embargo, el interés de este trabajo reside en la capacidad de

gelificacion de dichas proteinas.
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1.3. GELES PROTEICOS SANGUINEOS

1.3.1. GELES

Los geles son sistemas dispersos de al menos dos componentes en los que la fase
dispersa forma un entramado cohesivo en el medio de dispersion. Se caracterizan por
la falta de fluidez y la deformabilidad elastica. Ocupan una posicion intermedia entre
las disoluciones, en las que predominan las fuerzas repulsivas entre las moléculas de
la fase dispersa, y los precipitados, en los que dominan las interacciones
intermoleculares fuertes. Se diferencian dos tipos de geles, entre los que no obstante

existen transiciones, las redes poliméricas y las dispersiones agregadas.
= Las redes poliméricas

Son redes tridimensionales formadas por la agregacion de moléculas fibrilares
desorganizadas a estructuras limitadas ordenadas. Para ello, se requiere la adicion de
un agente reticulante, como por ejemplo el glicerol o la agarosa. Las uniones de este
tipo de geles no son completamente estables a ciertos cambios fisicos como la
temperatura, por lo que pueden formarse por enfriamiento y romperse al calentar. Las
interacciones presentes en estos geles son del tipo enlaces de hidrégeno y fuerzas de
Van der Waals (10).

= Dispersiones agregadas

Este es el tipo de gel sintetizado en este trabajo. Se forman a partir de un proceso en

dos etapas mediado por accion del calor. Figura 2.

Las dispersiones agregadas son geles formados a partir de proteinas globulares tras
su calentamiento y desnaturalizacién. El plegamiento térmico de las proteinas conduce
a una liberacién de las cadenas laterales aminoacidicas, que podran participar asi en
interacciones intermoleculares. La asociacion subsiguiente ocurre con formacion de
pequefios agregados esféricos, que aparecen en cadenas cuyas interacciones dan
lugar a la red del gel. Para que este tipo de agregacion desordenada conduzca a la
formacion de un gel, se necesitan concentraciones proteicas relativamente altas (5-
10%). También la velocidad de agregacion debe ser menor que la de plegamiento,

porque en caso contrario, en el entorno del punto isoeléctrico por ejemplo, se formaran
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geles poco estructurados. El grado de desnaturalizacion necesario para que comience
la agregacion parece depender de la proteina. Puesto que lo que se libera durante la
desnaturalizacion parcial son sobre todo grupos hidréfobos, predominan las
interacciones hidréfobas intermoleculares, de ahi el caracter termoplastico (termo-
irreversible) de este tipo de geles, en contraposicion con los geles termorreversibles
estabilizados por puentes de hidrogeno. Los geles termoplasticos no se fluidifican por
calentamiento, aunque se pueden ablandar o arrugar. A demas de las interacciones
hidréfobas, los puentes disulfuro formados a partir de los grupos tiol liberados
contribuyen también a la red, del mismo modo que los enlaces ionicos
intermoleculares entre proteinas con puntos isoeléctricos distintos en sistemas
heterogéneos.

Disociacion L,
Agregacion/
Asociacion

de moléculas
proteicas

Proteina Formacion de

Proteina nativa desnaturalizada gel

Fig. 2. Proceso de formaciéon de un gel proteico (12)

1.3.2. APLICACIONES DE GELES PLASMATICOS

La capacidad gelificante de las sustancias es una de las caracteristicas mas
estudiadas en biotecnologia.
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El gel de plasma sanguineo puede tener distintas caracteristicas, en cuanto a grosor,
transparencia o comportamiento reoldgico, en funcién de la forma en la que se ha
llevado a cabo su sintesis. La caracterizacién de los geles se lleva a cabo a través de
medidas reolégicas como barridos de temperatura, curvas de flujo o ensayos de
fluencia o recuperacién. También se utilizan métodos como el DSC (Differential
Scanning Calorimetry), SDS-PAGE (Polyacrilamide Gel Electrophoresis), SEM
(Scanning Electron Microscopy), o Fractal and Lacunarity Analysis.

Las principales aplicaciones de los geles de plasma se encuentran en la

alimentacién y en la biomedicina.
= Alimentacion

En el campo de la alimentacion, los geles de plasma, se utilizan aprovechando las
propiedades de las proteinas que los forman; asi la capacidad de emulsificacion,
retencién de agua y de materia grasa y la gelificacion se usa en las salsas, productos
carnicos, lacteos o productos de panaderia. La viscosidad, solubilidad a pH diferentes
y estabilidad al calor se usa para las bebidas. Y por ultimo, la capacidad de gelificacién

resulta muy interesante para la creacién de biopeliculas que protegen los alimentos.

Estas aplicaciones son muy importantes ya que al ser este tipo de gel un producto
natural, evita el uso de sustancias sintéticas en los alimentos, que pueden ser

perjudiciales para la salud.
= Biomedicina

Este tipo de geles se utilizan en oftalmologia para los trasplantes de coérnea, en
cirugia plastica y en cirugia dermatolégica. Se han realizado estudios en los que se ha
comprobado que si el plasma es rico en plaquetas, estimula la angiogénesis o la
proliferacién de fibroblastos (11), esta propiedad puede ayudar a la sintesis de piel.
Esto Ultimo se est& investigando en el Centro Comunitario de Sangre y Tejidos del
Principado de Asturias con el prototipo de una piel artificial basada en plasma y
fibroblastos, como base de la dermis artificial, minimizando el riesgo de enfermedades

transmisibles y mejorando la capacidad de integracion.
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1.4. REOLOGIA

La reologia (Eugene Bingham 1929) es la rama de la fisica de medios continuos que
se dedica al estudio de la deformacion y el fluir de la materia.

Una definicibn mas moderna expresa que la reologia es la parte de la fisica que
estudia la relacion entre el esfuerzo y la deformacion en los materiales que son

capaces de fluir.

Las propiedades mecanicas estudiadas por la reologia se pueden medir mediante
redbmetros, aparatos que permiten someter al material a diferentes tipos de

deformaciones controladas y medir los esfuerzos.

1.4.1. CLASIFICACION DE LOS FLUIDOS SEGUN SU COMPORTAMIENTO
REOLOGICO.(Figura3).

I Fluidos I

I Newtonianos I I No Newtonianos I

I Independientes del tiempo I I Dependientes del Tiempol I Viscoelasticos

—I Plasticos I —I Tixotrdpicos I
—I Pseudoplésticosl _I Reopecticos I
—I Dilatantes I

Fig. 3. Tipos de fluidos en funcion de su comportamiento reolégico (3).
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1.4.1.1. FLUIDOS NEWTONIANOS

Los fluidos newtonianos (N) son aquellos en los que, una vez fijada la temperatura y
la composicidn, su viscosidad dinamica no cambia aunque lo haga el gradiente de
velocidad (shear rate) aplicado, que provoca un esfuerzo cortante (shear stress) en los
mismos.

Estos fluidos cumplen la Ley de Newton de la viscosidad dindmica: El esfuerzo

cortante producido es proporcional al gradiente de velocidad aplicado y la constante de

proporcionalidad es la viscosidad dinamica ().

El aire y todos los gases hasta presiones del orden de 10 MPa, el agua, laleche y
todos los fluidos formados por moléculas sencillas son newtonianos. También lo son la
nata ligera (10 a 30 % MG), la miel (18.2 % de sélidos), el aceite de girasol y el aceite
de oliva (2).

1.4.1.2. FLUIDOS NO NEWTONIANOS

Los fluidos no newtonianos (NN) son aquellos en los cuales la viscosidad dinamica
varia al hacerlo el gradiente de velocidad aplicado o el esfuerzo cortante producido. No

cumplen la Ley de Newton de la viscosidad.

Las suspensiones densas, lodos, emulsiones, disoluciones de polimeros de cadena
larga, liquidos biolégicos, alimentos como yogur, mantequilla, zumo de naranja
concentrado, puré de melocotén con una concentracion de sélidos (Cs) > 10.9 % en
masa, puré de platano, de zanahorias, de pera y de tomate, zumo de tomate
concentrado, kétchup, pescado picado, chocolate fundido, mayonesa, mostaza,
compota de manzana con (Cs) > 11 %, pinturas, suspensiones de arcilla y de

hormigon, etc. son ejemplos de fluidos NN (2).

= Tipos de fluidos no newtonianos

¢ Fluidos no Newtonianos independientes del tiempo.
En ellos se cumple que el esfuerzo cortante producido solo es funcién del gradiente de

velocidad aplicado. Los hay de varios tipos, como se puede observar en la Fig. 4
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Fluidos NN pseudoplasticos.

Son aquellos en los cuales su viscosidad dinamica aparente disminuye al aumentar el
gradiente de velocidad aplicado o el esfuerzo cortante producido. Son ejemplos de
estos fluidos las disoluciones acuosas de polimeros de masa molar elevada —por
ejemplo la carboximetilcelulosa, CMC-, la pulpa de papel, suspensiones de cal, de
arcilla (23.3 %), de zumo de naranja concentrado, puré de melocotén (hasta 40.1 %),
de platano, de zanahoria, compota de manzana (11 %), puré de pera (hasta 51.3 %),
zumo de tomate (hasta 65.5 %), puré de tomate (hasta 25 %), la mayonesa, la

mostaza (2).

Fluidos NN dilatantes.

Son aquellos en los cuales la viscosidad aparente aumenta cuando aumenta el
gradiente de velocidad aplicado o el esfuerzo cortante producido.
Son ejemplos de este tipo de fluidos las suspensiones de almidoén, de silicatos de

potasio, de goma arabiga, las arenas movedizas o la arena de la playa mojada (2).

Fluidos NN pléasticos.

Son aquellos que necesitan un esfuerzo cortante umbral para empezar a fluir. Una vez
reciben ese esfuerzo constante se comportan, bien como fluidos newtonianos y
reciben el nombre de plasticos de Bingham, o bien como fluidos pseudoplasticos y
reciben el nombre de plasticos reales.

Son ejemplos de fluidos plasticos las suspensiones de arcilla o de rocas, la pasta de

dientes, el chocolate fundido, el pescado picado, el kétchup o la mantequilla (2).
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esfuerzo o corte

Plastico de
A Bingham
Fluido
dilatante
Fluidos que tienen
tensionde =
influencia.
Plastico
general Fluido
-— newtoniano
Fluidos sin _~1
tension de .
influencia. Fluido
pseudoplastico
>
velocidad de

cizalladura (dwdy)
Fig. 4. Esfuerzo cortante frente a gradiente de velocidad para fluidos NN
independientes del tiempo (2).

e Fluidos no Newtonianos dependientes del tiempo.
Son aquellos en los que la viscosidad aparente depende, ademas del esfuerzo
cortante, del tiempo de actuacién de dicho esfuerzo. Los fluidos no newtonianos con

propiedades dependientes del tiempo se subdividen en tixotropicos y reopécticos (1).

