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Resumen

La poblacion mundial presenta una grave deficiencia en calcio por ello es fundamental
incrementar su ingesta en la poblacion y simultaneamente su bioaccesibilidad en los
alimentos. El calcio es un elemento nutricional fundamental en la salud 6sea a lo largo
de toda la vida, y su deficiencia conduce a la aparicion de trastornos en la salud, entre
ellos, la osteoporosis. El caseinomacropéptido (CMP) es un péptido bioactivo que se
encuentra presente en el suero de queso. Tiene un alto potencial como péptido ligante
de calcio por diversos factores: su cadena peptidica es rica en aminoacidos glutamico
y aspartico, su alta carga negativa a pH > 4,5, su alto grado de glicosilacion abundante
en acido sialico (con capacidad de formar complejos con el calcio a pH 7), y su alta
solubilidad en agua aun disuelto en altas concentraciones de CaClz. Se evalud, el
efecto de la incorporacion de CaClz en la asociacién molecular del CMP mediante la
técnica de dispersion dinamica de luz laser. Adicionalmente, se analizaron los
espectros infrarrojos con transformadas de Fourier (FTIR), se determind el calcio
dializado y se realizaron las isotermas de calcio unido mediante la técnica del
electrodo selectivo. Las modificaciones observadas en los espectros de CMP y CaClz2
a pH neutro confirmaron que el CMP interacciona con el calcio a través de los grupos
carboxilicos que corresponderian a los residuos Asp y Glu. Los cambios en la zona
de amidas indicaron cambios en la estructura secundaria del péptido. Por otro lado,
los resultados de DLS mostraron la formacion de estructuras asociadas por pares de
moléculas de CMP (dimeros, tetrameros, hexameros) en presencia de CaCly,
alcanzando un grado maximo de asociacion, el hexamero, para la relacion 9 — 10
moles de CaClz por mol de CMP, similares resultados se obtuvieron con todas las
técnicas empleadas. Este trabajo demuestra una nueva propiedad del CMP con alto

valor agregado.

Palabras clave: caseinomacropéptido, calcio, péptidos ligantes de calcio, FTIR,

deficiencia de calcio, electrodo selectivo, DLS, dialisis
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Abstract

The world population is seriously deficient in calcium, thus it is essential to increase its
intake and simultaneously its bioaccessibility in food. Calcium is a fundamental
nutritional element in the bone health throughout life, and its deficiency leads to the
appearance of health disorders, including osteoporosis. Caseinomacropeptide (CMP)
is a bioactive peptide found in cheese whey. It has a high potential as a calcium-binding
peptide due to various factors: its peptide chain is rich in glutamic and aspartic amino
acids, its high negative charge at pH> 4.5, its high degree of glycosylation, sialic acid
abundance (which has the ability to form complexes with calcium at pH 7), and its high
solubility in water even dissolved in high concentrations of CaClz. The effect of the
incorporation of CaCl2 on the molecular association of CMP was evaluated using the
dynamic scattering technique. In addition, Fourier transform infrared spectra (FTIR)
were analyzed, dialyzed calcium was determined, and bound calcium isotherms were
performed using the selective electrode technique. The modifications observed in the
CMP and CaClz spectra at neutral pH confirmed that CMP interacts with calcium
through the carboxylic groups that would correspond to Asp and Glu residues.
Changes in the amide zone indicated the secondary structure of the peptide changes.
On the other hand, the DLS results showed the formation of structures associated by
pairs of CMP molecules (dimers, tetramers, hexamers) in the presence of CaClz,
reaching a maximum degree of association, the hexamer, for the ratio of 9 — 10 mol
CaCl2 for CMP mol, similar results were obtained with all the techniques used. This

work demonstrates a new property of the CMP with high added value.

