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Resumen

Los polifenoles (PF) ejercen una importante influencia sobre la salud humana, principalmente por su capacidad
antioxidante. Las manzanas poseen PF principalmente en su cdscara. La proteina mayoritaria del lactosuero, la
beta-lactoglobulina (B-1g), puede unir compuestos anfifilicos, como PE protegiéndolos de agentes externos. Se
estudid la posibilidad de vehiculizar PF de cascara de manzanas rojas (Red Delicious), formando nanocomplejos
(NC) con B-lg. El contenido de PF de cascara de manzana roja ensayada fue de 266 + 2 mg AG/100 g. Por ultra-
filtracion se determiné que el 57% formoé NC con B-lg. Por medidas de extincion de la fluorescencia de los PF
sobre B-lg se confirmd la formacién de un complejo estatico entre PF y B-1g. Las experiencias de extincion de la
fluorescencia con acrilamida no mostraron diferencia significativa ante la presencia de PF, indicando que los PF se
unen a un sitio distinto al del bolsillo hidrofébico de la proteina. El tamaio de particula y el potencial { de p-lg no
se modificaron por agregado de PE. Se observé que la mayor parte de los PF forman NC con B-Ig. Son necesarios
mas estudios para caracterizar el complejo con la finalidad de utilizarlo para enriquecer alimentos.

Palabras clave: Polifenoles, cascaras de manzanas, beta-lactoglobulina, nanocomplejos.

Abstract

Polyphenols (PF) exert an important influence on human health, mainly due to their antioxidant capacity. Apples
have PF mainly in their peel. The major whey protein, beta-lactoglobulin (-1g), can bind amphiphilic compounds,
such as PF, protecting them from the action of external agents. In this work, nanocomplexes (NC) of PF extracted
from red apple peel (Red Delicious), and B-lg were studied. By ultrafiltration it was determined that 57% of the PF
added bound to the protein. Fluorescence extinction of B-lg by PF addition performed at different temperatures
confirmed the formation of a static complex. The fluorescence extinction of B-lIg with acrylamide did not vary
significantly in the presence of PF, indicating that PF bound to a site different from the hydrophobic pocket of the
protein. Particle size and { potential measurements of $-1g were not significantly modified by the addition of PE.
This fact pointed to a low number of PF bounded to the dimer of the protein. In conclusion, NC would allow PF
vehiculization, their protection and use for enrichment functional foods.

Keywords: Polyphenols, apple peel, beta-lactoglobulin, nanocomplexes.

Introduccion

Existe abundante evidencia cientifica que correlaciona la
ingestion de polifenoles (PF) con una menor incidencia de
enfermedades cronicas, tales como las cardiovasculares, dia-
betes y cancer, debido a su actividad antioxidante (Landete,
2012; Del Rio, et al., 2013; Lima, et al., 2014). Esto gener6
un creciente interés en aumentar el contenido de PF en la
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dieta, incorporandolos en alimentos funcionales (Benzie y
Wachtel-Galor, 2012).

La manzana es una fruta ampliamente consumida. La
Camara Argentina de Fruticultores Integrados estima que la
produccion mundial de manzanas es de alrededor de 85 millones
de toneladas (CAFI, 2017). Esta fruta posee, entre otros nutrien-
tes, PE y presenta el mayor contenido en la cascara (Escarpa y
Gonzilez, 1998; Solovchenko y Schmitz-Eiberger, 2003; Wolfe,
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et al,, 2003). Esta caracteristica resultaria de interés para los
productores, ya que podrian encontrar usos alternativos para
los cultivos que no cumplen con los estandares de calidad y, por
lo tanto, son considerados como descarte (Reyes y Cisneros-Ze-
vallos, 2003; Jacobo-Velazquez y Cisneros-Zevallos, 2012).

La proteina mayoritaria del lactosuero, la betalactoglo-
bulina (B-1g), es muy estudiada por su capacidad de ligar
compuestos hidrofébicos y anfifilicos como vitaminas lipo-
solubles, dcidos grasos y PF (Livney, 2010; Livney, 2017). La
interaccion entre B-lg y PF del té ha sido muy estudiada, no
asi la interaccién con PF extraidos de cascara de manzanas,
alimentos que presentan diferentes tipos y cantidades de PF
(Rodriguez, et al., 2015). La interaccion de la B-1g con estos
compuestos estd regida principalmente por interacciones en
subolsillo hidrofébico, pero también se han descripto enlaces
a través de otros sitios presentes en la cavidad cercana a la
estructura de alfa-hélice y en la superficie externa de la mo-
lécula (Kontopidis, et al., 2004; Delorenzi, 2005).