Fluidos NN tixotrépicos.

Su viscosidad aparente disminuye con el tiempo. Pueden ser fluidos NN
pseudoplasticos tixotropicos o dilatantes tixotropicos. Son ejemplos de fluidos con

tixotropia las gelatinas, la crema de afeitar, las pinturas, la mayonesa y el yogur (2).

Fluidos NN reopécticos.

Su viscosidad aparente aumenta con el tiempo. Pueden ser pseudoplasticos
reopécticos o dilatantes reopécticos. Son ejemplos de este tipo de fluidos las
suspensiones de yeso, de bentonita o de V,05 en agua. La reopéxia es poco frecuente

en la alimentacion (1,2).
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e Fluidos viscoelasticos

Algunos materiales Unicamente se deforman cuando se les aplica una fuerza sobre
ellos (comportamiento elastico), mientras otros fluyen (comportamiento viscoso). Sin
embargo, para otros materiales la respuesta es menos clara ya que se deforman y
también fluyen al aplicarles una fuerza, su respuesta es parcialmente elastica y
parcialmente viscosa. Este comportamiento se denomina viscoelastico (1).

Existen muchos alimentos que presentan propiedades viscoelasticas. Se trata de
productos con caracteristicas como los geles, helados, mantequilla o yogures. El
comportamiento viscoelastico se estudia mediante los ensayos dindmicos u
oscilatorios. En ellos la muestra es sometida a una deformacién (y) que se aplica de
modo sinusoidal con una determinada frecuencia () cumpliéndose la siguiente

ecuacion en funcion del tiempo (t):

Y() = v sin(wt) e

Donde y, es la amplitud de la deformacion. La deformacion aplicada genera 2

componentes del esfuerzo (t) en el material viscoelastico, un componente elastico o
médulo de almacenamiento (G") en fase con la deformacién y otro viscoso o médulo

de pérdida (G”) 90° en desfase con la deformacion. De la ecuacion (1) puede

obtenerse la (2) que muestra que la velocidad de deformacion () para evaluar el

componente viscoso debe estar /2 rad en desfase con la deformacion:

¥ (O=yosin(wt) 2)

De esta manera para la deformacién en el rango viscoelastico lineal, el esfuerzo
generado (to) puede expresarse en funcion de los médulos elastico y viscoso de la

siguiente manera:

10=G" Yesin(mt) + G”" yocos(mt) (3)
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Para un material viscoelastico el esfuerzo generado es también sinusoidal, pero
muestra un angulo de desfase de 6 rad cuando se compara con la deformacién. La

siguiente ecuacion expresa la variacion sinusoidal del esfuerzo resultante:

1(t)=1osin( wt + &) (4)

De las ecuaciones anteriores pueden obtenerse las siguientes expresiones que

explican el comportamiento viscoeléstico:

G’= (to/Yo)cOS & (5)
G”'= (to/Y0)sin & (6)
tand = G'/G” (7)

donde tand s la tangente de las pérdidas. El modulo G™ representa la cantidad de
energia que es almacenada en el material o recuperable por ciclo de deformacion,
mientras que el médulo G representa la cantidad de energia que se disipa por ciclo
de deformaciéon. Por tanto, para un sélido elastico perfecto toda la energia es
almacenada, G~ es cero y el esfuerzo y la deformacion estaran en fase (8=0°). Por el
contrario para un liquido sin propiedades elasticas toda la energia se disipa en forma

de calor, G” es cero y el esfuerzo y la deformacién estaran 90° en desfase (5=90°).

Para un determinado material las magnitudes de G"y G~ estan influenciadas por la
frecuencia, la temperatura y la deformacién. Para valores de deformacion en el rango
lineal G" y G son independientes de la deformacion. La relacion entre los modulos
G y G también puede ser expresada en funcién de un moédulo complejo (G*) de

acuerdo a la siguiente expresion:

G*=\/(6)? + (6)? (8)
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La reologia es un instrumento necesario para la caracterizacion de los geles
elaborados a partir de las proteinas sanguineas, ya que nos aporta informacion sobre
la estructura interna de los geles, el efecto de la temperatura sobre los mismos o0 como
se comportaran al aplicarles el esfuerzo cortante. Del mismo modo se ha comprobado
que la estabilidad reoldgica es considerada un importante parametro de calidad (4).
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. PROCESADO DE SUBPRODUCTOS DE ORIGEN
ANIMAL.

El subproducto utilizado es la sangre de los mataderos. De ella se extraen las

proteinas que contiene para poder ser utilizadas en la industria alimentaria.

2.1.1. PROCEDENCIA DE LA SANGRE

La sangre utilizada procede del sacrificio de ganado bovino del Matadero Central de
Asturias Junquera —Bobes (Norefia). Es muy importante la higiene en la recogida para
evitar contaminacién microbiana que biodegrada la sangre y sus fracciones
hidrolizando las proteinas que se pretenden obtener (1). Se recoge en garrafas de
plastico de 5L a las cuales se les afiade citrato de sodio saturado (Panreac) para evitar
su coagulacion. Se utiliza citrato sédico al 1%. Las garrafas se llevan al laboratorio y
se mantienen en camara refrigeradora el tiempo suficiente para alcanzar entre 8 °C y

10 °C. El pH va bajando hasta llegar a 6,8.
2.1.2. SEPARACION DE LA SANGRE
2.1.2.1. FRACCIONAMIENTO DE LA SANGRE

El fraccionamiento de la sangre, permite obtener las proteinas que contiene. Mediante
centrifugacion, se separan dos fases; la fraccion celular y el plasma (Figura 5). Las
condiciones idoneas para separar el plasma y las células son 10000 g durante 10 min.

a temperatura entre 4 y 10 °C, utilizdndose una centrifuga Kubota 6700 (14).

A continuacién el plasma se somete a otra centrifugacion a 10000 g en una centrifuga
Kubota 6700, durante 10 min. a 4°C, para retirar la fraccion de grasa que puede llegar
a suponer un 3% del total de los lipidos presentes en la sangre y que tiene efectos
negativos para el aprovechamiento de esas proteinas. Posteriormente el plasma y la

fraccion lipidica se separan por decantacion (8).
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SANGRE

PLASMA —L— FRACCION CELULAR

Fig. 5. Esquema de la obtencion de los componentes de la sangre.

2.1.2.2. FRACCIONAMIENTO DEL PLASMA

Las proteinas procedentes del plasma sanguineo se separan mediante una
modificacion de la técnica de Cohn (13), que consiste en la adiccion de etanol a
diferentes concentraciones. En la Figura 6 se muestra el esquema del flujo del
proceso. Se mantiene a una temperatura cercana a los 0°C mediante la colocacién de
la muestra en un bafio de hielo, afiadiendo etanol muy lentamente y en constante

agitacion para evitar la precipitacion de las proteinas de fracciones posteriores.
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Etanol \ Plasma y agua destilada (1:1)
AGITACION pH 7,2 y %etanol final: 8% v/v
Centrifugar 10 min. 10000g l

Fraccion 1

(resuspender en tampdn fosfato7,6)

Etanol Sobrenadante fase 1
\ , «—
AGITACION pH5,5 y % etanol final: 19% v/v
Centrifugar 10 min. 10000g l

Fraccion 2

(resuspender en tampon fosfato7,6)

Etano\ A}brenadante fase 2

AGITACION pH 5,5 y % etanol final: 40% v/v
Centrifugar 10 min. 10000g
Fraccién 3

(resuspender en tampodn fosfato7,6)

Etanol Sobrenadante fase 3
AGITACION pH 4,5 y % etanol final: 40% v/v
Centrifugar 10 min. 10000g
Fraccién 4
(resuspender en tampodn fosfato 7,6)

Fig. 6. Esquema del flujo de fraccionamiento de las proteinas plasmaticas.
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2.2. OBTENCION DE GELES A PARTIR DE PROTEINAS

SANGUINEAS
2.2.1. LA ESTUFA

Fig. 7. Estufa P. Selecta

La estufa utilizada es una P. Selecta (Figura7). Fue usada para la formacién de geles
con transglutaminasa. Las muestras se colocaron en placas de cristal de 40mm de
diametro (TSD Pierron) afiadiendo en cada una de ellas 3 g. de plasma con diferentes
cantidades de transglutaminasa segun su concentracion de la siguiente manera:
-0,125 g. de transglutaminasa en los ensayos de 2 U/g. de proteina plasmatica
-0,333 g. de transglutaminasa en los ensayos de 5 U/g. de proteina plasmatica.

-0,75 g. de transglutaminasa en los ensayos de 10 U/g. de proteina plasmatica.

En los ensayos con plasma liofilizado, el experimento se realiza con:

-0,5 g. de transglutaminasa en los ensayos de 7 U/g. de proteina plasmatica.

-0,75 g. de transglutaminasa en los ensayos de 10 U/g. de proteina plasmatica.

En los ensayos con albumina, el experimento se realiz6 con:

-0,5 g. de transglutaminasa en los ensayos de 5 U/g de proteina plasmatica.

-0,75 g. de transglutaminasa en los ensayos de 10 U/g de proteina plasmatica.
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-1 g. de transglutaminasa en los ensayos de 12,5 U/g de proteina plasmatica.

A continuacién se introdujeron en la estufa para calentarse a 50 + 1°C. En los ensayos
de plasma el tiempo de incubacién es de 4 horas en 2 U/g. de proteina plasmatica,
mientras que en 5 U/g. de proteina plasmética y en 10 U/g. de proteina plasmatica no
se necesita incubacion, ya que los geles se forman al colocarlos sobre la superficie de
la estufa. En los ensayos de albumina el tiempo de incubacién es de 90 minutos. En
los ensayos de plasma liofilizado el tiempo de incubacion es mayor.

Una vez producida la gelificacion, se sacan los geles y se dejan enfriar a temperatura
ambiente durante 15 min. Posteriormente se almacenan en el frigorifico hasta su

analisis.

2.2.2. EL REOMETRO

Fig. 8. Rebmetro rotacional HAAKE MARS Il
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El rebmetro es un aparato destinado a realizar medidas reproducibles a partir de

esfuerzos producidos por desplazamientos rotacionales muy limitados y precisos..

