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DESCRIPCION
Hidrogeles tixotrépicos a base de a-lactalbimina, método de preparacién y uso de los mismos

La presente invencion se refiere a la preparacion de hidrogeles que presentan propiedades ventajosas utilizando un
subproducto de la industria lactea: la a-lactalbumina, a los hidrogeles asi obtenidos y a su utilizacién, especialmente
para la preparacion de biomateriales.

Los hidrogeles producidos en el marco de la presente invencién presentan caracteristicas reolégicas particulares
que los hacen interesantes para ciertas aplicaciones; en efecto, se trata de geles tixotrépicos capaces, bajo una
suficiente solicitacion, de desestructurarse hasta un estado liquido y reestructurarse después una vez que se quedan
en reposo.

La proteina utilizada para producir los hidrogeles es la a-lactoalbumina (designada en lo que sigue a-La, en
particular la a-La bovina. Esta proteina lactea se encuentra mas particularmente en el lactosuero o suero de la leche.
Por lo tanto, presenta el interés de ser una proteina natural y disponible en grandes cantidades en la industria
guesera, siendo realizada la fabricacion de queso a partir del “cuajo” de la leche (caseinas precipitadas y separadas
del lactosuero).

Un gel se compone de una molécula que, en presencia de un disolvente apropiado, se auto- ensembla por via de
interacciones quimicas o fisicas y se organiza en una red. Los procedimientos especificos que conducen a la
formacion de geles dependen de las propiedades fisico-quimicas y de las interacciones de los componentes del gel.
Cuando el disolvente es agua, se trata de hidrogel.

Un hidrogel es una red de cadenas polimeras inicialmente solubles en agua, pero que se vuelven insolubles
después de su reticulacion. Los hidrogeles son polimeros naturales o sintéticos superabsorbentes (pueden contener
mas de 99% de agua). Poseen también un grado de flexibilidad muy similar al de los tejidos naturales a causa de su
importante contenido de agua. Sus caracteristicas fisicas, su permeabilidad, asi como su biocompatibilidad los hace
excelentes candidatos como materiales bioldgicos utilizados para aplicaciones médicas, incluyendo la liberaciéon de
moléculas, asi como la ingenieria tisular. En funcion de la naturaleza de las uniones transversales, los hidrogeles se
dividen en dos categorias: los geles quimicos procedentes de métodos tradicionales de reticulacion o “crosslinking”
(enlaces cruzados) con enlaces covalentes, y los geles fisicos que resultan del autoensamblaje de macromoléculas
(por ejemplo glucidica o proteica) y constituyen redes que se mantienen unidas por marafias moleculares y/o por
uniones débiles (uniones hidréfugas, iénicas, puentes de hidrogeno y fuerzas de van der Waals); las interacciones
moleculares de estos geles fisicos pueden ser perturbados por cambios ambientales tales como la temperatura, el
pH, la fuerza ibnica, la luz o incluso una molécula bioldgica dada. La gelificacion es por lo tanto reversible en
respuesta a uno o varios de estos estimulos.

La preparacion de hidrogeles a partir de proteinas de la leche ya es conocida. Las proteinas de la leche son los
vehiculos naturales para las moléculas bioactivas gracias a sus propiedades estructurales y fisicoquimica como su
capacidad para ligar iones y pequefias moléculas, y también por sus propiedades de autoensamblaje y de
gelificacién. A pesar de la cantidad de materiales a base de proteinas de la leche (caseinas o proteinas del
lactosuero) ya utilizadas en diversas industrias, continlan numerosos estudios sobre estas proteinas y apuntan al
desarrollo de nuevos nano-objetos innovadores: tales como peliculas alimentarias comestibles y biodegradables
realizadas a partir de proteinas de la leche combinadas con otros biopolimeros naturales (Chen 1995; Le Tien,
Vachon et al. 2001); coacervados o nano-vesiculas de caseinas o de otras proteinas de la leche que fueron
desarrolladas especialmente como sistemas de liberacion (Audic, Chafeur et al. 2003; Semo, Kesselman et al. 2007;
Livney 2010); o también geles de proteinas de la leche.

Entre los geles de proteinas de la leche se puede citar primeramente la gelificacion de las caseinas que se pueden
obtener bajo diferentes condiciones: por la acidez a pH 4,6; por la accién del cuajo, cuyo principio activo es la
guimocina, enzima que efectla una escision proteolitica que provoca la agregacion de las micelas y que se utiliza
para la encapsulacion de bacterias probidticas (Heidebach, Forst et al. 2009a); por la accién de la transglutaminasa,
enzima que enlaza entre si ciertos aminoacidos (esencialmente acido glutdmico y lisina) contribuyendo a la
polimerizacion de las proteinas y utilizada igualmente para la microencapsulacion de células probiéticas (Heidebach,
Forst et al. 2009b); por la accién de la genipina, agente reticulante natural de las proteinas, para la liberacion
controlada de moléculas a nivel intestinal (contraccion del hidrogel a pH acido (estdbmago), después hinchamiento a
pH neutro y, por lo tanto, liberacién del principio activo (intestino)) (Song, Zhang et al. 2009).