La incorporacion de sustancias bioactivas a alimentos es
una manera de desarrollar productos alimenticios funcionales
que pueden proveer beneficios fisioldgicos y/o disminuir el
riesgo de contraer enfermedades (Chen y Subirade, 2006).
Con el fin de incorporar sustancias bioactivas a alimentos a
través de técnicas nanotecnologicas, el proceso de encapsula-
cion presenta gran potencial para el desarrollo de productos
innovadores en la industria alimentaria (Sekhon, 2010). Al
atrapar un bioactivo dentro de un nucleo encapsulante se lo
protege de posibles condiciones adversas (pH, luz, tempera-
tura, humedad u oxigeno), preservando su funcionalidad, au-
mentando su vida ttil y posibilitando su transporte (Tavares,
et al., 2014; Quintanilla-Carvajal, et al., 2010).

Por lo antedicho, se propuso evaluar la posibilidad de
vehiculizar PF de cascara de manzanas rojas (Red Delicious),
formando nanocomplejos (NC) con f-1g.

Materiales y Métodos
Reactivos

Se utiliz6 -1g DAVISCO Foods International, Inc. (Le Sueur,
MN). Se preparé una solucién madre de 8-Ig 100 uM en bufter
fosfato 20 mM (pH 6,8). La solucién de acrilamida (Sigma,
USA) 5 M se prepard en buffer fosfato 20 mM (pH 6,8). Todos
los demas productos quimicos fueron de calidad analitica.

Manzanas

Se adquirieron manzanas Red Delicious que se lavaron, es-
currieron y secaron con papel. Luego se procedio a pelarlas
Y, a partir de la cascara, extraer los PF.

Extraccion de PF

Los PF de las manzanas fueron extraidos por un método
adaptado del trabajo de Wolfe et al. (2003). Se mezclaron 5 g
de cascara de manzana trozada con 20 mL de una solucién
fria de metanol/agua 80:20 durante 5 min. La preparacion
se homogeneiz6 durante 3 min. Luego se filtré a través de
papel Whatman N° 1 y los s6lidos se mezclaron con 15 mL de
metanol 80%. Se homogeneizé nuevamente por 3 min antes
de filtrar. El filtrado se recuperd y se evapord hasta sequedad
usando un evaporador rotatorio Buchi (Alemania) a 45 °C.
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Los extractos se reconstituyeron en 3,5 mL con buffer fosfato
20 mM pH 6,8 y se congelaron a -40 °C hasta su anlisis. Todos
los extractos se realizaron por triplicado.

Determinacion del contenido de PF

Se determind el contenido de PF por la técnica de Folin-Cio-
calteau (Singleton, et al., 1999) usando una curva patrén de
acido galico (AG) en un rango de concentracion de 0 a 500
pg/ mL. Los resultados se expresaron como equivalentes de
AG g/100g de muestra seca.

Determinacion de formacion
de complejos de -1g con
PF por ultrafiltracion

El porcentaje de PF unidos a p-1g fue determinado por
ultrafiltracién con un equipo Amicon Modelo 12 75 PSI
max provisto de una membrana de filtracién molecular
de celulosa MWCO 10,000. En el ultrafiltrado el ligan-
do libre se midi6 por Folin-Ciocalteau y el porcentaje
de ligando fijado se calcul6 segun la siguiente férmula:
PF unidos (%) = (PF total - PF en el filtrado) / PF total x 100

Extincion de la fluorescencia
intrinseca de la B-1g por PF

Esta extincion fue estudiada usando una solucién de proteina
20 uM en buffer fosfato 20 mM, pH 6,8. Se colocaron alicuotas
de 3 mL de esta solucidn en la cubeta de un espectrofluoréme-
tro Jasco FP-770 y se titulé con una solucién madre de PF de
210 uM. La intensidad de fluorescencia a 336 nm fue medida
después de cada adicién de solucion de PF utilizando una
excitacion de 295 nm. Todas las experiencias fueron llevadas
a cabo a dos temperaturas: 25 °Cy 35 °C.