El sistema de medicion de los reémetros rotacionales es de tipo Searle. La placa
superior, también llamada rotor, gira un namero de revoluciones constante o variable
segln convenga, mientras que la placa de abajo, también llamada vaso de medicion,
permanece en reposo. La placa superior al girar hace que la sustancia que se
encuentra entre las dos placas empiece a fluir. La resistencia del liquido al ser
cizallado es proporcional al momento de giro dependiente de la viscosidad, es decir, la
resistencia de la muestra a ser cizallada permite al rotor solamente girar a una
velocidad (velocidad de cizalla) que es inversamente proporcional a la velocidad de la
muestra. Entre el motor y el eje de de la placa superior esta colocado un elemento de
medicidn que registra ese momento de giro (resorte de acero que se torsiona). La
torsiébn que sufre el resorte es una medida directa de la viscosidad del producto
sometido a cizalla (17, 18, 19, 20y 21).

Desde el punto de vista del sistema de trabajo los reémetros rotacionales pueden

hacerlo en:

-Modo CR, o modo de velocidad controlada, donde se asigna una velocidad de cizalla

y se mide el esfuerzo (par) originado.

-Modo CS, o modo de esfuerzo controlado, donde se mide la velocidad de cizalla a un

esfuerzo de cizalla (par deformador) dado.
-Modo CD, o modo de deformacién controlada.

El redmetro utilizado en este proyecto fue un reémetro rotacional (HAAKE MARS 1)
con un sistema para control de la temperatura (UNIVERSAL TEMPERATURE
CONTROLLER) perteneciente a La Unidad de Tecnologia Alimentaria de los Servicios
Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo (Figura 8). Se utilizé para sintetizar
los geles de plasma a pH 5 sin transglutaminasa. Las placas utilizadas para llevar a
cabo la sintesis de los geles fueron la placa “Measplate cover MP C35/S” como placa
inferior y “Rotor C35/S” Cone with d= 35mm angle 2 DEG” como placa superior. Antes
de introducir la muestra hay que ajustar la distancia entre los platos del sensor a 0. A
continuacién, se sitla la muestra en el plato inferior de forma que cubra toda la

superficie del sensor.
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Finalmente se emplean cubiertas de cristal y aceite de silicona para evitar la

desecacioén de las muestras.

Este redbmetro también se utilizé para las determinaciones reol6gicas que se indican a

continuacién, en el apartado 2.2.2.1.
2.2.2.1. DETERMINACIONES REOLOGICAS

Antes de comenzar cada medida, las muestras se han dejado estabilizar al menos 15
minutos, contrarrestando asi el estrés inducido durante la carga de las mismas (22), y
para evitar la desecacion durante los analisis se han empleado aceite de silicona y
cubiertas de cristal.

a) Barrido de temperatura.

Los barridos de temperatura indican a qué temperatura la sustancia a analizar
experimenta la transicion de liquido a gel. Este tipo de experimento se realizé en los
geles de plasma a pH 5. Al igual que en el caso de la sintesis de geles, antes de
comenzar estas medidas se debe ajustar la distancia de las placas a cero. Las placas
utilizadas en este caso fueron placas serradas (placa pequefia “Rotor PP35/S
D=35mm” y placa grande “Measplate cover MP35/S”). Las condiciones son las

siguientes:
1) CS 0.000 Pa  Temperatura= 20°C
Tiempo: 900s

2) CD-1 f=1.000Hz Rampa de temperatura: 20-90°C

Tiempo: 600s (aumento de temperatura de 7°C/min, 0.12°C/s)
3) CS 0.000Pa Rampa de temperatura: 90-20°C

Tiempo: 900s (disminucion de temperatura de 4.7°C/min, 0.08°C/s)

b) Barrido de Estrés.

Los Barridos de Estrés permiten conocer el rango viscoelastico en el que se mueven

las muestras. Este tipo de experimento se realiz6 para todos los geles obtenidos. En
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este caso, al contrario que en el caso anterior , que partiamos de plasma liquido para
proceder a su gelificacion, partimos de plasma ya gelificado. Las placas utilizadas
fueron las placas serradas indicadas anteriormente. Las condiciones son las
siguientes:

1) CS 0.000 Pa Temperatura= 20°C
Tiempo 600s
2) CS 0.0100Pa-500Pa Temperatura= 20°C f= 1.000Hz
40 pasos
c) Ensayos de fluenciay recuperacion.

Los ensayos de fluencia y recuperacion permiten conocer la estructura interna de los
geles asi como comprobar posibles cambios estructurales al variar su composicion.
Para este tipo de ensayos, se parte como en el caso anterior de muestras gelificadas y
también se realiza para todos los geles obtenidos. Las placas utilizadas fueron

también las mismas. Las condiciones son las siguientes:

1) CS 0.000Pa Temperatura=20°C
Tiempo= 300s

2) CS 10.00Pa Temperatura=20°C
Tiempo= 180s

3) CS 0.000Pa Temperatura=20°C
Tiempo= 300s
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2.2.3. LA TRANSGLUTAMINASA

La transglutaminasa es una transferasa que tiene el nombre sistematico de proteina-
glutamina yglutamiltransferasa. Esta enzima puede actuar sobre las proteinas de los
alimentos catalizando la union entre ellas para formar una estructura de gel mucho
mas resistente. Es capaz de unir proteinas estableciendo uniones entre un grupo
amino de un residuo de lisina y un grupo carboxiamida de un residuo de glutamina, de
este modo se crean enlaces inter o intramoleculares altamente resistentes a la
protedlisis. El efecto de la transglutaminasa es muy similar al del calentamiento de una
proteina. Con el aumento de la temperatura, las proteinas pierden la estructura
tridimensional y forman nuevos enlaces que unen las proteinas entre si dando lugar a
la estructura de un gel. Con la transglutaminasa, el efecto que se consigue es muy
similar. El gel que se obtiene es muy resistente a las altas temperaturas.

Hay ensayos hechos con transglutaminasa en geles (15). Se observa que la firmeza
de éstos, aumenta progresivamente al aumentar la concentracion de la
transglutaminasa. Esto se debe a que se produce un reforzamiento de la red del gel,
como resultado del aumento de enlaces covalentes intermoleculares entre las
proteinas del mismo.

La transglutaminasa es una enzima extensamente presente en la naturaleza (higado y
musculos de mamiferos y ciertos tejidos vegetales). La fermentacion microbiana en la
década de 1980, permitié lograr una produccién masiva de transglutaminasa a partir
de sustratos de bajo costo (16). La primera caracterizacion de la transglutaminasa
microbiana fue la de la bacteria Streptomyces mobaraensis, actualmente la enzima es
producida por fermentacién con una cepa de Streptomyces. La enzima se aplica
directamente espolvoreandola o mezclandose con agua. En nuestro caso la aplicamos

directamente. Figura 9.

Fig. 9. Transglutaminasa
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2.2.4. RETENCION DE AGUA

La capacidad de retencion de agua (CRA) se expresa de acuerdo al porcentaje de la

pérdida de agua, segun la ecuacién descrita por Chantrapornchai y McClements (23):

% de pérdida=[(m; — m;)/m;]x100 (9)
Dénde m; es la masa inicial y m;es la masa final.

Para medir la retencién de agua, pesamos la muestra antes de secarla en la estufa y
después de secarla, guardamos la muestra en el frigorifico y hacemos un seguimiento
cada 15 dias hasta que el peso ya no varie.

Este seguimiento fue hecho en los geles de plasma con transglutaminasa y en los
geles de plasma liofilizado con transglutaminasa, y los resultados obtenidos se
especifican en el capitulo 3.

2.2.5. LIOFILIZACION

Se liofiliz6 plasma para ensayar geles con plasma liofilizado. La liofilizacién se realiza
a -70°C Y 0.1 mb (Liofilizador Telstar modelo Cryodos) durante 24 horas,para lo que
es necesario que se congelen previamente a -80°C. Una vez liofilizadas las muestra se
realizan dos ensayos; uno con plasma diluido 1:10 y otro con plasma reconstituido sin
diluir 1:1 y una vez obtenidos los geles, realizamos las pruebas reoldgicas cuyos

resultados se especifican en el capitulo 3.
2.2.6. ANALISIS DE LA MICROESTRUCTURA (SEM)

Analizamos microscopicamente tres tipos de geles; geles de plasma, geles de plasma
liofilizado y geles de albimina en secciones trasversales. Las muestras se someten a
fijacibn quimica en tampon fosfato 0,025 M (pH 6,8 Panreac) con el 3% de
glutaraldehido (v/v, Panreac). Después de una hora, las muestras se lavan
nuevamente dos veces en el mismo tampon fosfato durante 15 min. A continuacion se
deshidratan sumergiéndolas durante 15 min. en disoluciones acuosas con una
concentracion creciente de etanol al 96% (Panreac) (20, 40, 60, 80 y 100 (dos veces)

% v/v etanol en agua). Cuando estan en etanol absoluto, se transfieren al 100% de
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acetona (Panreac) de modo similar, sumergiéndolas durante 10 min. en disoluciones
de etanol con una concentracion creciente de acetona (30, 50, 70, 90 y 100 (dos
veces) % v/v acetona en etanol). Posteriormente las muestras se desecan por punto
critico con CO, (Critical Point Dryer Balzers CPD 030, Polaron). Una vez secas, las
muestras se montan sobre soportes de aluminio con cinta de carbdon adhesiva de
doble cara y se bombardean con oro en un evaporador al vacio (Balzers SCD004,
BAL-TEC AG). Se usa un microscopio electronico de barrido JEOL Deba -6100 (JEOL
Ltd.,Tokyo Japon).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. OBTENCION DE GELES A PARTIR DE PROTEINAS
PLASMATICAS

3.1.1. OBTENCION DE GELES A PARTIR DE PLASMA, SIN TRANSGLUTAMINASA
3.1.1.2. GELES DE PLASMA ApH 5

El primer ensayo se realiz6 con plasma sin transglutaminasa a pH5.Esta prueba se
realizé porque en anteriores trabajos (1) no se habia probado a hacer geles a pH5, y
se queria comprobar si los resultados eran mejores que los realizados a pH 7, el cual
normalmente ofrecia los mejores resultados. Se utilizé el reémetro para la gelificacion,
y para ver en qué momento se producia esta se le aplicé al plasma liquido una Rampa

de Temperatura de 20° a 90°C, obteniéndose el resultado de la Figura 10.

RAMPA DE TEMPERATURA PARA COAGULAR GEL DE PLASMA A pH 5

TEMPERATURA BARR 1
~G =f(T)
— G =f(T)
10,00
©
o
c 1,00+
® bl
o 1
©
o
c 0,10+
©] ]
(O]
0,01 w \ w \ ‘ \ ‘ \ ‘ \ ‘ T ‘ I
20 30 40 50 60 70 80 90
Ten°C

Fig. 10. Rampa de temperatura para la coagulacién del plasma a pH 5.