Se conoce igualmente el inducir la gelificacion de las proteinas del lactosuero por elevacién de la temperatura
(Paulsson, Hegg et al. 1986). Como otros hidrogeles, los geles realizados a partir de proteinas de lactosuero
presentan un comportamiento de hinchamiento sensible al pH y utilizable para la liberacién dirigida de moléculas
(Gunasekaran, Ko et al. 2007). Los geles de B-lactoglobulina, igualmente inducidos por la temperatura, son muy
estudiados y fueron caracterizados con ayuda de diversas técnicas tales como TEM (microscopia electrénica de
transmision), WAXS (wide angle X-ray scattering) (dispersion gran angular de rayos X) y FTIR (Fourier transform
infrared spectroscopy) (espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier) (Kavanagh, Clark et al. 2000). La
desnaturalizacion de las proteinas puede ocasionar interacciones hidrofugas entre ellas, sobre todo la -
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lactoglobulina) (b-Lg) y la sueroalbumina bovina (BSA), que poseen tioles libres y, por lo tanto, pueden intercambiar
puentes disulfuro: por ejemplo, nanoesferas de BSA fueron realizadas con una particula magnética y/o un foto-
sensibilizador y son utilizables en los tratamientos de cancer (Rodrigues, Simioni et al. 2009). Recientemente fue
desarrollado un procedimiento de gelificacion en frio y los geles asi obtenidos los hace potencialmente interesantes
para la liberacién de moléculas. El interés de estos geles reside en el hecho de que los bioactivos termosensibles
pueden ser afiadidos después del tratamiento térmico de los lactosueros, pero antes de la gelificacion que es
inducida a continuacion por adicion de sales (calcio preferentemente) o por disminucion del pH.

Se efectuaron numerosas mediciones de reometria sobre geles de B-lactoglobulina sola (Glosal, Clark et al. 2004b)
o mezclada con o-lactalbumina (Kavanagh, Clark et al. 2000). Estas permitieron determinar los factores, pH y fuerza
ibnica, que afectan las caracteristicas fisicas de los geles (Loveday, Rao et al. 2009). Los geles de B-lactoglobulina
(b-Lg) inducidos por una exposicion prolongada a temperaturas elevadas (80°C) se forman en dos tiempos y serian
esencialmente compuestos de polipéptidos de B-lactoglobulina parcialmente degradada (Akkermans, Venema et al.
2008; Oboroceanu, Wang et al. 2010). Los geles de b-Lg se pueden obtener también por disolucién de la proteina en
una mezcla particular de agua/alcohol. Las caracteristicas reoldgicas y estructurales de estos geles son diferentes
(Gosal, Clark et al. 2004a); (Gosal, Clark et al. 2004c); Loveday, Rao et al. 2009).

Otros tipos de geles conocidos y realizados a partrir de proteinas de la leche estan formados a partir de nanotubos
de a-lactalbimina (Ibsen, Otte et al. 2001). Estos nanotubos se forman por autoensamblaje de fragmentos de a-
lactalbumina y bajo ciertas condiciones (concentracion minima de proteina y relacion proteina/calcio) (Graveland-
Bikker, Ipsen et al. 2004; Ipsen y Otte 2007). La particularidad de estas fibras es que no se obtienen mas que en
presencia de calcio y con una proteina que ha sufrido previamente una proteolisis provocada por una serinproteasa
particular, extraida de Bacillus licheniformis (Ipsen y Otte 2007).

La formacion de geles a partir de a-lactalbimina intacta, e inducida por fuertes temperaturas (80°C) se puso de
manifiesto a pH neutro en dos articulos que estudian especialmente la influencia de la o-lactalbimina en la
gelificacién de la B-lactoglobulina (Hines y Foegeding 1993; Kavanagh, Clark et al. 2000). Mas particularmente, el
equipo de Kavanagh et al. ha seguido las gelificaciones a 80°C en diferentes relaciones de concentracion entre la b-
Lg y la a-La, asi como de las proteinas solas, que constituyen sus testigos. El testigo que corresponde a la a-La sola
presenta a pH 7 un tiempo de gelificacién 10 veces mas lento que el observado en la b-Lg sola. Estos geles de a-La
no han atraido la atencién de los investigadores y, por lo tanto, no fueron caracterizados desde un punto de vista
estructural y reoldgico. Un gel de a-La preparado segun las condiciones descritas por Kavanagh et al. fue preparado
por la firma solicitante (véase ejemplo 3); presenta caracteristicas macroscoépicas diferentes a las de los hidrogeles
puestos a punto por la firma solicitante; es duro, elastico e irreversible (no cambia de forma cuando se le somete a
una solicitacion).

Finalmente, la tesis de C. Blanchet (“Repliegamiento de las proteinas y formacién de fibras amiloides. El caso de la
a-lactalbimina®), sostenida el 23/06/2008, describe un procedimiento para la preparacién de una suspension de a-
lactalbumina a 40°C, a pH 2, a diferentes concentraciones de sal (NaCl de 0 a 150 mM), sin embargo, estos
procedimientos no se han utilizado todavia con el fin especifico de preparar geles, sino para caracterizar el
comportamiento de la a-lactalbimina.

Sin embargo, los geles obtenidos con NaCl 150 mM fueron -caracterizados, tienen un comportamiento
reofluidificante; no se ha sugerido en esta tesis que tales geles descritos puedan presentar un comportamiento
tixotropico y que un comportamiento tal no se puede deducir de los ensayos presentados en esta tesis.