Keywords: caseinomacropeptide, calcium, calcium binding peptides, FTIR, calcium
deficiency, selective electrode, DLS, dialysis
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Introduccién

En la Argentina, se considera que el requerimiento de calcio es 1.000 mg/dia para la
edad entre los 19 y 50 afios (FAO 2001), independiente de la localizacion geografica,
situacion socioeconomica. Segun la Encuesta Nacional de Nutricion y Salud de
Argentina realizada en los afos 2004-2005 en nifios y mujeres entre 10 y 49 afos, el
calcio es uno de los nutrientes mas criticos, el 94,3% de las mujeres presentaron una
ingesta menor a la ingesta diaria recomendada (IDR). El 28% de los nifios menores
de 2 afos no cubrieron la ingesta adecuada de este mineral, mientras que en el grupo
de 2 a 5 anos esta cifra llego al 45,6%.

En la bibliografia se propusieron a numerosos péptidos de diferente origen como
ligantes de calcio para aumentar su bioaccesibilidad. Se pueden citar péptidos
obtenidos de espina de pescado (Wu et al. 2017, Chen et al. 2019), trigo, pepino o
soja (Bao et al. 2007, Wang et al. 2017, Hou et al. 2018, Wang et al. 2018) o de origen
lacteo como los caseinofosfopéptidos o proteinas del suero (Berrocal et al. 1989, Zhao
et al. 2014). Sin embargo, en la mayoria de ellos, el uso comercial es muy limitado
principalmente por la falta de tecnologias adecuadas para obtenerlos a gran escala
(Korhonen et al. 2006). Por otro lado, el caseinomacropéptido (CMP), un péptido
bioactivo producido durante la elaboracion del queso, se encuentra en abundancia en
el suero. Asimismo, esta comercialmente disponible en forma de polvos de alta pureza
obtenidos por resinas de intercambio i6nico. Sus interesantes propiedades
funcionales como la gelificacion a temperatura ambiente , como espumante y
emulsificante (Kreul} et al. 2009, Farias et al. 2010, Martinez et al. 2011, Morales et
al. 2019) y valiosas propiedades bioactivas, entre ellas se distinguen su efecto
antihipertensivo, antitrombdético, modulador de las hormonas de saciedad y su
actividad antimicrobiana (Kawasaki et al. 1993, Dziuba et al. 1996, El-Salam et al.
1996, Brody 2000, Thoma-Worringer et al. 2006) y el manejo de la fenilcetonuria (Ney
et al. 2008). Los péptidos con gran afinidad por el calcio tipicamente contienen una
gran cantidad de Glu y Asp, ya que contribuyen a la union del calcio posiblemente al
generar un ambiente acido para que los cationes se coordinen (Peng et al. 2017). En
la secuencia peptidica del CMP se encuentran 10 de estos aminoacidos acidos: 8
residuos de Glu y 2 de Asp. Otras investigaciones (Tuan 1987, Choi 2012) muestran
que los aminoacidos basicos también tienen afinidad con el calcio principalmente

causada por los grupos —NH2 0 —NH que pueden participar en la coordinacion con el
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calcio. Los aminoacidos basicos en el CMP son 3 residuos de Lys. Aproximadamente
un 50% del CMP esté glicosilado (Thoma-Worringer et al. 2006), y el acido sialico
(reconocido ligante de calcio) se encuentra entre un 5y 11% en peso del total de CMP,
dependiendo de su origen y modo de obtencién (Fernando et al. 2010).

La existente necesidad de conversion del suero de queso en productos de mayor valor
agregado para el aprovechamiento de sus nutrientes y al aporte al desarrollo regional
y nacional y, la diminucion del impacto ambiental por ser el suero un residuo altamente
contaminante, ademas de la problematica nutricional, urge la necesidad de
caracterizar al CMP como ligante de calcio. Para ello se evalu6 el efecto de la
incorporacion de CaClz en la asociacién molecular del CMP mediante la técnica de
dispersion dinamica de luz laser (DLS), se analizaron los espectros infrarrojos con
transformadas de Fourier (FTIR), se determind el calcio dializado y se realizaron las

isotermas de calcio unido mediante la técnica del electrodo selectivo.