Como puede observarse, en abscisas se representa la temperatura de coagulacion en
grados centigrados (°C), en ordenadas se representa la evolucion del médulo elastico

(G") y viscoso (G") con la temperatura, en pascales (Pa). El punto en que los dos
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maodulos se cruzan o aumentan considerablemente se denomina punto de gelificacién,
debido a que en este punto se alcanza la temperatura necesaria para que tenga lugar
la coagulacién de las proteinas plasmaticas y la formacion del gel de plasma. Figura
37.

Resultados de la rampa de temperatura:

G'=G"=0,9739 Pa en w=6,283rad/s f=1,000 Hz

T=1,529 Pa A=1,067 - T =76,65 °C —punto de gelificacién t=1393, s
t seg =490,6 s Pl =1,027E+05

Ademas se realizoun Barrido de Estrés para determinar la resistencia, Figura 11y
Figural2.

BARRIDO DE ESTRES EN GEL DE PLASMA A pH 5

BARRIDO ESFUERZO 2
~G'=f(q)
—G"=f(1)
‘IOOO,OE
©
o 100,0-
N
c ]
()
© 10,0+
© i
N ]
C
()
- 1,0§
O ]
0,1 . E——————————————————
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00 1000,00
ten Pa

Fig.11. Barrido de esfuerzo sobre gel de plasma a pH 5.

Como puede verse, en abscisas se representa el esfuerzo aplicado en pascales (Pa),
en ordenadas el comportamiento de los dos modulos del gel, elastico (G) y viscoso

(G™), durante la deformacion, expresado también en pascales (Pa).
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Se puede observar que, al aplicar un esfuerzo creciente de 0 a 500 Pa, se produjo la
decaida de los dos médulos del gel cuando se superaron los 10 Pa; esto supuso una
mas bien baja resistencia de los mismos a pH 5 cuando fueron sometidos a una

deformacion.

BARRIDO DE ESTRES EN GEL DE PLASMA A pH 5. DUPLICADO

I ESFUERZO DUPLICADO
—G'=f(1)
~G"=f(1)
1000,0
©
o 100,04
c
(0]
© 1004
©
ol
c
o
- 1!0,
(O]
0,1 — T — T — i —
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00 1000,00
ten Pa

Fig.12.Barrido de esfuerzo sobre gel de plasma a pH5, duplicado.

Al realizar el ensayo por duplicado, el resultado obtenido fue similar, y revel6 la baja

firmeza de estos geles.

Y por ultimo un Ensayo de Fluencia y Recuperacion, Figura 13
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ENSAYO DE FLUENCIA Y RECUPERACION EN GEL DE PLASMA A pH 5

CREEP 1
—r=fQ

0,24
0,22;
0,20;
0,18;

0,16

Yy en -

0,14+
0,12+

0,10+

0,08 T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
tens

Fig.13.Ensayo de fluenciay recuperacion sobre gel de plasmaapH5

Como se puede observar en la grafica se representa la deformacion alcanzada (y) en

% frente al tiempo (t) en segundos.

Resultados del duplicado del ensayo Creep and Recovery
T= 10,00 [Pal]

n = 3,070e+04 [Pas] = 0,0003257 [1/s]

e=01363[-]  /=0,01363[L/Pa]

y-r =0,1056 [-] y-r/ly-max = % recuperacion médulo elastico= 58,85%
J-r =0,01056 [] J-r/J-max = 58,85%

w1-10 = 2,570e+07 [Pas"2]

A=418,5[s]

G = 73,36 [Pa]

d(Ig(":(' ))/d(lg(t)) = 0,2917 [1/s]

De los resultados se deduce que la recuperacion elastica del gel fue del 58,8%, esto

quiere decir que tras haberlo sometido a un esfuerzo continuado durante 180 sy
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dejarlo recuperar 300 s, su moédulo elastico solamente recuper6é aproximadamente la

mitad. Esto corroboré la baja resistencia antes mencionada.

ENSAYO DE FLUENCIA Y RECUPERACION EN GEL DE PLASMA A pH 5.
DUPLICADO

FLUENCIA DUPLICADO 1.0
—y=fQ

0,20
0,18+

0,16

0,14+

Yy en -

0,12+
0,10

0,08

0,06 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
tens

Fig.14. Duplicado de ensayo de fluencia y recuperacion sobre gel de plasma a
pH 5.
La realizacion de un duplicado del ensayo confirma los resultados obtenidos; los geles

presentan un comportamiento elastico medio. Figural4.

Después de estos resultados, se concluy6 que es mejor seguir trabajando a pH 7 para
obtener geles mas estables, estos ensayos a pH7 los realiz6 de Pilar del Hoyo (1).

Ademas, es en esta franja donde la transglutaminasa actia mas optimamente (15).

3.1.2. OBTENCION DE GELES CON TRANSGLUTAMINASA

La transglutaminasa actla sobre las proteinas catalizando la unién entre ellas para
formar una estructura de gel mucho mas resistente. Se han hecho ensayos con
plasma, plasma liofilizado y albdmina afiadiendo transglutaminasa y los resultados se

detallan en los siguientes apartados.

37



CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.2.1. PLASMA

Primeramente se ensayaron geles con plasma a los que se afiadieron concentraciones
crecientes del enzima transglutaminasa: 2U/g, 5U/g y 10U/g. Asi a los 3 g de plasma a
pH 7 se espolvored la transglutaminasa y posteriormente los geles se incubaron en la
estufa a 50°C durante 4 horas en el caso de los que llevaban 2U/g; los otros dos tipos
de gel se sintetizaron solamente colocando la placa sobre la superficie de la estufa.
Una vez sintetizados, los geles fueron sometidos a dos tipos de ensayo: Barrido de
Esfuerzo y Fluencia y Recuperacion (Creep and Recovery). Los resultados obtenidos

fueron los que se muestran a continuacion:

a) Plasma + 2 U/g transglutaminasa

BARRIDO DE ESFUERZO EN GEL DE PLASMA+2U/g TRANSGLUTAMINASA

T ESFUERZO TRANSGLU2-4
- G'=1f(1)
— G'=1(1)

100000
©
o
<
o

O 10000~

© ]
o
<
(O]
O

1000 T T TTTTTT T T TTTTT] T T TTTTI T T T TTTTTT T T T TTTTT]
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00 1000,00
TenPa

Fig.15. Ensayo de barrido de esfuerzo sobre gel de plasma pH 7 + 2U/g de
transglutaminasa

Como se puede observar en esta gréfica se representa la respuesta de los médulos
elastico (G") y viscoso (G™") del gel ensayado, expresada en pascales (Pa), frente a

una deformacion creciente, expresada también en pascales (Pa).

Los resultados obtenidos denotaron una gran resistencia de estos geles, ya que al
aplicar una deformacion en aumento de 0 a 500 Pa, ninguno de los dos médulos del

gel decayd, al contrario de lo que ocurria con los geles ensayados sin la adicion de
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transglutaminasa. Esto demuestra la actividad catalizadora del enzima sobre las

proteinas, habiéndose conseguido un gel proteico mucho mas firme. Figura 15
En la Figura 16 se representa el resultado del ensayo de Fluencia y Recuperacion.

ENSAYO CREEP AND RECOVERY CON PLASMA+2U/g TRANSGLUTAMINASA

CREEP TRANSGLU 2-
—r=f@®

0,0030

0,0025+

0,0020

Yy en -

0,0015+

0,0010+ -

0,0005 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
tens

\
800

Fig.16. Ensayo de Creep and Recovery sobre plasma a pH 7 + 2U/g de
transglutaminasa.

Como se puede ver, la grafica representa la deformacion alcanzada (y) en % frente al
tiempo (t) en segundos.

Resultados del ensayo

T = 10,00 [Pa]

n = 2,408e+06 [Pas] Y= 4,153e-06 [1/s]

ye = 0,002106 [-] Je=0,0002106 [1/Pa]
y-r =0,001879 [-] y-r/ly-max=65,80 %= % recuperacion elastica
J-r =0,0001879 [-] J-r/J-max= 65,80 %=% recuperacion elastica

w1-10 = 2,443e+09 [Pas"2]
A=507,2 [s]

G =4748, [Pa]
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d(lg(Y))/d(Ig(t)) = 0,2317 [1/s]

Los resultados del ensayo reflejaron un comportamiento eldstico aceptable para este
tipo de geles, superior al que presentaban los geles de plasma sin
transglutaminasa,puesto que la recuperacion de su médulo eléstico represent6 el
65,80%;se dedujo que el enzima también fue responsable de la mejora de las

propiedades estructurales del gel proteico.

b) Plasma + 5 U/g transglutaminasa

BARRIDO DE ESFUERZO CON PLASMA+5U/g TRANSGLUTAMINASA

ESF TRANS5
- G'=1f(1)
— G'=1(x)

100000
(]
o
c
(0]

o 10000

. 1
o
c
(0]
o

1000 \\\\\\\‘ T \\\\\\‘ T \\\\\\‘ T \\\\\\\‘ T \\\\\\\‘
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00 1000,00
tenPa

Fig.17. Ensayo de barrido de esfuerzo sobre plasmaapH 7 + 5 U/g de
transglutaminasa.

Como puede observarse, la grafica representa la evolucién de los dos médulos del gel
ensayado, elastico (G") y viscoso (G™"), expresado en pascales (Pa) frente a una

deformacion creciente, expresado también en pascales (Pa).

Como muestra la Figura 17, el resultado de este ensayo reveld que la resistencia de

los geles fue muy buena debido, de nuevo, a la actividad de la transglutaminasa.
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ENSAYO CREEP AND RECOVERY CON PLASMA+5U/g TRANSGLUTAMINASA
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Fig.18. Ensayo de fluencia y recuperacion o Creep and Recovery, sobre gel de
plasma a pH 7+ 5 U/g de transglutaminasa

Como se puede ver, la grafica (Figura 18), representa el grado de deformacion

alcanzada por el gel (y), expresada en %, frente al tiempo, expresado en segundos (s).