La firma solicitante ha reproducido el procedimiento de preparacion de hidrogel de a-lactalbimina tal como se
describe en esta tesis y pudo confirmar experimentalmente que los geles asi obtenidos no son tixotropicos (véase el
ejemplo 4 a continuacién).

Un fluido reofluidificante (o pseudoplastico) es un fluido cuya viscosidad disminuye si la solicitacion de cizalladura o
la velocidad de deformacion, que se le aplica, aumenta (véase preambulo del ejemplo 2).

Conviene precisar que los fluidos reofluidificantes no son necesariamente tixotrépicos, este es el caso, por ejemplo,
de los geles de carbopol (Piau 2007; Tokpavi, Jay et al. 2009).

En el marco de estos trabajos, la firma solicitante ha decidido poner a punto hidrogeles de a-lactalbimina
reofluidificantes, con umbral y tixotropicos.

La definicién de la tixotropia comunmente admitida (Mewis 1979; Pignon, Magnin et al. 1998) es la siguiente: un
material se denomina comunmente tixotropico, si partiendo de un estado de reposo durante un periodo
suficientemente largo, su viscosidad decrece con el tiempo y su estructura se modifica cuando se le aplica un
gradiente de cizalladura constante. De manera reversible, si la cizalladura se interrumpe, la viscosidad crece de
nuevo, el material recobra entonces gradualmente la consistencia y estructura que tenia en reposo (Figura 1).

Esta caracteristica es muy buscada especialmente para la extensiéon y aplicacion de numerosos productos
alimentarios (geles de proteinas de la leche o de soja, documento W02008/130252), en pinturas o productos
cosméticos. También puede ser muy util como método no invasivo de inyeccion in situ de hidrogeles, en la liberacién
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dirigida de moléculas o para la reconstruccion tisular. Un articulo aparecido en Nature, Nanotechnology, muestra que
los geles tixotrépicos compuestos, por ejemplo, por PEG-silice se pueden utilizar y presentan diversas ventajas para
el cultivo celular 3D (Peck, Wan et al. 2008).

Los hidrogeles segun la invencién se denominan con umbral, puesto que se debe aplicar una solicitacion minima
para permitir que el material fluya mas alla de una deformacion, denominada deformacion critica yc que, en el marco
de la presente invencién, tiene un valor superior a 0,1, preferentemente comprendido entre 0,1 y 1. La deformacién
critica se alcanza cuando una solicitacion suficientemente elevada (solicitacion umbral) se aplica a un hidrogel
completamente en reposo para que dicho hidrogel comience a fuir; se identifica graficamente por la interseccién de
la curva del médulo de almacenamiento G’ y la del médulo de pérdida G” (véase el ejemplo 2 y la Figura 6).

Mas particularmente, la presente invencion se refiere a un procedimiento de preparacion de un hidrogel de a-
lactalbdmina a partir de una suspension acuosa de a-lactalbimina a una concentracion C,..a comprendida entre 5y
60 mg/mL, que comprende las siguientes etapas:

a) suspension de a-lactalbimina en una solucién acuosa acida que tiene una fuerza iénica inferior o igual a
60 mM, preferentemente inferior a 50 mM y, de modo mas preferente, que tiene un valor de 30 mM;
consistiendo dicha suspension en:

(al)la preparaciéon de una solucién acuosa acida que tenga una concentracion de protones expresada
en mM, determinada por la suma: (valor numérico de Ca..a expresado en g/L) + 10;

(a2) la suspension de la a-lactalbimina en dicha solucién acuosa acida; y

(a3) si fuera necesario, el ajuste del pH a un valor comprendido entre 1,5 y 2,5, preferentemente entre
1,8y 2,2 y mas preferentemente, el pH vale 2,0.;

b) la formacion del gel a partir de dicha suspensién de a-lactalbimina obtenida al final de la etapa a);
realizandose dicha formacion del gel en las condiciones siguientes:

- aunatemperatura inferior a 60°C, comprendida preferentemente entre 35 y 55°C;

- bajo una agitacion que tenga una intensidad definida por un nimero de Reynolds comprendido
entre 37 y 1000, preferentemente entre 300 y 500;

- durante 10 horas a 1 semana (168 horas), especialmente entre 48 y 96 horas, y
- en ausencia de evaporacion de agua de dicha suspension de a-lactalbumina.
En lo que sigue, la suspension acuosa de a-lactalbimina se puede designar igualmente solucion.

De manera sorprendente, la firma solicitante ha constatado que a pesar de una fuerza i6nica débil o nula de la
solucién acuosa utilizada para la preparacion del hidrogel de a-La, también era posible obtener un gel tixotropico, y
gue este hidrogel presentaba una estabilidad satisfactoria en el tiempo; en efecto, la firma solicitante observé que los
hidrogeles con débil fuerza idénica son mas estables en el tiempo que aquellos obtenidos con fuerza i6nica (>60 mM),
que se vuelven viscosos con el tiempo. Ademas, la preparacién de un hidrogel que tenga un contenido de sal muy
débil es ventajosa, por ejemplo para utilizaciones como texturante alimentario.

La a-lactaloimina es una pequefia metalproteina globular de 14 kDa que posee 4 puentes disulfuro, es
estructuralmente homéloga a la lisozima y necesita la presencia de calcio para una estructura funcional. Es la
proteina mas abundante del lactosuero humano y la segunda proteina después de la b-Lg en el lactosuero bovino.
Forma parte de las proteinas modelo en los estudios de repliegamiento, puesto que en condiciones precisas es
capaz de adoptar una estado particular parcialmente replegado: el estado “molten globule” (glébulo fundido) (MG)
(Permyakov y Berliner 2000).