Materiales y Métodos

Materiales: Se utilizd caseinomacropéptido BioPURE-GMP® de Davisco Foods
International (USA). Segun el proveedor, su pureza fue (en base seca): 90,0 + 3,0%
(p/p) de CMP (N x 7,07). Su contenido mineral (100 g de muestra): 950 mg de Na; 125
mg de Ky 682 mg de Ca determinados mediante espectrometria de absorcion atdmica
Analyst 200 Perkin Elmer (USA). Se utilizé CaCl2 anhidro (Merck, Alemania) de calidad
analitica. El agua utilizada para preparar las soluciones fue ultrapura (Thermo
Scientific Barnstead, modelo Easypure RF) y su conductividad fue 1,8 £ 0,1 uS/cm.
Se considerd un peso molecular para el CMP de 7500 Da.

Preparacion de las soluciones: Se utilizaron concentraciones de CMP del 10 y 50
g/L. Las soluciones de CMP se prepararon como en Loria et al. (2018) hasta alcanzar
la concentracion de sal deseada (entre 0 y 250 mM) de CaClz. EI CMP es muy soluble
en agua y no se formé ningun precipitado después de anadir las soluciones salinas.
El pH se ajust6 entre 7,0 y 9,0 con NaOH (c).

Dispersion Dinamica de Luz Laser (DLS): Las mediciones de tamano de particula
fueron realizadas en un equipo de DLS Zetasizer Nano—Zs de Malvern Instruments
(Malvern, Inglaterra) provisto de un laser He—Ne (633 nm) y un correlador digital,
modelo ZEN3600 segun la técnica descrita en Farias et al. (2010). Las mediciones
fueron realizadas a un angulo fijo de dispersion de 173°. El rango de medicién del
equipo fue 0,6—-6000 nm. Los ensayos fueron realizados por triplicado y a 25 °C. Las
soluciones de pH 7,0 fueron previamente filtradas a través de microfiltros Whatman
International Ltd. (Maidstone, Inglaterra) de 0,45, 0,22 y 0,02 um.

Fraccion de calcio no dializable: Se transfirieron 5 ml de la solucién de 10 mg/L
CMP y 2 mmol/L CaClz a la bolsa de didlisis que se sumergié en 250 mL de agua
ultrapura con agitacion durante 24 h a 20 °C para remover el calcio libre. Los cambios
de agua se realizaron cada 8 h. Antes de realizar los experimentos, los materiales
utilizados fueron lavados previamente con EDTA 0,01 eqg/L y enjuagados 5 veces con
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agua ultrapura y la membrana de dialisis (Celulosa Ester de Biotech, MWCO: 100-500
Da, Espectrum Laboratories, Inc., USA) fue cortada en tiras de 20 cm y lavadas con
agua ultrapura. La concentracion de calcio libre se determind por espectroscopia de
absorcion atdmica con un espectrofotdmetro AAnalyst 200 Perkin Elmer (USA).
Previamente se agrego nitrato de lantano (1,5% p/v) a estandares, muestras y blancos
para evitar la interferencia de fosfatos. El blanco consistié en dializar 5 mL de CMP 10
g/L. El pH se ajusté a 7,0. Los ensayos se realizaron por duplicado y simultaneamente.
Espectroscopia Infrarroja por Transformadas de Fourier (FTIR): Se utilizé 1 mg
de cada una de las soluciones CaCl2-CMP (en las proporciones 0; 0,3; 1,2 y 2,0
mmol/g y pH 7,0) previamente liofilizadas, pulverizadas con 100 mg de KBr en un
mortero de agata y luego presionadas a 2000 kPa para obtener una pastilla. Los
espectros fueron registrados a temperatura ambiente en un espectrofotdmetro
infrarrojo Shimadzu® (modelo IR Prestige-21, Japoén) y el analisis de los espectros y
los picos se realiz6 con el software OriginPro® 8 SRO, V8.0724, USA.
Determinacién de calcio libre: El calcio unido (Cau) se determiné por el método de
Berrocal et al. (1989) que consistié en la titulacion de 50 mL de una solucién de 2 g/L
CMP con 200 mmol/L de CaClz. La medicién de la diferencia de potencial se midié con
electrodo de ion selectivo modelo HI4104 conectado a un pHmetro modelo HI98191
(Hanna Instruments, USA) luego de la adicion sucesiva de 50 mL de la solucién de
CaClz. La fuerza idnica se ajusté con 0,705 mL de una solucion 3,5 moles/L de KCI.
La curva de calibracion se realiz6é simultaneamente con los ensayos para verificar la
respuesta lineal del electrodo. El pH se ajusté a 7,0; 8,0 y 9,0. El calcio unido (Cau) se
obtuvo por diferencia entre el calcio total presente en la solucion y el calcio libre
determinado (CaL). Se graficaron los valores de la inversa de Cau en funcion de la
inversa del CaL (Grafico de Klotz) segun la Ecuacién (1):