Resultados del ensayo

T= 10,00 [Pa]

n = 2,545e+07 [Pas] Y = 3,930e-07 [1/s]

ye = 0,0008332 [-] Je= 8,332e-05 [1/Pa]

y-r =0,0009528 [-] y-rly-max= 105,4 %=%recuperacion elastica
J-r =9,528e-05 [] J-r/J-max= 105,4%=%recuperacién elastica

w1-10 = 1,079e+11 [Pas’2]

A = 2120, [s]

G =1,200e+04 [Pa]
d(Ig(Y))yd(lg(t)) = 0,07464 [1/s]

Los resultados revelaron un comportamiento elastico completo de estos geles, pues
presentaron un componente elastico que se recuperd al 105,4%; asi, se dedujo el

papel fundamental de la transglutaminasa, que al afiadirse en mayor concentracién
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fortalecid la red proteica que conforma la estructura de los geles plasmaticos. Figura
38.

¢) Plasma + 10U/g transglutaminasa

BARRIDO DE ESFUERZO CON PLASMA+10U/g TRANSGLUTAMINASA

ESF TRANS10]
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Fig.19. Ensayo de barrido de esfuerzo sobre plasmaa pH 7 + 10U/g de
transglutaminasa
Como se puede ver, en la grafica (Figura 19) se representa el comportamiento de los
médulos elastico (G”) y viscoso (G™), del gel,expresado en pascales (Pa), cuando son

sometidos a una deformacion creciente de 0 a 500 Pa.

El resultado fue similar al obtenido en anteriores ensayos de barrido; se observo
claramente la firmeza de estos geles con una mayor concentracion de
transglutaminasa frente al esfuerzo aplicado, puesto que ninguno de sus dos modulos

sufrié decaida ante la deformacion.
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ENSAYO CREEP AND RECOVERY CON PLASMA+10U/g TRANSGLUTAMINASA
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Fig.20. Ensayo de Creep and Recovery sobre plasma a pH 7 + 10U/g de
transglutaminasa

Como se observa, la grafica (Figura 20) representa la deformacion alcanzada (y) en %,

frente al tiempo (t) en segundos.

Resultados del ensayo

T= 10,00 [Pa]

n = 6,815e+07 [Pas] Y= 1,467e-07 [1/3]

ye = 0,0002158 [-] Je= 2,158e-05 [1/Pa]

y-r =0,0002320 [-] y-r/ly-max= 95,63 %=%recuperacion elastica
J-r =2,320e-05 [] J-r/J-max= 95,63 %=%recuperacion elastica

w1-10 = 2,005e+11 [Pas"2]
A=1471, [s]

G =4,635e+04 [Pa]
d(lg(Y))/d(lg(t)) = 0,07545 [1/s]

Los geles de plasma sintetizados con 10U/g de transglutaminasa mostraron un
excelente comportamiento elastico, puesto que presentaron un 95,63% de
recuperacion eléstica. Esto denot6 la capacidad del enzima para mejorar
considerablemente la estructura interna de los geles, sin embargo la irregularidad en el

comportamiento de los geles a lo largo del ensayo, visible en la grafica, podria deberse
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a una heterogeneidad estructural causada por las interacciones entre la
transglutaminasa, en este ensayo presente en mayor concentracion, y las proteinas

del propio gel.

3.1.2.2. PLASMA LIOFILIZADO

Se ensayaron geles a partir de muestras que fueron liofilizadas a -70°C y 0,1mb
durante 24 horas, en un LiofilizadorTelstar, modelo Cryodos. Se hicieron dos tipos de
ensayos:

a) Plasma liofilizado reconstituido y diluido 1:10

Este tipo de plasma se liofilizé y posteriormente se reconstituyé con agua, pero no en
la misma proporcién en que se encuentran las proteinas en el plasma, sino que se
afadio 10 partes de agua destilada por cada parte de proteina, asi, se consiguié un
producto diluido; de este producto, para elaborar cada gel, se tomaron 3g, y después
se espolvored la transglutaminasa en 3 concentraciones diferentes y a continuacion se
incubaron en estufa a 50°C durante 120 min, de este modo se han obtenidos diversos

geles, que se detallan a continuacion:

1) Plasma liofilizado reconstituido y diluido 1:10 + 5U/g de transglutaminasa

Cuando se incubaron en la estufa en las mismas condiciones que las mencionadas
anteriormente para los geles sintetizados con la transglutaminasa, no se pudo
conseguir la coagulacion de las proteinas del plasma de una forma apta para obtener
un gel que pudiese ser caracterizado después; esto pudo deberse a la dilucién de las
proteinas, que, tras haber sido sometidas a un proceso de liofilizacién, ya no se
encontraban en las condiciones 6ptimas para conseguir una gelificacion correcta y

homogénea.

2) Plasma liofilizado reconstituido y diluido 1:10 + 7 U/g de transglutaminasa

Como no se pudieron sintetizar geles con una concentracion de 5U/g del enzima, se
intentd hacer lo mismo con una concentracion de 7U/g; en estas condiciones, si se
consiguid la coagulacion correcta de las proteinas plasmaticas y una gelificacién apta

para ser caracterizada reolégicamente. De esta manera, se someti6 a los geles
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obtenidos a dos tipos de ensayos: Barrido de esfuerzo y Creep and Recovery

(Fluencia y Recuperacion), cuyos resultados fueron los que aqui se muestran:

BARRIDO DE ESFUERZO EN GEL DE PLASMA LIOFILIZADO RECONSTITUIDO Y
DILUIDO 1:10 + 7U/g DE TRANSGLUTAMINASA

ESFUERZO LIOFI7
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©
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Fig.21. Barrido de esfuerzo sobre gel de plasma liofilizado reconstituido y diluido
1:10 + 7 U/g de transglutaminasa

Como se puede ver, la grafica (Figura 21), representa la evoluciéon de los dos médulos
del gel, elastico (G) y viscoso (G™") expresada en pascales (Pa), frente a una

deformacién creciente aplicada y expresada también en pascales (Pa).

A la vista de los resultados obtenidos, se observé una buena resistencia de estos
geles frente a la deformacion aplicada, puesto que ninguno de los modulos del gel

decay6 durante el ensayo.
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CREEP AND RECOVERY EN GEL DE PLASMA LIOFILIZADO RECONSTITUIDO Y
DILUIDO 1:10 + 7U/g DE TRANSGLUTAMINASA
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Fig.22. Ensayo de Creep and Recovery sobre gel de plasma liofilizado
reconstituido y diluido 1:10 + 7U/g de transglutaminasa

En la grafica de la Figura 22 se representa la deformacién alcanzada por el gel (y) en

%, frente al tiempo (t), expresado en segundos.

Resultados del ensayo

T = 10,00 [Pa]

n = 9,820e+05 [Pas] Y= 1,018e-05 [1/s]

Y =0,01380 [] Je=0,001380 [1/Pa]

Y =0,01549 [-] Y-rlY-max= 99,06 % —% recuperacion
J-r =0,001549 [-] J-r/J-max= 99,06 % —% recuperacion

W 1-10 = 2,662e+09 [Pas”2]
N\ =1355, [s]
G =724,7 [Pa]

d(lg(¥))/d(ig(t)) = 0,1128 [1/s]

46



CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

Se observé un excelente comportamiento elastico de los geles liofilizados con esta
concentracion de transglutaminasa, puesto que la recuperacion de su modulo elastico

fue practicamente completa.

3) Plasma liofilizado reconstituido y diluido 1:10 + 10U/g de transglutaminasa

Para concluir los ensayos con plasma liofilizado, reconstituido y diluido 1:10, se
incubaron geles afadiendo al plasma liofilizado 10U/g de transglutaminasa y se les
aplicé un Barrido de Esfuerzo y un ensayo de Creep and Recovery; los resultados

obtenidos fueron claramente diferentes a los anteriores, se presentan a continuacion:

BARRIDO DE ESFUERZO EN GELES DE PLASMA LIOFILIZADO RECONSTITUIDO Y
DILUIDO 1:10 + 10U/g TRANSGLUTAMINASA
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Fig. 23. Ensayo de barrido de esfuerzo sobre gel de plasma liofilizado
reconstituido y diluido 1:10 + 10U/g de transglutaminasa

En la grafica (Figura 23) se representa la evolucion de los mddulos eléstico (G") y
viscoso (G”') del gel, en pascales (Pa), frente a un esfuerzo creciente aplicado, de 0 a
500 Pa.

Los resultados demostraron una buena firmeza en los geles ensayados, ante una

deformacion creciente.

47



CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

CREEP AND RECOVERY EN GELES DE PLASMA LIOFILIZADO RECONSTITUIDO Y
DILUIDO 1:10+ 10U/g DE TRANSGLUTAMINASA
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Fig.24. Ensayo de Creep and Recovery sobre gel de plasma liofilizado
reconstituido y diluido 1:10 + 10U/g de transglutaminasa

En la grafica de la Figura 24 se muestra la deformacion alcanzada (y) en % frente el
tiempo (t) en segundos.

Resultados del ensayo

T = 10,00 [Pa]

n = 2,035e+06 [Pas] Y= 4,915e-06 [1/s]

Ye =0,002912[-] Je=0,0002912 [1/Pa]

Y-r =0,002730 [-] Y-r/Y-max= 71,93 % —% recuperacion elastica
J-r =0,0002730 [-] J-r/lJ-max= 71,93 % —% recuperacion elastica
w1-10 = 2,411e+09 [Pas"2]

A =5924 [s]

G =3434, [Pa]

d(Ig(Y))/d(lg(t)) = 0,2237 [1/s]

Los resultados obtenidos denotaron que, en el caso de geles provenientes de plasma

liofilizado y posteriormente reconstituido y diluido 1:10, también se consigui6 un alto
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porcentaje de recuperacion elastica tras haber sometido al gel a un esfuerzo
continuado durante 3 minutos; sin embargo, se puede observar que fue algo inferior al
obtenido en los ensayos realizados con 7u/g de transglutaminasa; una explicacion de
estos resultados podria ser posibles cambios en la estructura interna de los geles de
plasma como consecuencia de cambios estructurales producidos en las proteinas
plasmaticas y también en los enlaces peptidicos entre ellas durante la liofilizacién que
podrian conducir a cambios en la interaccion entre estas y la transglutaminasa,
traduciéndose en una ligera disminucion en la actividad de esta, que se veria sobre

todo reflejado en casos en que esta se afadiera en concentraciones elevadas.

b) Plasma liofilizado reconstituido 1:1

Esta vez, el plasma que se liofiliz6 también se reconstituyé con agua, pero esta fue
afadida en la misma proporcién en que se encuentran las proteinas en el plasma, es
decir, 1 parte de agua por cada parte de proteina (1:1); de este modo se consiguio
hidratar el plasma sin diluirlo, con el fin de recuperar el producto original. Para elaborar
los geles se siguié el mismo procedimiento que para los de plasma liofilizado diluido.
Al plasma se espolvored transglutaminasa en diferentes concentraciones y se incubé

en estufa a 50°C durante 120 min, los resultados se explican a continuacion:

1) Plasma liofilizado y reconstituido 1:1 + 5U/g de transglutaminasa

Al contrario de lo que sucedié con el plasma liofilizado diluido 1:10 tratado con 5 U/g
de transglutaminasa, en el cual no se consiguié coagulacién de las proteinas, en este
caso en el que no hay dilucién ,si se consiguieron geles proteicos; se les someti6 a 2
tipos de ensayo, Barrido de Esfuerzo y Creep and Recovery, cuyos resultados se

reflejan aqui:
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BARRIDO DE ESFUERZO EN GELES DE PLASMA LIOFILIZADO Y RECONSTITUIDO 1:1 +
5U/g DE TRANSGLUTAMINASA

ESF LIO5 CONCENTRAD
- G'=f(1)
- G"=f(7)
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Fig.25. Ensayo de barrido de esfuerzo sobre gel de plasma liofilizado y
reconstituido 1:1 + 5U/g de transglutaminasa

Como puede verse, la grafica de la Figura 25 representa la evolucion de los dos
médulos, elastico (G”) y viscoso (G"), expresada en pascales (Pa), frente a la

deformacion aplicada, expresada también en pascales (Pa).