La a-La es la proteina de la leche menos alergénica (Restani, Ballabio et al. 2009) y a pesar de cierta resistencia a
las enzimas digestivas en presencia de otras proteinas de la leche, los péptidos liberados por la accién de diferentes
proteasas sobre la a-La son estudiados ampliamente.

A escala industrial se utilizan numerosos procedimientos para el enriquecimiento en a-La del lactosuero o para la
purificacién de a-La: filtracion por membranas; cromatografia en columnas (IEX, SEC, HIC); hidrdlisis enzimatica
para degradar las caseinas o la b-Lg, combinada con la filtracién por membrana o también precipitacion isoeléctrica
combinada con un tratamiento térmico para precipitar la a-La (Kamau, Cheison et al. 2010).

El procedimiento segun la invencion se puede realizar con cualquier a-lactalbimina; segiin un modo de realizacion
particular, se trata de a-lactalbimina originada por la industria quesera procedente de leche de vaca, oveja, cabra,
bufalo, camello, yegua...
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En el marco de la realizacion del procedimiento segun la invencion, la fuente de a-lactalbumina utilizada presenta de
preferencia una pureza de al menos 85%, preferentemente de al menos 90%. Es igualmente posible realizar el
procedimiento segun la invencién con lactosuero enriquecido en a-lactalbimina y que tenga un contenido de la
menos 45% en peso de a-lactalbumina.

De preferencia, la suspension de a-lactalbimina obtenida al final de la etapa a) se filtra. Esta filtracion se puede
realizar con un filtro que tenga un umbral de corte tal que deje pasar los objetos que tengan un peso molecular
inferior o igual a 20 kDa, como las proteinas de a-La, pero que retienen los microorganismos y otros contaminantes;
asi, se pueden utilizar filtros con umbral de corte inferior o igual a 0,5 um, por ejemplo los filtros comerciales de 0,22
pm.

La ejecucion de la etapa b) de formacion del gel se realiza a una temperatura homogénea del conjunto de la
suspension de a-lactalbumina.

La agitacion de la suspension de a-lactalbimina que se realiza en el transcurso de esta etapa b) debe ser
igualmente homogénea en todo el recipiente de agitacion.

Con el fin de caracterizar la intensidad de la agitacion, que debe ser débil pero no nula, independientemente de la
geometria y del tamafio del recipiente y del agitador, la firma solicitante ha determinado una gama de valores del
numero de Reynolds adaptada a la realizacion del procedimiento segun la invencion; asi, el numero de Reynolds
debe estar comprendido entre 37 y 1000, preferentemente entre 300 y 500. Las modalidades de determinacion del
numero de Reynolds se detallan en el ejemplo 1 siguiente.

Como ejemplo, cuando el procedimiento se realiza a escala de laboratorio (volumen de suspension de a-
lactalbimina comprendido entre 1 ml y 100 ml), la agitacion se puede efectuar con ayuda de plato rotatorio o bien
con una barrita magnética, cuya longitud esté comprendida entre 70 y 90% del diametro de dicho recipiente; en
estos casos, la velocidad de agitacion estd comprendida entre 10 y 300 revoluciones por minuto (rpm).

Los geles de a-La se forman a pH &cido, favorable a la forma MG vy, por lo tanto, a la fibrilaciéon de la proteina. El
valor del pH es extremadamente importante para la formacion de los geles, puesto que ésta es imposible a pH 3
(Kavanagh, Clark et al. 2000).

Durante la ejecucion de la etapa (al) del procedimiento segun la invencion, el contenido de protones que permite
obtener el pH acido necesario para la formacién del hidrogel se puede obtener con un acido fuerte, por ejemplo HCI.

Es esencial realizar la acidificacion segin la etapa (al) antes de la etapa (a2) de suspension de la a-La.

La fuerza i6nica que se emplea para la preparacion del hidrogel segun la invencién, y que esta comprendida entre 0
y 60 mM, se obtiene por adiciéon eventual de sal, pudiendo elegirse entre los halogenuros de metal alcalino o
alcalinotérreo, tales como por ejemplo NaCl, KCI, MgCl,, CaCl....; los carbonatos de metal alcalino o alcalinotérreo o
sus mezclas; los fosfatos, tales como por ejemplo el fosfato de sodio o de potasio o también los sulfatos tales como,
por ejemplo, el sulfato de sodio o de magnesio...

La concentracion de sal de la solucion acuosa de a-La se determina clasicamente por el experto en la materia en
funcion de la fuerza i6nica deseada.

Segun una variante particular de realizacién del procedimiento segun la invencién, éste se ejecuta sin adicion de sal.

El ejemplo 2 siguiente muestra la caracterizacion reoldgica de los hidrogeles de a-La obtenidos por el procedimiento
segun la invencion.

La presente invencion se refiere igualmente a los hidrogeles de a-lactalbimina capaces de ser obtenidos segun el
procedimiento de la invencion.

Se trata mas especificamente de hidrogeles que tienen un contenido de a-lactalbimina comprendido entre 5y 60
mg/mL; un pH comprendido entre 1,5y 2,5, preferentemente entre 1,8 y 2,2 y mas preferentemente, el pH vale 2,0;
una fuerza ionica inferior o igual a 60 mM, preferentemente inferior a 50 mM y, mas preferentemente, que tenga un
valor de 30 mM.