1 1 1

=t (1)

Cay - n; Kqp Cag n;

Analisis estadistico: Se utilizé el software GraphPad Prims v7.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) para el analisis estadistico (ANOVA). Las diferencias
fueron determinadas por la prueba de Tukey para P < 0,05.
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Resultados y Discusion

Asociacion molecular

En ausencia de CaClz, las distribuciones por intensidades del tamafio de particula por
DLS fueron bimodales para 10 g/L y trimodales para 50 g/L (datos no mostrados). Sin
embargo, la concentraciéon de CMP no influyé en la posicion del primer pico (2,3-2,5
nm) que fue el predominante. El software del equipo Zetasizer Nano-Zs permitio
estimar el grado de asociacion molecular por analisis de la posicion del pico
predominante, considerando que la forma monomérica del CMP (aproximadamente
7,5 kDa) (Farias et al. 2010). La Figura 1 muestra el valor maximo del d(H) del pico
predominante y los correspondientes estados de asociacién obtenidos en presencia
de distintas cantidades de CaClz para las dos soluciones de CMP (10 y 50 g/L). Se
observé para ambas concentraciones, que el d(H) se desplazé hacia tamanos
mayores hasta alcanzar un valor maximo (5,6 nm). Es decir, el péptido en presencia
de CaClz se autoensamblé principalmente siguiendo un mecanismo de dos en dos:
desde monoémeros a dimeros, tetrameros y finalmente hexameros dependiendo de la
concentracion de CaClz presente en el medio. Esta asociacién dependié de la relacion
CaCl2/g CMP y no de la concentracion de sal en la solucion. Basados en nuestros
hallazgos, se puede afirmar que el CMP se asocia en presencia de CaClz desde los
monomeros hasta los dimeros (0,3 - 0,4 mmoles CaClz/g de CMP), luego a tetrameros
(0,7 - 0,8 mmoles CaClz/g de CMP), y finalmente hexameros (1-1,2 mmoles CaClz/g
de CMP que equivale a una relacion de 7,5-9 mol CaCl2 por mol CMP), donde alcanzé
su estado de asociacion maximo indicando que esta relacion es su maxima capacidad

ligante.
Espectroscopia FTIR

La mayoria de las moléculas absorben luz en la regién infrarroja del espectro
electromagnético, tipicamente entre 4000 y 500 cm™'. La energia absorbida se
relaciona con la frecuencia de vibracién natural de cada una de las uniones presentes
en las moléculas y, por lo tanto, pueden identificarse varios tipos de uniones, asi como
también grupos funcionales. Los espectros FTIR estan conformados por dos zonas:
una de grupos funcionales (4000-1300 cm™') y otra “fingerprint” o “huella digital” que
comprende longitudes de onda entre 1300 y 600 cm-'. La region de grupos funcionales