Las correspondientes constantes de Stern-Volmer (Ksv)
fueron obtenidas a partir de las pendientes de las graficas
Fo/F vs. concentracion de agente extintor, de acuerdo con la
siguiente ecuacién (Liang y Subirade, 2012):

Fo/F =1 + Ksv [extintor]
FoyF sonla fluorescencia en ausencia y presencia de extintor.

Extincion de la fluorescencia
intrinseca de la f-lg y por acrilamida

La extincion fue estudiada usando una solucion de protei-
na 20 pM, en buffer fosfato 20 mM, pH 6,8, en ausencia y
presencia de 100 ul de PF 210 uM de cascara de manzana.
Se colocaron alicuotas de 3 mL de esta solucién en la cubeta
de un espectrofluorémetro Jasco FP-770 y se titul6 con una
solucién madre de acrilamida de 5 M. La intensidad de fluo-
rescencia a 336 nm fue medida después de cada adicion de
alicuota de acrilamida con una excitacion de 295 nm. Todas
las experiencias fueron llevadas a cabo a 25 °C. Las constantes
de Stern-Volmer (Ksv) se obtuvieron de manera similar a lo
descripto en la seccién anterior.

Mediciones de tamaiio de
particula y potencial Z

Las mediciones del tamario de particula fueron llevadas a cabo
mediante el uso de un instrumental que mide la dispersién
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dindmica de la luz (DLS) (Horiba, Nano Particle Analyzer
SZ-100, Kyoto, Japan). El didmetro hidrodindmico es el
didmetro de una esfera que difunde a la misma velocidad
promedio que la particula bajo investigacion. El diametro
hidrodindmico medio (d) es el pico obtenido de la curva que
representa la intensidad versus el didmetro de particula. La
carga eléctrica (potencial {) de la proteina en presencia de
PF fue determinada usando medidas electroforéticas. Antes
de la determinacidn, las muestras fueron filtradas a través de
microfiltros de 1 um de tamaio de poro. Las medidas de DLS
y potencial { fueron llevadas a cabo sobre soluciones de p-lg
100 uM, en ausencia y presencia de cantidades variables de
210 uM PF de cascaras de manzanas. Las medidas se efec-
tuaron por triplicado. La temperatura se mantuvo en 25 °C.

Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron al menos por triplica-
doy se informaron los promedios y desvios correspondientes.
Para la realizacion del andlisis de varianza se utilizo el software
estadistico Statgraphics plus 3.0.

Resultados

El contenido de PF de la cascara de manzana roja Red Deli-
cious obtenido fue de 266 + 2 mg AG/100 g. Por ultrafiltraciéon
se determiné luego que el 57% del total de los PF presentes
se ligo a la B-1g.

El analisis de la extincion de la fluorescencia intrinseca
de la B-1g por PF present6 una constante de Stern-Volmer de
0,11 M1a25°Cy 0,08 M!a 35 °C, y fue significativamente
menor la altima (p < 0,05) (Figura 1A).
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Figura 1. A) Extincién de la fluorescencia de B-Ig por PE
B) Extincion de la fluorescencia de la p-lg con acrilamida
en ausencia y presencia de PE.
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Sistema Tamaino de particula (nm)

B-lg 4,98 + 0,97
B-lg + 0,4 uM PF 5,30 + 0,67
B-lg + 0,7 uM PF 4,88 + 1,11
B-lg + 1,1 uM PF 4,70 + 0,94
B-lg + 1,5 uM PF 5,36 + 0,90
B-lg + 1,9 uM PF 5,42 + 0,96
B-lg + 2,2 uM PF 5,42 + 0,93
B-lg + 3,7 uM PF 5,36 + 1,02
B-lg + 4,5 uM PF 4,62 + 0,74
B-lg + 6,0 uM PF 4,24 40,96
B-lg + 7,4 uM PF 4,62 + 0,61

Tabla 1. Tamafio de particula de B-Ig y complejos de PF
con B-lg. Los resultados se expresaron como x + DE.

Sistema Potencial { (mV)

B-LG -12,89 + 1,18
B-LG + 0,6 uM PF -11,87 + 1,09
B-LG + 1,2 uM PF -12,45 + 1,50
B-LG + 1,7 uM PF -11,98 + 0,78
B-LG + 2,3 uM PF -11,48 + 3,09
B-LG + 2,9 uM PF -12,60 + 1,79
B-LG + 3,5 uM PF -12,65 + 0,15
B-LG + 4,6 uM PF -12,20 + 0,77

Tabla 2. Potencial { de B-1g y complejos de PF con B-lg. Los
resultados se expresaron como x + DE.