Estos hidrogeles se caracterizan por un comportamiento de fluido reofluidizante, con umbral de solicitacion (una
fluencia tiene lugar cuando se aplica una deformacion critica comprendida entre 0,1 y 1) y tixotropico; la viscosidad
de estos hidrogeles disminuye si la solicitacion de cizalladura o la velocidad de deformacion que se les aplica
aumenta, ademas, estos hidrogeles se desestructuran bajo la influencia de la cizalladura (liqguefaccion) y se
reestructuran cuando cesa la cizalladura (solidificacion).

Producidos a partir de fuentes naturales tales como leche o lactosuero, los hidrogeles de a-lactalbumina segun la
invencién se inscriben en el marco del desarrollo sostenible. El producto es natural y, por lo tanto, biodegradable,
biocompatible, no toxico y considerado como GRAS (generally recognized as safe) (generalmente reconocido como
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seguro). Ademas, el procedimiento de produccion es compatible con los procedimientos de la quimica verde, es
decir quimica suave que preserva el medioambiente puesto que no utiliza disolventes, ni agentes de reticulacion.

Las proteinas de la leche, y en particular la a-lactalbimina, presentan propiedades notables:

- sus propiedades fisico-quimicas son bien conocidas: estructura, estabilidad, solubilidad, afinidad por los
metales, hidrofugosidad...

- el autoensamblaje de las proteinas se hace en forma de fibras, uno de los fundamentos de la
nanotecnologia;

- tienen elevados valores nutricionales;

- presentan diversos efectos biol6gicos observados sobre todo a partir de los péptidos derivados de su
proteolisis (Madureira, Pereira et al. 2007).

Ademas, la utilizacion de estas proteinas a escala industrial estd adaptada, puesto que:
- su fuente, el lactosuero, tiene un bajo coste;
- los procedimientos de purificacién de las proteinas del lactosuero a escala industrial son ya conocidos;

- las cantidades disponibles son considerables; por una parte por el hecho de la cantidad de a-La contenida
en el lactosuero (mas de 1 g/L en el lactosuero bovino) y, por otra parte por el hecho de las cantidades de
lactosuero disponibles como subproducto de la industria quesera y, por lo tanto, material a revalorizar.

El lactosuero o suero de la leche es el desecho principal de las queserias y de las caseinerias. Las principales
proteinas del lactosuero son la B-lactoglobulina (b-Lg), la a-lactalbimina (a-La), las inmunoglobulinas, el suero de
albumina bovino (SAB) y la lactoferrina (Lf).

Las cantidades de lactosuero disponibles en el mundo son considerables. En Francia, 15 milmillones de litros de
lactosuero se generan cada afio por la produccion de quesos de vaca. En ausencia de soluciones de revalorizacion,
el lactosuero no autoconsumido por el ganado se vierte a los rios o se expande en el campo, con consecuencias
nefastas para el medio natural: polucidn de las corrientes de agua, lagos y capas freaticas y molestias olfativas.
Esta polucién se debe principalmente a la fermentacion de las materias organicas del lactosuero (lactosa y materias
nitrogenadas) y a la disminucion del contenido de oxigeno disuelto en el agua por debajo de un umbral aceptable.
En efecto, las demandas quimica y biol6gica de oxigeno (DCO y DBO) de este desecho son grandes (DCO de 50 a
70 g/L) y constituyen un material gravemente polucionante. La utilizacién de dispositivos econdmicamente
aceptables, que apuntan a recoger y revalorizar el lactosuero es hoy en dia obligatoria para reducir estos ataques al
medioambiente.

El gran valor nutracional, funcional y biolégico de la a-La justifica su interés en los sectores alimentario,
farmacéutico y cosmético. La utilizacion de los hidrogeles de a-La segun la invencion puede ser considerada
evidentemente en forma de hidrogeles como tales, pero también en forma de peliculas por extensién (spin-coating)
(revestimiento por rotacién), después secado de los geles, o también en forma de hebras por extrusion o
electrorotacion de los geles.

La firma solicitante ha puesto de manifiesto que los hidrogeles de a-La que tienen un contenido de a-lactalbimina
comprendido entre 5 y 60 mg/mL y que fueron preparados a pH acido, es decir comprendido entre 1,5 y 2,5, de
preferencia entre 1,8 y 2,2 y mas preferentemente a pH 2,0, cualquiera que sea su fuerza ibnica, son
reofluidificantes, con umbral y tixotrépicos.

Aunque estos hidrogeles presentan un pH acido al final de su preparacion, es posible aumentar su pH con el fin de
adaptarlos para utilizaciones que se deseen hacer de dichos hidrogeles, preservando siempre sus propiedades
reolégicas.

Asi, segun otro de sus objetos, la presente invencion se refiere a hidrogeles tixotrépicos que tienen un contenido de
a-lactalbimina comprendido entre 5 y 60 mg/mL y que fueron restaurados a un pH acido, pero cuyo pH puede ser
aumentado a continuacion, para una utilizacion en la cual sus propiedades reolégicas resulten ventajosas.

Compuestos de productos comestibles, los hidrogeles de a-La encuentran en particular numerosas aplicaciones en
el sector agro-alimentario.