se usa para identificar tipo y carga de los grupos, mientras que la regién de la “huella
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digital” indica las caracteristicas estructurales propia de la molécula. Los espectros
superpuestos con diferentes proporciones de CaClz (0; 0,3; 1,2 y 2,0 mmol) por g de
CMP se muestran en la Figura 2. El espectro FTIR del CMP (ver concentracion de
CaClz cero) fue similar al obtenido por Burgardt et al. (2015), quienes utilizaron un
producto comercial del mismo proveedor. Se puede observar una banda ancha e
intensa entre 3400 y 3300 cm™ relacionada a un solapamiento de bandas
correspondientes a la vibracion de los estiramientos O—H, libre o unido (Burgardt et al.
2014). Las absorciones de tension N-H tienen lugar a frecuencias ligeramente mas
bajas que las absorciones de tension del O-H. Las bandas de las amidas secundarias
Ay B se encuentran a 3300 cm™' y 3080 cm™', respectivamente (Burgardt et al. 2014).
La banda de la amida A corresponde al estiramiento del enlace N—H en la formacion
de la unién puente hidrogeno N—H mientras que la amida B resulta de la resonancia
de FERMI de la vibracion del estiramiento N-H con el sobretono de la vibracion de la
amida Il (Twardowski et al. 1994). Segun Burgardt et al. (2014) estas bandas también
estan relacionadas con el aminoacido prolina, que es abundante en el CMP. Las
bandas observadas en 2970 y 2940 cm™ refieren a vibraciones simétricas y
asimétricas del grupo metilo (-CHs) (Abraham et al. 2008). La vibracion de la amida I,
que es causada principalmente por los estiramientos del enlace C=0, se mide en el
rango de 1700 a 1600 cm™', mientras que, la vibracion de la amida I, que se produce
por la deformacion de los enlaces N-H y por los estiramientos de los enlaces C-N, se
mide en el rango de 1600 a 1500 cm-' (Curley 1998). Estos son los modos
vibracionales mas importantes de las amidas. Las frecuencias exactas a las que estos
enlaces absorben dependen de la estructura secundaria de las proteinas o péptidos.
En el espectro del CMP estas bandas se observan en 1649 cm™' y 1549 cm™, y se
atribuyen a las vibraciones de amida | y Il respectivamente. La banda de amida Ill a
1240 cm™' representa la combinacién entre la vibracion del estiramiento C-N, la flexién
del enlace N-H de la amida y las vibraciones de los grupos CH2 del esqueleto de la
glicina y de las cadenas laterales de la prolina (Jackson 1995). Una de las bandas
especialmente significativas en el CMP es la correspondiente al grupo funcional
carboxilato (COO"). Los carboxilatos producen una vibracion a los 1400 cm™ que
caracteriza la coordinacion de los iones metalicos divalentes (Nara 2008). La banda a
1320 cm™' es atribuida al grupo CO-N (amina) (Burgardt et al. 2014). El CMP esta
glicosilado, y la sefial de absorcion en la region de la huella digital se encuentra entre
1200 y 1000 cm-! (Khajehpour et al. 2006). Segun Lewis et al. (2013) el acido sialico
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tiene una sefal caracteristica a 1024 cm™', la N-Acetilglucosamina (GIcNAc) a 1025
cm'y la N-Acetilgalactosamina (GalNAc) a 1038 cm'. Los sitios fosforilados del CMP
(Ser 149 y 127) dan una escasa sefial a 990 cm™' (Carmona et al. 1986). Las bandas
presentes a 935 y 900 cm™! estarian relacionadas con la galactosa (Burgardt y col.,
2014).

Al comparar los espectros (con y sin CaClz2) se distinguen diferencias que brindan
informacion acerca de la estructura molecular. Puede apreciarse en la misma Figura
2 que los principales cambios en los espectros se detectaron cuando la relacion de
CaCl2/CMP fue igual o superior a 1,2 mmoles de CaClz/g CMP. Se distinguieron
diferencias que brindaron informacién en la estructura molecular, por ejemplo,
desplazamientos hacia el rojo o hacia el azul, incremento o reduccién de picos. La
absorcion a alta frecuencia de 3301 cm™' (Amida 2° A) que se atribuye a la vibracion
de estiramientos N-H cambié a 3283 cm™' y el de la Amida 2° B de 3080 a 3088 cm™".
Este cambio podria deberse a que los grupos N-H se reemplazarian por uniones N-
Ca como describieron Peng et al. (2017) y Wang et al. (2017) para otros péptidos. La
banda de Amida | a 1649 cm™' para los espectros con CaCl2.CMP, se deberia a que
los grupos C-O participarian en la interaccion del péptido con el Ca?* (Wu et al. 2019).
En la region de la Amida Il han desaparecido los picos correspondientes al numero de
onda 1535 y 1545 cm™', encontrandose un valle en el espectro del CMP/CaCl..
Fundamentalmente, el cambio mas relevante se observa en la banda correspondiente
a la vibracion de los grupos carboxilicos (COOQO-), donde el pico hallado se desplazé
desde 1400 cm-' hacia frecuencias mayores (1416 cm) en el espectro del
CMP/CaCl2. Este efecto puede ser atribuido a la extensién de los grupos —COO- que
se combinan con Ca?* para formar COO-Ca (Byler et al. 1989, Wang et al. 2017).
Wang et al. (2017) estudiaron a través de espectroscopia FTIR el efecto de la
interaccion del CaClz y un péptido proveniente de la fermentacion con B. subtilis de
semillas de pepino. Los autores observaron un desplazamiento desde 1402 cm™' en
el espectro del péptido libre hacia frecuencias mayores (1420 cm-') en presencia de
calcio y lo atribuyeron al estiramiento del grupo carboxilato —COQO- por la combinacion