Al realizarse las experiencias de extincion de la fluores-
cencia con acrilamida de B-Ig, en ausencia y presencia de PF,
no se observo diferencia significativa (p > 0,05) (Figura 1B).

La B-lg mostré una distribucién monomodal que se en-
sancha de 3,00 a 6,80 nm, con un pico maximo a 25 °C (4,98
nm). Cuando se agregaron concentraciones crecientes de PF,
no se observé ningun cambio significativo en el tamafio de
particula (p > 0,05) (Tabla 1).

La adicion de PF de céscara de manzana no modificé en
forma significativa el potencial { dela -1g (p > 0,05) (Tabla 2).

Discusion y Conclusion

Elvalor hallado para el contenido de PF de la cdscara de man-
zana roja Red Delicious es cercano al publicado por Jakobek y
Barron (2016), quienes trabajando con manzanas de piel roja
obtuvieron contenidos de PF de entre 184 y 417 mg AG/100
g. Otros autores, trabajando con diferentes variedades de
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manzanas, hallaron contenidos de entre 165 y 400 mg AG/ 100
g (Valavanidis, et al., 2009), 206 y 472 mg AG/100 g (Wang,
etal,, 2015), 305y 713 mg AG/100 g (Vieira, et al., 2011), y
309 y 598 mg AG/100 g (Wolfe, et al., 2003).

Rodriguez et al. (2015) estudiaron por ultrafiltracion
el porcentaje de PF de té verde unidos a B-lg y obtuvieron
valores de entre 62 y 85%, moderadamente superiores a los
hallados en este trabajo.

La extincién de la fluorescencia de los PF sobre p-1g
mostré una reduccién de la constante de Stern-Volmer al
aumentar la temperatura, lo cual confirma la formacién de
un complejo estatico entre B-Ig y PF (Lakowicz, 2006). Por
otra parte, el hecho de que no se observa diferencia en la
extincion de la fluorescencia de la B-lg con acrilamida en
ausencia y presencia de los PF indicaria que los PF se unirian
a un sitio distinto al del bolsillo hidrofébico sin producir
cambios conformacionales evidentes (Moro, et al., 2001).
Contrariamente, Kanakis et al. (2011), quienes estudiaron
la interaccion de B-lg con PF del té, observaron que estos se
unen débilmente a la proteina en solucién por interacciones
hidrofébicas e hidrofilicas, produciendo notables cambios
conformacionales.

El tamano de particula determinado para la B-lg nativa
estuvo de acuerdo con los datos previos informados por Von
Staszewski et al. (2012) y Von Staszewski et al. (2014). En el
rango de trabajo ensayado, el complejo entre la proteina y los
PF involucré al dimero de B-1g, tal como lo evidencia la Tabla
1. Asimismo, la unién de PF cargados no fue suficiente para
modificar la carga superficial de la proteina e indicé un nime-
ro relativamente bajo de los PF unidos a la proteina (Tabla 2).

Utilizando PF de distinto origen (PF de té verde) y a
concentraciones superiores a las de este trabajo, Rodriguez
et al. (2015) observaron la formacion de estructuras mul-
timéricas. Bajo estas condiciones, otros autores suponen
también un apilamiento de PF sobre zonas hidrofébicas de la
proteina debido a su estructura planar (Charlton, et al., 2002;
Poncet-Legrand, et al., 2006; Von Staszewski, et al., 2014). La
union entre proteinas del lactosuero y PF se ha caracterizado
como interacciones de enlace no covalente, que comprenden
interaccion hidrofébica, van der Waals, puente de hidrégeno
e interaccion i6nica (Nagy, et al,, 2012).

La formacion de NC entre los PF de cascara de manzanas
y dimeros de la B-Ig como modelo de proteinas del lactosuero
permitiria su vehiculizacion, proteccion y posterior utiliza-
cién para el enriquecimiento de alimentos. Para tal fin se
deberian realizar estudios de estabilidad de los NC ante la
accion de agentes externos y de biodisponibilidad. Ademas,
deberia evaluarse la aceptabilidad sensorial de los alimentos
enriquecidos.
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