Asi, la presente invencion se refiere a un producto alimentario que comprende un hidrogel tixotrépico de o-
lactalbamina, el cual tiene un contenido de a-lactalbimina comprendido entre 5 y 60 mg/mL, y a la utilizacién de un
hidrogel de este tipo de a-lactalbimina como agente texturante alimentario. Segin un modo de realizacién particular,
la fuerza iénica de dichos hidrogeles esta comprendida entre 0 y 60 mM, de preferencia es inferior a 50 mM y, mas
preferentemente, tiene un valor de 30 mM.
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Segun la consistencia deseada del producto alimentario, éste podra contener entre 0,5 y 98% en peso de hidrogel
tixotrépico de a-lactalbdmina, en relacién al peso total de dicho producto alimentario.

En cuanto a las propiedades de la a-lactalbimina recordadas anteriormente, los hidrogeles segun la invencién estan
particularmente adaptados para la preparacion de biomateriales. Por “biomateriales” se entienden materiales
destinados a estar en contacto temporal o permanente con diferentes tejidos, 6rganos o fluidos de un ser vivo, para
un fin diagndstico, preventivo o terapéutico; los biomateriales comprenden igualmente los materiales destinados a
ser implantados en un organismo vivo.

Asi, la presente invencion se refiere igualmente a los hidrogeles tixotrépicos de a-lactalbimina que tienen un
contenido de a-lactalbumina comprendido entre 5 y 60 mg/mL, para una utilizacién como producto utilizado para el
tratamiento y/o la cicatrizacion de heridas; en particular, estos hidrogeles tienen una fuerza iénica comprendida entre
0 y 60 mM. En efecto, los hidrogeles de a-lactalbimina responden a criterios generalmente considerados para la
preparacion de apdsitos: biocompatibilidad y ausencia de citotoxicidad; prevencion de la deshidratacion de la herida
con el mantenimiento de un entorno himedo; proteccidon contra el polvo y las bacterias; mantenimiento de los
intercambios gaseosos; aplicacion facil sobre la herida y facilidad para desprenderlos después de la cicatrizacion.

Ademas, con el fin de mejorar su eficacia, los hidrogeles podran comprender igualmente uno o varios compuestos
activos tales como los compuestos capaces de promover la cicatrizacién cutanea, por ejemplo favoreciendo la
epitelizacion liberando moléculas activas especificas (ejemplo: EGF) o compuestos antimicrobianos.

Asi, la presente invencién se refiere a un apdsito compuesto por al menos un hidrogel tixotrépico de a-lactalbimina
que tiene un contenido de a-lactalbumina comprendido entre 5 y 60 mg/mL; segun una variante particular, estos
hidrogeles tienen una fuerza i6nica comprendida entre 0 y 60 mM, de preferencia inferior a 50 mM, y mas
preferentemente tienen un valor de 30 mM. Opcionalmente, dicho apdsito comprende, ademas, al menos un
compuesto activo tal como un agente cicatrizante o un agente antimicrobiano.

Segun una variante, el aposito segun la invencién comprende una pelicula externa permeable al aire e impermeable
a los liquidos y a los microorganismos; una pelicula de este tipo puede estar compuesta, por ejemplo por
poliuretano.

Segun otro de sus objetos, la presente invencion se refiere a una composicion cosmética que comprende al menos
un hidrogel tixotrépico de a-lactalbimina que tiene un contenido de a-lactalbimina comprendido entre 5y 60 mg/mL,
y a la utilizacién de al menos un hidrogel tixotropico de a-lactalbimina de este tipo para la preparacion de una
composicion cosmética, en particular como agente hidratante de la piel en composiciones destinadas al cuidado de
la piel (gel, crema, locién..) o como agente tensoactivo (productos de limpieza, champus...); segin una variante
particular, estos hidrogeles tienen una fuerza iénica comprendida entre 0 y 60 mM, de preferencia inferior a 50 mM y
mas preferentemente tienen un valor de 30 mM.

Por ultimo, en cuanto a su comportamiento tixotrépico, los hidrogeles que tienen un contenido de a-lactalbimina
comprendido entre 5 y 60 mg/mL se utilizan ventajosamente para la preparacién de pinturas, en particular
industriales. En efecto, los hidrogeles permiten que estas pinturas permanezcan soélidas durante su transporte y su
almacenamiento evitando asi una fluidez indeseable permitiendo al mismo tiempo una extension facil en su
utilizacién. Ademas, los hidrogeles permiten mejorar la estabilidad y la conservacion de las pinturas industriales que
se utilizan habitualmente en los depésitos permanentemente agitados. Por una agitacion realizada Gnicamente en el
momento de su utilizacion, permiten realizar, ademas, un ahorro energético.

Asi, la presente invencion se refiere también a la utilizacién de un hidrogel tixotrépico de a-lactalbimina que tiene un
contenido de a-lactalbimina comprendido entre 5 y 60 mg/mL, para la preparacion de pinturas, en particular,
industriales, y pinturas que comprenden un hidrogel de este tipo; segin una variante particular, estos hidrogeles
tienen una fuerza iénica comprendida entre 0 y 60 mM, de preferencia inferior a 50 mM y mas preferentemente
tienen un valor de 30 mM.