con Ca?* para formar -COO-Ca.

Determinacién de la fraccion no dializable de calcio
La capacidad ligante de calcio del CMP también se evalu6 por la metodologia clasica

de cuantificar la fraccion no dializable de calcio. Esta fraccion es aquella que se
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encuentra ligada al CMP vy por ello no puede atravesar la membrana de dialisis.
Durante las primeras horas del ensayo, la concentracion de calcio dentro de la bolsa
de dialisis decrecié rapidamente, hasta alcanzar el equilibrio (24 h). El rapido
decrecimiento de la fraccion de calcio en los primeros momentos se debe a la facil
difusion de los iones a través de la membrana semipermeable, que no puede ser
atravesada por el CMP. Los iones calcio difunden debido a la diferencia de potencial
quimico entre la solucion del interior de la bolsa y el agua del exterior. Dado el impacto
de la fuerza idnica en el estado de asociacion del CMP, se eligio dializar la muestra
contra agua ultrapura a pH 7 y no contra una solucion buffer Tris—HCI como se usa en
la bibliografia (Bennick 1976, Bao et al. 2007). La fraccion de calcio que no atravesoé
la membrana de dialisis (calcio retenido en la bolsa de didlisis junto al CMP) fue del
64,4 £ 3,3 % y represento el calcio unido al CMP (a pH neutro y temperatura ambiente)
que se estimo6 que 1,3 £ 0,1 milimoles de CaCl2 por gramo de CMP, equivalente a

aprox. 9-10 moles de Ca?* por mol de CMP.

Calcio unido y constantes de asociacion.

La constante de asociacién aparente (Kap), el maximo calcio unido por mg de CMP (ni)
y el numero de sitios de union se determinaron a través de un ajuste de los datos
experimentales al modelo tedrico de Berrocal et al. (1989). En una situacion ideal se
consigue una recta a partir de la cual se puede calcular la constante de asociacion
aparente y la cantidad maxima de moles de calcio unidos (Berrocal et al. 1989, Jung
et al. 2006, Zong et al. 2012). La Figura 3 muestra los graficos de Klotz obtenidos al
representar la inversa del calcio unido (Cau) vs la inversa del calcio libre (CaL) segun
la Ecuacién 1, para las tres condiciones de pH evaluadas (7,0; 8,0 y 9,0). Se pueden
distinguir el ajuste matematico para dos a tres rectas, todas de R?> 0,917,
demostrando que son varios los sitios en la molécula de CMP que pueden unir Ca?*.
Zhang et al. (2016) reconocieron dos rectas en los diagramas de Klotz y las
adjudicaron a dos maneras diferentes en los que la molécula fosfovitina se une al
calcio, interaccionando con sitios de baja y alta afinidad. También Lee et al. (1977)
reconocieron dos rectas para una fosfoproteina de la dentina. Cuando la
concentracion de calcio libre es baja, la interacciones entre el calcio y un péptido se
dan en sitios de alta afinidad, y al contrario, si la concentracion de calcio libre es lo