Los resultados revelaron una buena resistencia de los geles ensayados ante el
esfuerzo creciente (de 0 a 500 Pa), la prueba la tenemos en que ninguno de sus dos

maodulos decayd durante el ensayo.
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CREEP AND RECOVERY EN GELES DE PLASMA LIOFILIZADO Y RECONSTITUIDO 1:1 +
5U/g DE TRANSGLUTAMINASA
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Fig.26. Ensayo de Creep and Recovery sobre gel de plasma liofilizado y
reconstituido 1:1 + 5U/g de transglutaminasa

Como se puede observar en la Figura 26, la gréfica representa la deformacion

alcanzada por el gel (y) expresada en %, frente al tiempo (t) en segundos.
Resultados del ensayo

T = 10,00 [Pa]

n = 3,973e+05 [Pas] Y= 2,517e-05 [1/s]

Ye =0,009768 [-] Je=0,0009768 [1/Pa]
Y-r =0,01217 [-] Y-r/Y-max= 85,18 % — % recuperacion elastica
J-r =0,001217 [-] J-r/J-max= 85,18 % — % recuperacion elastica

W 1-10 = 3,083e+08 [Pas2]
A= 388,1 [s]

G =1024, [Pa]

d(Ig(Y))/d(lg(t)) = 0,3038 [1/s]

Los resultados del ensayo mostraron un importante comportamiento elastico de estos

geles frente al Creep aplicado durante 3 minutos, ya que en los 6 minutos siguientes,

51



CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

fueron capaces de recuperar el 85% de su estructura; en este caso la respuesta fue
similar a la de un gel con las mismas caracteristicas, procedente de plasma sin

liofilizar.

2) Plasma liofilizado y reconstituido 1:1 + 10U/g de transglutaminasa

Se pudieron realizar también geles afiadiendo al plasma liofilizado y reconstituido
10U/g de transglutaminasa. A estos geles se les aplicaron Barrido de Esfuerzo y Creep

and Recovery, cuyos resultados se detallan aqui.

BARRIDO DE ESFUERZO EN GELES DE PLASMA LIOFILIZADO Y RECONSTITUIDO 1:1 +
10U/g DE TRANSGLUTAMINASA
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Fig.27.Ensayo de barrido de esfuerzo sobre gel de plasma liofilizado y
reconstituido 1:1 + 10U/g de transglutaminasa

En la gréfica (Figura 27) se puede observar el comportamiento de los modulos elastico
(G") vy viscoso (G”') del gel, expresado en Pa, cuando se les aplica una deformacién
de 0 a 500 Pa.

Los resultados mostraron una buena resistencia de los geles frente a la deformacién
creciente que sufrieron en el ensayo, ya que los dos mdédulos soportaron hasta 500 Pa

sin decaer.
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CREEP AND RECOVERY EN GELES DE PLASMA LIOFILIZADO Y RECONSTITUIDO 1:1 +
10U/g DE TRANSGLUTAMINASA
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Fig.28. Ensayo de Creep and Recovery sobre gel de plasma liofilizado y
reconstituido 1:1 + 10U/g de transglutaminasa

Se observa en la gréfica de la Figura 28 la deformacion alcanzada (y) expresada en %,

frente al tiempo (t), expresado en segundos.

Resultados del ensayo

T = 10,00 [Pa]

n=-1,034e+07 [Pas] Y=-9,670e-07 [1/s]

Ye =0,001805 [-] Je= 0,0001805 [1/Pa]

Y-r =0,001769 [-] Y-r/Y-max= 103,7 % —% recuperacioén elastica
J-r =0,0001769 [-] J-r/J-max=103,7 % —% recuperacion elastica

W 1-10 = 3,860e+10 [Pas"2]
A =-1866, [s]

G =5542, [Pa]
d(lg(Y))/d(lg(t)) = -0,1063 [1/s]

Como podemos observar en el andlisis, el gel fue capaz de recuperar totalmente su

madulo eléstico tras haber sido sometido a un esfuerzo constante; sin embargo el
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ensayo siguidé un curso muy irregular, como si el rebmetro hubiese encontrado
imperfecciones en la muestra estudiada que se tradujeron en los altibajos mostrados
en la representacion grafica. Como en los anteriores ensayos, es probable que el
origen de las irregularidades en el ensayo sea la heterogeneidad estructural de los
geles sometidos a ensayo, debida sobre todo a cambios en las proteinas del plasma
liofilizado que podrian dificultar las interacciones entre estas y la transglutaminasa,
estos problemas se acrecentarian por tratarse de muestras méas concentradas, y, por

tanto, con un mayor porcentaje proteico en su estructura.
3.1.2.3. ALBUMINA

El plasma se fraccion6 y se obtuvieron cuatro fracciones: de la primera se obtuvo
fibrindbgeno, de la segunda gamma-globulina, de la tercera alfa y beta-globulina y de la
cuarta albumina, con esta ultima fraccion, resuspendida en tampoén fosfato a pH 7.6,
fue con la que se ensayaron geles afiadiendo a 3g de la albumina resuspendida
concentraciones crecientes de transglutaminasa: 5U/g, 7U/g, 10U/g y 12.5U/g y a
continuacion fueron incubados en estufa a 50°C durante 90 min. De este modo se

obtuvieron los resultados que se muestran a continuacion.

a) Geles de albumina + 5U/g de transglutaminasa.

Este tipo de geles se sometieron a dos tipos de ensayo; Barrido de esfuerzo y Creep

and Recovery. Los resultados se detallan a continuacion:
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BARRIDO DE ESFUERZO EN GELES DE SEROALBUMINA BOVINA (BSA) + 5U/G
TRANSGLUTAMINASA
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Fig.29. Ensayo de barrido de esfuerzo sobre gel de albumina + 5U/g de
transglutaminasa
En la grafica (Figura 29) se muestra el comportamiento de los dos modulos del gel.
Elastico (G") y viscoso (G™"), expresado en pascales (Pa), frente al esfuerzo aplicado,

también en pascales (Pa).

En este barrido, el gel de albimina ensayado con 5U/g de transglutaminasa fue capaz
de resistir esfuerzos crecientes de 0 hasta 500 Pa, sin que ninguno de sus dos
modulos, ni elastico (G”) ni viscoso (G™") decayera en el transcurso de la prueba, lo

gue demostrd una gran firmeza de los mismos.
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CREEP AND RECOVERY EN GELES DE SEROALBUMINA BOVINA (BSA) + 5U/G
TRANSGLUTAMINASA
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Fig.30. Ensayo de Creep and Recovery sobre gel de albumina + 5U/g de
transglutaminasa

Como se puede ver, en la Figura 30 se representa la deformacién alcanzada por el gel

(y), expresada en %, frente al tiempo (t) expresado en segundos.

Resultados del ensayo

T= 10,00 [Pa]

n = 1,162e+07 [Pas] Y= 8,602e-07 [1/s]

Y =0,001812 [-] Je=0,0001812 [1/Pa]

Y-r =0,002250 [-] Y-r/Y-max= 114,4 %—% recuperacion elastica
J-r =0,0002250 [-] J-r/J-max= 114,4 % —% recuperacion elastica

Y 1-10 = 4,897e+10 [Pas"2]
A = 2106, [s]
G = 5520, [Pa]

d(Ig(¥))/d(ig(t)) = 0,07501 [1/s]
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Los resultados obtenidos mostraron que los geles ensayados respondieron
perfectamente al ensayo de Creep and Recoveryal que se sometieron, ya que tras

cesar el esfuerzo aplicado, su médulo elastico se recupero totalmente.

b) Geles de albumina + 7U/g de transglutaminasa

Estos geles, se fabricaron afiadiendo una concentracion algo mayor de
transglutaminasa pero manteniendo constante la concentracion de BSA. Fueron
sometidos a las mismas pruebas reoldgicas que los anteriores, Barrido de esfuerzo y
Creep and Recovery, cuyos resultados se detallan a continuacion:

BARRIDO DE ESFUERZO EN GELES DE SEROALBUMINA BOVINA (BSA) +7U/G
TRANSGLUTAMINASA
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Fig.31. Ensayo de Barrido de esfuerzo sobre gel de albumina + 7U/g de
transglutaminasa
En la gréfica (Figura 31) se representa la evoucion de los dos médulos del gel, eléstico
(G") y viscoso (G”) expresada en pascales (Pa), frente a una deformacién creciente
aplicada de 0 a 500 Pa.

Como se puede observar, tras aplicar un esfuerzo creciente a estos geles desde 0 a
500 Pa, no se observo la caida de ninguno de los dos médulos, lo que demostré una
resistencia considerablemente elevada también con esta concentracion de

transglutaminasa.
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CREEP AND RECOVERY EN GELES DE SEROALBUMINA BOVINA (BSA) +7U/G
TRANSGLUTAMINASA
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Fig.32. Ensayo de Creep and Recovery sobre gel de albumina + 7U/g de
transglutaminasa

Como se puede observar, en la grafica (Figura 32), se representa la deformacion
alcanzada por el gel (y) expresada en %, frente al tiempo (t), expresado en segundos.