Ademas de las disposiciones precedentes, la invencién comprende también otras disposiciones que surgiran de la
descripcion siguiente, que se refieren a ejemplos de ejecuciéon de la presente invencion, asi como a las figuras
anexas, las cuales:

Figuras

La Figura 1 ilustra el comportamiento de los fluidos tixotrépicos cuya viscosidad decrece con el tiempo cuando se
les aplica un gradiente de cizalladura constante y que, de manera reversible, crece de nuevo si se interrumpe la
cizalladura.

La Figura 2 representa el seguimiento de la desestructuracion y de la reestructuracién a 15°C en el transcurso del
tiempo de un hidrogel de a-La de 20 mg/mL y 30 mM de NaCl con pequefias deformaciones de cizalladura armonica.
Se aplicaron diferentes procedimientos de seguimiento de la evolucion de los médulos elasticos G’ (circulo lleno) y
viscoso G” (circulo vacio) en funcién del tiempo y de la deformacién impuesta (cruz); las solicitaciones aplicadas en
cada etapa se detallan a continuacion en el ejemplo 2.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2556 816 T3

La Figura 3 representa el seguimiento de la reestructuracién a 15°C en el transcurso del tiempo de un hidrogel de a-
La de 20 mg/mL y 30 mM de NaCl después de una desestructuracién con gran deformaciéon con un gradiente de
cizalladura de 10 s*; el médulo elastico G’ se representa con circulo lleno y el médulo viscoso G”, en circulo vacio.

La Figura 4 ilustra el fin del seguimiento de la reestructuracion a 15°C en el transcurso del tiempo de un hidrogel de
a-La de 20 mg/mL y 30 mM de NaCl después de una desestructuracion con gran deformaciéon con un gradiente de
cizalladura de 10 s™ (etapa 6), después la etapa 7 de desestructuracion con cizalladura arménica con amplitud de
deformacion creciente y, por ultimo, la etapa 8 de seguimiento de la recuperacién de la consistencia con pequefia
deformacion.

La Figura 5 es una comparaciéon de la cinética de reestructuracion a 15°C en el transcurso del tiempo de un
hidrogel de a-La de 20 mg/mL y 30 mM de NaCl (etapa 6) después de una desestructuracion con gran deformacion
con un gradiente de cizalladura de 10 s?, (G’ se representa con triangulo lleno y G” con triangulo vacio) y (etapa 8)
después de una desestructuracion con pequefias deformaciones de cizalladura arménica con amplitud de
deformacion creciente (G’ se representa con circulo lleno y G” con circulo vacio).

La Figura 6 representa el seguimiento de la desestructuracion con cizalladura arménica con amplitud de
deformacion creciente a 15°C en el transcurso del tiempo de un hidrogel de a-La de 20 mg/mL y NaCl 30 mM:
identificacion de la deformacion critica y. de aproximadamente 0,2 a partir de la cual comienza a aparecer la
transicion sol-gel (etapa 7).

La Figura 7 representa el seguimiento de la desestructuracion y de la reestructuracién a 15°C en el transcurso del
tiempo de un hidrogel de a-La con pequefias deformaciones de cizalladura arménica; 20 mg/mL — NaCl 0 mM.

La Figura 8 representa el seguimiento de la desestructuracion y de la reestructuracién a 15°C en el transcurso del
tiempo de un hidrogel de a-La con pequefias deformaciones de cizalladura armoénica; 20 mg/mL — NaCl 60 mM.

La Figura 9 representa el seguimiento de la desestructuracion y de la reestructuracién a 15°C en el transcurso del
tiempo de un hidrogel de a-La con pequefias deformaciones de cizalladura armoénica; 40 mg/mL - NaCl 60 mM.

La Figura 10 compara los niveles de los mddulos viscoelasticos G’ y G” en funcidn de la fuerza i6nica de NaCl y de
la concentracion de a-La: el modulo G’ para un hidrogel de 20 mg/mL se representa por discos llenos, el médulo G”
para un hidrogel de 20 mg/mL de a-La se representa por discos vacios, el médulo G’ para un hidrogel de 40 mg/mL
de a-La se representa por tridngulos llenos, el médulo G” para un hidrogel de 40 mg/mL de a-La se representa por
triangulos vacios. Los niveles se compararon con el mismo tiempo de reestructuracion de 500 s de la etapa 3,
correspondiente a la zona de reestructuracion de cinética lenta.

La Figura 11 es una grafica que compara los niveles de deformacion critica yc en funcion de la fuerza i6nica de NaCl
y de la concentracion de a-La (discos vacios para una concentracion de a-La de 20 mg/mL y discos llenos para una
concentracion de a-La de 40 mg/mL). Para cada condicion, el fendbmeno de desestructuracion es muy reproducible,
lo que demuestra la gran capacidad del sistema para sufrir diversas solicitaciones de cizalladura sin sufrir
modificaciones fisicoquimicas o de desnaturalizacion, cualesquiera.

La Figura 12 representa el seguimiento de la desestructuracion y de la reestructuracién a 15°C en el transcurso del
tiempo de dos hidrogeles de a-La de 20 mg/mL y NaCl 0 mM (el uno preparado a partir de a-La purificada, el
segundo a partir de lactosuero enriquecido al 45% de a-La) con pequefias deformaciones de cizalladura arménica.
Se aplicaron diferentes procedimientos de seguimiento de la evolucion de los médulos elasticos G’ (circulo lleno para
el hidrogel preparado a partir de a-La purificada; triangulo lleno para el hidrogel preparado a partir de lactosuero
enriquecido al 45% de a-La) y viscoso G” (circulo vacio para el hidrogel preparado a parir de a-La purificada;
triangulo vacio para el hidrogel preparado a partir de lactosuero enriquecido al 45% de a-La) en funcion del tiempo y
de la deformacién impuesta (cruz); las solicitaciones aplicadas en el transcurso de las etapas 1 a 3 se detallan a
continuacion en el ejemplo 2.