suficientemente alta, podran interaccionar los sitios mas débiles, de baja afinidad.
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Los moles de maximo Ca?* unido expresados por mol de CMP (n:) y los valores de Kap
obtenidos del ajuste matematico de los datos en la condicion de bajo calcio libre (sitio
de alta afinidad) se muestran en la Tabla 1. Para los calculos se considerd una masa
molecular promedio para el CMP de 7500 Da (Mollé et al. 2005). Los resultados
mostraron que la cantidad obtenida de calcio unido fue independiente del pH, siendo
este valor cercano a 1 mol de Ca?* por mol de CMP, que corresponderia a un sitio de
alta afinidad con el calcio, quiza relacionado con el contenido de fésforo de la molécula
segun lo descripto por Berrocal et al. (1989) para fosfopéptidos. Para el caso del CMP,
el residuo de Ser en posicion 44 se encuentra siempre fosforilado (Mercier et al. 1993).
La Tabla 1 revela que los valores de Kap de aproximadamente 2.10% L mol’' no
dependieron del pH reforzando la hipdtesis de que el sitio de alta afinidad esta
fuertemente ionizado en los tres pH estudiados. Zhang et al. (2016) determinaron una
Kap para el sitio de alta afinidad de la fosfovitina de aprox. 104 L mol-! independiente
del pH entre 7 y 8 usando la misma técnica. Lee et al. (1977) también encontraron una
Kap mas alta (3,6.10* L mol) para el sitio de alta afinidad de una fosfoproteina
obtenida de la dentina bovina.

En la Tabla 2, se muestran los valores de n; y Kap en condiciones de alto calcio libre.
Se encontré que la cantidad maxima de calcio unido aumentoé con el crecimiento del
pH desde 7 a 9. Asi, un mol de CMP unié entre 8 y 14 moles de calcio. Esto sugiere
que los grupos carboxilatos (residuos de glutamato y aspartico) estarian también
involucrados en la unién con el calcio del CMP mas alla algun residuo de Ser
fosforilado. Entre los aminoacidos, el aspartico y el glutdmico son fuertes ligantes de
calcio, aunque débiles en comparacién a otros aniones. No obstante, el efecto
sinérgico es evidente tal como describieron Vavrusova et al. (2014) para otros
polipéptidos. Por otro lado, si bien el nimero de moles de Ca?* que incorporé el CMP
aumentd con el pH, la Kap tuvo el efecto opuesto al esperado disminuyeron desde 132
L mol! (pH 7) a 33 L mol! (pH 9). También Lee et al. (1977) hallaron una Kap para los
sitios de baja afinidad que fue dos érdenes de magnitud inferior que en los sitios de
alta afinidad de una fosfoproteina de la dentina bovina.

No solamente la Ser fosforilada y los grupos carboxilatos podrian interaccionar con el
calcio. Considerando una masa molecular de acido sialico de 309 g/mol, se puede
estimar que un mol de CMP proporcionaria entre 1,2 y 2,7 moles de acido sialico.
Como el complejo formado por la unién entre el sialico y calcio es 1:1 (Jaques et al.

1977), cada mol de CMP puede unir entre 1 y 3 moles de calcio solamente por la
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presencia de sialico. Por ello, el grado de glicosilacién del CMP no es un dato menor
si se desea analizar su capacidad ligante de calcio. En resumen, considerando todos
los posibles sitios de interaccion el CMP puede llegar a unir hipotéticamente entre 11
y 14 moles de calcio por mol, un dato similar al obtenido en este ensayo (Tabla 1y
Tabla 2).