Resultados del ensayo

T = 10,00 [Pa]

n = 2,091e+06 [Pas] Y = 4,783e-06 [1/s]

Y=0,002614 [-] Je=0,0002614 [1/Pa]

Y-r =0,002739 [-] Y-r/Y-max= 78,85 %—% recuperacién elastica
J-r =0,0002739 [-] J-r/J-max= 78,85 %—% recuperacion elastica
W 1-10 = 2,286e+09 [Pas"2]

A = 546,6 [s]

G = 3825, [Pa]

d(lg(Y))yd(lg(t)) = 0,2398 [1/s]

Los geles ensayados en estas condiciones presentaron también un muy buen
comportamiento elastico (78.85% de recuperacion) cuando fueron sometidos a un

esfuerzo constante durante 3 minutos y se les dejo recuperar durante 6. Sin embargo
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ésta no fue completa, como en los ensayados con 5U/g de transglutaminasa; como no
varié la concentracion de albumina, en este caso todo parece indicar una relacion
inversamente proporcional entre la concentracion del enzima afiadido y la capacidad
de recuperacion elastica del gel tras haber sido sometido a un esfuerzo continuado.

c) Geles de albumina + 10U/g de transglutaminasa

En el tercer ensayo, se afiadié a la albimina 10U/g de transglutaminasa y también se

ensayaron los geles sintetizados. Estos fueron los resultados obtenidos:

BARRIDO DE ESFUERZO SOBRE GELES DE SEROALBUMINA BOVINA (BSA) +10 U/g DE
TRANSGLUTAMINASA
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Fig.33. Ensayo de barrido de esfuerzo sobre gel de albumina + 10U/g de
transglutaminasa

En la gréfica (Figura 33) se muestra la evolucién de los médulos elastico (G") y viscoso
(G) del gel, expresada en pascales (Pa), cuando sufren una deformacion creciente,

expresada también en pascales (Pa).

Los geles mostraron buenas propiedades reoldgicas, al ser capaces de soportar un
esfuerzo creciente de 0 a 500 Pa cuando fueron sometidos a él durante 300 segundos,

no observandose decaidas en ninguno de los médulos.
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CREEP AND RECOVERY EN GELES DE SEROALBUMINA BOVINA (BSA) +10 U/g DE
TRANSGLUTAMINASA
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Fig.34. Ensayo de Creep and Recovery sobre gel de albumina + 10U/g de
transglutaminasa

Como se puede observar, en la Figura 34 se representa la deformacion que puede

alcanzar el gel (y), expresada en %, frente al tiempo (t), expresado en segundos.

Resultados del ensayo

T = 10,00 [Pa]

n = 3,049e+06 [Pas] Y= 3,280e-06 [1/s]

Ye =0,0005359 [-] Je= 5,359e-05 [1/Pa]

Y-r =0,0005036 [-] Y-r/Y-max= 44,72 %—% recuperacion elastica
J-r =5,036e-05 [] J-r/J-max= 44,72 %—% recuperacion elastica
w1-10 = 9,964e+08 [Pas"2]

A=163,4 [s]

G = 1,866e+04 [Pa]

d(lg(Y))/d(Ig(t)) = 0,5136 [1/s]
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En el ensayo de fluencia y recuperacion el comportamiento elastico de los geles fue el
esperado segun los resultados anteriores en los ensayos con 5 y 7U/g de
transglutaminasa; asi, tras haber aplicado un esfuerzo constante durante 180
segundos, y dejarlos que recuperasen durante 300, se observé que solo el 44% de la
recuperacion correspondia al moédulo elastico (recuperacion eléstica); estos geles
fueron, por tanto, menos aptos en la conservacion de su estructura original tras haber

sido sometidos a una deformacion.

d) Geles de albumina + 12.5U/g de transglutaminasa

Por ultimo, y para completar estos ensayos, se realizaron geles partiendo de la misma
concentracion de albumina que los anteriores, pero afiadiendo una concentracién de
transglutaminasa de 12.5 U/g; se les aplicaron los mismos ensayos: Barrido de

Esfuerzo y Creep and Recovery, cuyos resultados se detallan a continuacion:

BARRIDO DE ESFUERZO EN GELES DE SEROALBUMINA BOVINA (BSA)+12,5U/g DE
TRANSGLUTAMINASA
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Fig.35. Ensayo de barrido de esfuerzo sobre gel de albumina + 12.5 U/g de
transglutaminasa

Se puede ver en la grafica de la Figura 35 la representacion del comportamiento de los
dos modulos del gel, elastico (G”) y viscoso (G™'), expresada en pascales (Pa), frente a

un esfuerzo creciente, de 0 a 500 Pa.
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Como en los anteriores barridos, estos geles también resistieron, sin que decayesen

sus modulos, el esfuerzo creciente aplicado.

Asi, queda claro que la transglutaminasa aporté una cualidad principal a los geles de
albumina: los dot6 de una gran resistencia y firmeza, a juzgar por los resultados
similares obtenidos al ensayar los cuatro tipos de geles a concentraciones crecientes

del enzima.

CREEP AND RECOVERY EN GELES DE SEROALBUMINA BOVINA (BSA) +12.5U/g DE
TRANSGLUTAMINASA
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Fig.36. Ensayo de Creep and Recovery sobre gel de albimina + 12.5 U/g
de transglutaminasa

En la Figura 36 se puede observar la deformacién que alcanzé el gel (y) expresada en

%, frente al tiempo (t) expresado en segundos.

Resultados del ensayo

T= 10,00 [Pa]
n = 1,415e+07 [Pas] Y =7,067e-07 [1/s]
Ye =0,0002789 [-] Je= 2,789e-05 [1/Pa]

Y-r =0,0001375[-] Y-r/Y-max= 33,93 %—% recuperacion elastica
J-r =1,375e-05 [] J-r/J-max= 33,93 %—% recuperacion elastica
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w1-10 = 1,117e+10 [Pas’2]

A= 394,6 [s]
G = 3,586e+04 [Pa]

d(Ilg(¥))/d(ig(t)) = 0,2921 [1/s]

El resultado del ensayo de fluencia y recuperacion confirmé la aparente relacién
inversamente proporcional entre la concentracién de transglutaminasa afiadida a la
albumina y la capacidad de recuperacion elastica de los geles ensayados tras haber
sido sometidos durante 180 segundos a un esfuerzo constante. Parece indudable la
gran resistencia que proporciono a los geles de albumina este enzima, tanto como la
influencia que ejercid sobre la estructura interna de los mismos debido, sobre todo, a
las interacciones entre la proteina mayoritaria del gel (albimina) y la transglutaminasa;
al ensayar concentraciones crecientes de la misma, la estructura de cada muestra, se
volvio, l6gicamente, mas heterogénea que la anterior, esta podria ser una buena
explicacién a las dificultades para recuperar la estructura original tras haber sufrido un

esfuerzo continuado. Figuras 39y 40.

Fig. 37. Gel de plasma a pH5 sin transglutaminasa, sintetizado en
redémetro.
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Fig.38. Gel de plasma a pH 7 + 5U/g de transglutaminasa

Fig.39. Gel de albumina + 5U/g de transglutaminasa
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Fig. 40. Geles de albumina mas 5U/g, 7U/g, 10U/g y 12,5U/g de
transglutaminasa (deizquierda a derecha).

3.1.3. ESTUDIO DE LA PERDIDA DE AGUA EN GELES

Partiendo del principal objetivo de este trabajo que consiste en el hallazgo de los geles
gue presenten las condiciones mas idoneas para proteger alimentos, resulta
interesante estudiar la retencion de agua en los mismos, expresado como la pérdida
de agua (a mayor pérdida de agua menor retencion de esta en el gel).De este modo,
podemos deducir que aquellos geles con baja retencion de agua , seran mas
adecuados para proteger productos con bajo contenido en humedad, como pueden ser
los productos de panaderia y reposteria, mientras que los geles con alta capacidad de
retencion de agua, seran apropiados para productos alimenticios con mas contenido
en humedad como son los productos carnicos.

Los ensayos de pérdida de agua se hicieron para geles de plasma con
transglutaminasa, geles de plasma liofilizado con transglutaminasa y geles de
albumina con transglutaminasa, obteniéndose los siguientes resultados:
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A. GELES DE PLASMA BOVINO SIN LIOFILIZAR CON 5U/g Y 10U/lg DE
TRANSGLUTAMINASA

Tabla 10. Retencion de agua en plasma con 5U/g y 10U/g de transglutaminasa a
lo largo de 60 dias.

TIEMPOEN | PESO | %WL | PESO | 9%wL
DIAS 5U/g 5U/g | 10U/g | 10U/g
0 3,3342 0 3,75 0
3 2,43 | 2712 3 20
15 1,1853 | 64,45 | 2,1081 | 43,68
30 0,8015 | 75,96 | 2,0152 | 46,26
45 0,6235 | 81,3 | 1,8395 | 50,95
60 0,6228 | 81,32 | 1,6777 | 55,26

De la Tabla 10 se pudo deducir que los geles de plasma ensayados con 10U/g de
transglutaminasa presentaron una mayor capacidad de retencion de agua (WHC) que
aquellos que fueron ensayados con una concentracion de 5U/g de la misma, puesto
gue el% de pérdida de agua (WL) a lo largo de 60 dias fue del 55,26% frente al
81,32% en los geles ensayados afadiendo al plasma 5U/g de transglutaminasa.

B. GEL DE PLASMA LIOFILIZADO, RECONSTITUIDO Y DILUIDO 1:10 CON 5U/g, 7U/g Y
10U/g DE TRANSGLUTAMINASA

Tabla 11. Retencién de agua en plasma liofilizado diluido 1:10 con 5U/g ,7U/g y
10U/g de transglutaminasa.

TIEMPO EN PESO | %WL | PESO | %WL | PESO | %wL
DIAS 5U/g | 5Ulg | 7ulg | 7ulg | 10u/lg | 10U/g
1,042 0 35 0 3,75 0
1 082 | 21,3 2,8 20 3 20

En la Tabla 11 se observd que, a corto plazo, una mayor concentracion de
transglutaminasa (7 6 10U/g) se tradujo en una superior capacidad de retenciéon de
agua; sin embargo no se pudo estudiar la pérdida de agua a largo plazo debido a que

los geles comenzaron a sufrir contaminacién microbiana de forma muy temprana.
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C. GEL DE PLASMA LIOFILIZADO Y RECONSTITUIDO 1:1 CON 5U/g Y 10U/g DE
TRANSGLUTAMINASA

Tabla 12. Retencién de agua en plasma liofilizado sin diluir con 5U/g y 10U/g de
transglutaminasa.