Conclusiones

Se concluye mediante diferentes técnicas que efectivamente el CMP tiene capacidad
ligante de calcio a pH neutro. A pH 7,0, el CMP se encuentra formando moléculas
individuales (mondmeros), pero si se adiciona CaClz, las cargas electroestaticas se
apantallan y los residuos hidrofébicos de la molécula de CMP pueden interaccionar.
Los resultados de DLS indicaron que cuando la concentracién de cloruro de calcio es
superior a una relacién 9-10 moles CaClz por mol de CMP, se alcanza el maximo
estado de asociacion, un hexamero. Este cambio en el tamano es indicativo de una
interaccién molecular con el CaClz. En condiciones de bajo calcio libre un mol de CMP
une fuertemente 1 mol de calcio, independientemente del pH. En las condiciones de
alto calcio libre un mol de CMP une (mas débilmente) al calcio, con un valor minimo
de 8 moles a pH 7 y maximo de 14 moles de calcio a pH 9. Los espectros FTIR de
CMP/CaCl2 confirmaron que en presencia de calcio idnico se evidencia principalmente
un corrimiento en la posicion de los grupos carboxilatos (COO-) desde 1400 cm™' a
1416 cm™' que indicarian interaccion para la misma relacion. Este trabajo demuestra

una nueva propiedad del CMP con alto valor agregado.
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Figura 1

Valor maximo del d(H) del primer pico de la distribucién (intensidades) de soluciones
de CMP en funcion de concentraciones crecientes de CaCl2 a pH 7 y 25 °C.
Concentracion de CMP: A) 10 g/L y B) 50 g/L. Se indica el estado de asociacion
predominante estimado mediante el software del equipo Zetasizer Nano-Zs. Las

barras representan el desvio estandar.
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Figura 2. Espectro FTIR del CMP con diferentes relaciones CaCl2/CMP, desde 4000
a 500 cm™.
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Figura 3. Graficos de Klotz del sistema Ca/CMP a A) pH 7, B) pH 8 y C) pH 9 con una
fuerza iénica de 0,05 M (KCI) y 25°C, asumiendo una masa molecular promedio para
el CMP de 7500 Da.

>

o 30

O

° A

© Zona de alta

1]

o afinidad

o Zona de '

E 20 baja |

o afinidad , e

= y=4,47 x + 8,03 (R?=0,994)
O

(0]

©

2 10

€ +y=25,80 x - 3,01 (R?=0,911)

IS

'3 yx9,29 x + 0,95 (R?=0,967)

= .

o 0 T T T T
- 0 1 2 3 4 5

1/Ca_. 103 (mM)

=)
©c 25
(6]
° B
©
® 20 . Zona de alta o
2 afinidad
o
gona de'
E baja '
O 15 —hfinidad, V=320 x + 5,93
3 (R?=0,953)
(0]
(o2}
£
o \ y=24,77 x- 3,02 (R?=0,9644)
o 54 '
> y=10,78 x+ 0,68 (R?=0,999)
9 0 ' T T T T
- 0 1 2 3 4 5

1/Ca_. 102 (mM)

>

o 40

(@]

® C

©

. Zona de alta

2 30 . afinidad

o

c Zona de | *
o baja

= .

S 204 afinidad y=5,40 x + 8,52
° (R?=0,968)

©

o

E

o 104

o

i y=10,09 x + 0,53 (R2<0,017)

= .

o 0 T 1 f

~ 0 1 2 3 4

1/Ca,. 103 (mM)

Revista del Foro de la Alimentacidn, la Nutricion y la Salud (RFANUS) Volumen 2 (N°4- 2020)



ARTICULO ORIGINAL El caseinomacropéptido tiene potencial para prevenir la deficiencia de calcio

Tabla 1. Kap y n; en condiciones de bajo calcio libre obtenidos del grafico de Klotz.

Se asumié una masa molecular promedio para el CMP de 7500 Da.

pH 7 8 9
Kap (L mol) 1700 £ 300@ 2200 £ 3002 1600 £ 502
n; (moles de 0,93+0,042 1,26 +£0,212 0,87 £0,12°2

Ca?/mol de CMP

Letras diferentes representan diferencias significativas a p > 0,05.
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Tabla 2. Kap y n; en condiciones de alto calcio libre obtenidos del grafico de Klotz. Se

asumié una masa molecular promedio para el CMP de 7500 Da.

pH 7 8 9
Kap (L mol) 132+302 63+ 12°P 33+ 1P
n; (moles de 79+1,8° 11,0+048  14,0+0,6°

Ca%*/mol de CMP

Letras diferentes representan diferencias significativas a p > 0,05.
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