TIEMPOEN | PESO | %WL | PESO %WL PESO %WL
DIAS 5U/g | 5Ulg | 10U/g (1) | 10U/g (1) | 10U/g(2) | 10U/g(2)
0 3,3342 0 3,75 0 3,75 0
1 1,57 | 52,91 | 2,096 44,11 2,2516 39,96
SE SE
15 084 | 748 0,87 76,8 | ESTROPEO | ESTROPEO
30 0,8313 | 75,07 | 0,8233 78,04

Los datos que se observan en la Tabla 12 revelaron una importante pérdida de agua
en los dos tipos de geles ensayados en este caso: en ambos casos superd el 75%; sin
embargo, en esta ocasion la pérdida fue ligeramente superior en la muestra tratada
con 10U/g de transglutaminasa; se intentd hacer un seguimiento en un duplicado de
10U/g, pero, como puede observarse en la tabla, este se contaminé a los 15 dias y no

se pudo continuar con su estudio.
D. GEL DE ALBUMINA CON 5U/g, 7U/g, 10U/g y 12,5U/g DE TRANSGLUTAMINASA

Tablal3. Retencién de agua en gel de albumina con 5U/g, 7U/g, 10U/g y 12,5u/g

de transglutaminasa.

TIEMPO |PESO |%WL |PESO |%WL |PESO |%WL |PESO |%wL
ENDIAS [5U/g  |5Ulg |7Ulg |7Ulg  |10U/g |10U/g |12,5Ulg |12,5U/g
0 3,330 |0 35 0 375 |0 4 0

15 2,60 21,92 |295 |1571 (1,65 |56 2,70 32,5

Como se puede observar en la tabla 13, en este caso se ha estudiado la capacidad de
retencion de agua 15 dias después de haber sintetizado los geles de albamina. Aqui la
mayor retencion de agua tuvo lugar en los geles obtenidos afiadiendo valores menores
de transglutaminasa (5U/g y 7U/g) y la menor se pudo ver en aquellos que se

sintetizaron afiadiendo 10U/g del enzima.

En general los geles de plasma y plasma liofilizado son los que méas pérdida de agua

experimentan y por lo tanto serian mas apropiados como peliculas para proteger
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productos de panaderia y reposteria mientras que los geles de albumina que retienen

mas agua podrian ser mas apropiados para los productos cérnicos.

Para completar esta informacion, se realizé un estudio de la microestructura de estos
geles (plasma, plasma liofilizado reconstituido sin diluir y albumina),que sirvié de

apoyo para explicar los resultados obtenidos.

3.1.4. ANALISIS DE LA MICROESTRUCTURA (SEM)

Por ultimo, se analiz6 la microestructura de los geles con el fin de encontrar aquellos
con mejores propiedades estructurales; con este fin, se eligieron los geles que
demostraron mejores propiedades reoldgicas en los ensayos anteriormente realizados:
geles de plasma, plasma liofilizado reconstituido sin diluir y albumina + 5U/g de

transglutaminasa.

Para realizar este ensayo, los tres tipos de geles fueron tratados como se indica en el
apartado 2.2.6. del Capitulo 2. Y después fueron observados en el SEM. Los
resultados se observan en las figuras 41, 42 y 43.

En la Figura 41, se observa la microestructura de un gel de plasma+5U/g de
transglutaminasa. Se pueden observar los agregados de proteinas (areas grises) y los
poros de la red del gel (espacios negros). Es una estructura bastante homogénea pero

también porosa lo cual podria facilitar la pérdida de agua

En la Figura 42 se observa la microestructura de un gel de plasma liofilizado
reconstituido sin diluir. Igual que en la Figura 41, se observan agregados de proteinas
(4reas grises) y poros de la red del gel (espacios negros). En este caso la estructura
resulté ser mas heterogénea observandose zonas con mas presencia de poros, y otras

mas compactas.

En la Figura 43 se observa la microestructura de un gel de albumina + 5U/g de
transglutaminasa. Este gel es el menos poroso de los tres y el mds homogéneo. Se
observa una zona gris compacta que representa los agregados de proteinas. Esta
estructura concuerda con los resultados reoldgicos que se obtuvieron en estos geles,
qgue mostraban una muy buena resistencia y excelente comportamiento elastico en los
mismos; ademas también coincide con la mayor retencion de agua que mostraron,

debido a su escasa porosidad.
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Fig.42. Microestructura de un gel de plasma liofilizado reconstituido sin diluir.
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CONCLUSIONES

1. Se consiguen mejorar las propiedades fisicas y funcionales de biomateriales (en
este caso geles de plasma y albimina) obtenidos a partir de un residuo altamente
contaminante como es la sangre bovina procedente de los mataderos. Para ello se
utiliza el enzima transglutaminasa con el que se consigue mejorar la resistencia,
elasticidad, manipulacion, capacidad de gelificacion y estructura interna de los
mismos. El uso de este enzima, permite, por tanto, conseguir biomateriales con
propiedades Optimas para el uso al que se desea destinarlos en el campo de la
alimentacién. Se decide ademas trabajar a pH7 ya que se ha comprobado que este es
el mas idoneo para la sintesis de geles y ademas es el pH en el cual la

transglutaminasa actla mas éptimamente.

2. Se demuestra que la adicibn de la transglutaminasa acelera el proceso de
gelificacion, observandose que a altas concentraciones se produce la gelificacién a
temperatura ambiente, asi ocurre con los geles de plasma + 5 U/g y + 10 U/g de
transglutaminasa, los cuales gelificaron al colocar la placa sobre la superficie de la
estufa. También se observa que mejora muchisimo la resistencia del gel, porque los
modulos elastico (G") y viscoso (G™") del mismo, observados en los resultados de los
ensayos de barrido de esfuerzo aplicados, no decaen, en comparacion con los geles
ensayados sin transglutaminasa, en los cuales los modulos elastico y viscoso acaban
decayendo. Ademas otro resultado de la adicién de la transglutaminasa es un aumento
de la retencion de agua en los geles, pero esto s6lo puede apreciarse en los geles de

albumina.

3. Se sintetizaron tres tipos de geles con transglutaminasa: de plasma, de plasma
liofilizado y reconstituido y de seroalbimina. Se les afiade concentraciones crecientes
del enzima y se les caracteriza reoldgicamente ademas de hacer un estudio de la
retencién de agua y un analisis de su estructura interna, y al compararlos con geles
sintetizados sin transglutaminasa (ensayo de gel de plasma a pH 5), se observa que

sus propiedades reoldgicas mejoran significativamente.

4. De los geles de plasma sintetizados con transglutaminasa, el mejor resultado se
obtuvo en geles sintetizados con 5U/g del enzima, los cuales demostraron tener una
gran resistencia y un muy buen comportamiento elastico. Al hacer un estudio con el
SEM se observa una estructura homogénea y muy porosa, lo que explica la alta

pérdida de agua detectada en el estudio de retencion de agua. Por lo tanto este tipo de
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geles podrian ser usados para proteger productos alimentarios que necesiten peliculas
con una menor humedad y una gran pérdida de agua como son los productos de

panaderia o reposteria.

5. Se ensayaron dos tipos de geles de plasma liofilizado: plasma liofilizado
reconstituido y diluido 1:10 y, plasma reconstituido y no diluido 1:1. Los primeros se
ensayaron con 5U/g de transglutaminasa pero resultaron ser geles muy poco estables
y ademas se contaminaron rapidamente. Son los geles resultantes del plasma
reconstituido no diluido ensayados con 5U/g de transglutaminasa los que
experimentan en conjunto buenos resultados: alta resistencia y 85% de
comportamiento elastico. El estudio SEM muestra una estructura heterogénea, con
zonas compactas y otras con mas presencia de poros. Esta presencia de poros explica
la pérdida de agua, por tanto estos geles también se podrian aplicar a productos de
reposteria y panaderia como los geles de plasma citados en el punto 4.

6. Con la albumina obtenida en el fraccionamiento del plasma, se sintetizaron geles
afadiendo 5U/g, 7U/g, 10U/g y 12.5U/g de transglutaminasa. Los ensayos reométricos
determinaron que todos los geles presentaban una alta resistencia ante los barridos de
esfuerzo aplicados, pero presentaron notables diferencias en cuanto a su
comportamiento elastico, siendo este completo en los geles con 5U/g de
transglutaminasa convirtiéndose estos geles en los que mejores propiedades
reoldgicas presentaban. Al realizar el estudio SEM en los geles de albumina + 5U/g de
transglutaminasa se observd una estructura muy homogénea, compacta y muy poco
porosa, que coincide con el estudio de retencién de agua, en el cual se observa que
son geles con muy buena retencion de la misma. Estos geles serian ideales para
evitar la deshidratacion de los alimentos y se pueden aplicar por ejemplo en las pastas

carnicas finas o los patés.

7. De todos los ensayos realizados con geles de plasma, plasma liofilizado
reconstituido y albumina, tratados con diferentes concentraciones de transglutaminasa,
elegimos aquellos que presentan mejores resultados reoldgicos y al mismo tiempo una
estructura mas homogénea; estos geles son los de albumina, ensayados con 5U/g de
transglutaminasa y que podrian aplicarse a alimentos con un porcentaje alto de
humedad, como los cérnicos. Ademas, también se pueden utilizar geles de plasma
ensayados con 5U/g de transglutaminasa o geles de plasma liofilizado reconstituido
con esta misma concentracion del enzima. Estos dos tipos de biomateriales, por

presentar abundante pérdida de agua, serian mas apropiados para conservar los
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alimentos que contienen menos porcentaje de humedad, como pueden ser los de

pasteleria o reposteria.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

A Area

Bar Bares (medida de presion)

°C Grado centigrado

cMC Carboximetilcelulosa

cm Centimetro

cm? Centimetro cuadrado

cos Coseno

cs Concentracion de solidos

cP Centipoise (Medida de viscosidad)
Cs Modo de esfuerzo controlado
CD Modo de deformacion controlada
DSC Differential Scanning Calorimetry
dl Decilitro

DQO Demanda quimica de oxigeno
Fig. Figura

G Médulo instantaneo elastico de la unidad de Maxwell
G Modulo elastico

G” Médulo viscoso

G* Modulo complejo

g Gramo

g Fuerza de centrifugacion

Hz Herzio

Kg Kilogramo

L Litro

MG Materia grasa

M Molaridad

mL Mililitro

min Minuto

m Metro

m? Metro cuadrado

mg Miligramo

MPa Megapascal

mPa Milipascal

m; Masa inicial

my Masa final

N Newton

rad Radianes

Pa Pascales

rpm Revoluciones por minuto

SEM Scanning Electron Microscopy

SDS-PAGE Polyacrilamide Gel Electrophoresis
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