La Figura 13 comprende dos clichés de tubos Ependorf que comprenden, de una parte un gel realizado segun el
protocolo de la tesis de C. Blanchet (B) y, de otra parte un hidrogel segun la invencion (A). El cliché de la izquierda
muestra estos dos hidrogeles después de su preparacion (los dos estan en el extremo coénico de los tubos); el cliché
de la derecha muestra estos dos hidrogeles después de la agitacion, el hidrogel (A) segun la invencién esta en la
parte baja del tubo Ependorf mientras que el hidrogel (B) permanece en la parte superior (extremo cénico).

Ejemplo 1 — determinacién de la gama de valores del numero de Reynolds de la intensidad de agitacién pa ra
la_ejecucion del procedimiento segln la invencién

pvd
M

El nimero de Reynolds representa la intensidad de la agitacién; en un reactor agitado, esiguala Re =

en donde:

- p es la masa volumica del fluido mezclado, en Kg.m’a,

8
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- v es la velocidad de rotacion de la barrita magnética, en /m/s),
- peslavelocidad del fluido mezclado, en (Pa.s) y

- d es la dimension del Gtil en agitacién (por ejemplo, la longitud para el caso de una barrita magnética) (en
m).

La velocidad de rotacién N de la barrita magnética se define por la velocidad impuesta por el agitador. Para una gala
de velocidades que va de 0 a 300 rpm.

La relacién entre la velocidad V en m/s y la velocidad de rotacion N en rpm es la siguiente:

nd
V =—N
30
77d 2
O sea, se puede evaluar un nimero de Reynolds : Re = [;0 N
U

Los fluidos mezclados (polvo de a-lactalbimina + suspensién acuosa) tienen una viscosidad muy proxima a la del
agua, puesto que la concentracién de o-lactalbimina en polvo es lo suficientemente baja para que no modifique
fuertemente la viscosidad de la suspensién durante su introduccién en agua: por consiguiente, durante la
mezcladura inicial de la suspension, la viscosidad y la masa volimica de la suspension en agitacion se tomara igual
ala del agua, es decir: p = 1000 K/p°, p = 10" Pa.s

El tamafio de la barrita magnética utilizada es d = 6x10° m de longitud.

La tabla inferior relne ejemplos de valores de nimeros de Reynolds adaptados a la mezcla recomendada para
obtener geles tixotrépicos a partir de suspensiones de a-lactalbumina :

_ 1000 77.(6.10"%)*

Re =
30.10

N =1.27N

N (rpm) | V (m/s) = 2x10°m) xN | Re=1,2TN

10 2mx10° 12 = 37,699
100 2mx107 120 1 = 376,99
300 21 x0,03 360 1 = 1130,973

Ejemplo 2 — preparacién de hidrogeles de __a-lactalbimina segun la invencion

2.1. Hidrogel preparado a partir de a-La purificada

La proteina purificada, “a-lactalbimina de leche bovina tipo Ill, empobrecida en calcio 285%” vendido bajo la
referencia de catalogo “L6010” comercializada por Sigma y liofilizada, se vuelve a suspender en una solucién acuosa
de HCI que contiene o no NaCl.

La concentracion de HCI depende de la concentracion final de a-La. Se calcula en mM afiadiendo 10 al valor
numérico de la concentracién deseada de a-La.

Por ejemplo, si se desea disponer de a-La a 40 mg/mL, la concentracion de HCI para volverla a suspender sera 40 +
10 =50 mM.

Primeramente, hay que preparar la solucion de HCI a la concentracion determinada, después afiadirle NaCl entre 0 y
60 mM. A continuacién, hay que pesar la cantidad de a-La necesaria. Esta cantidad depende de la concentracién
final de proteina y del volumen de gel a preparar. Las concentraciones de a-La utilizadas de extienden desde 5 a 60
mg/mL.

La proteina se disuelve en el volumen definido de solucion de HCI, después se ajusta el pH a 2,0+0,1 con algunos
microlitros de HCI 1M. La solucion se dispone en agitacién magnética con ayuda de una barrita imantada y se incuba
durante una noche a una temperatura que puede alcanzar desde 37 a 45°C. Al dia siguiente, es decir
aproximadamente 16h mas tarde, se ha formado el gel.
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2.2. Hidrogel preparado a partir de lactosuero enriquecido al 45% de a-La

Se reproduce el protocolo precedente utilizando un lactosuero enriquecido al 45% en peso de a-La, suministrado por
la Sociedad Armor Protéines.

Ejemplo 3 — Determinacién de las caracteristicas vis coelasticas de los hidrogeles de a-La por reologia

Nociones de reologia

La reologia es una rama de la fisica que estudia la fluencia o la deformacién de los cuerpos bajo el efecto de las
solicitaciones que se les aplican, teniendo en cuenta la velocidad de aplicacién de estas solicitaciones 0 mas
generalmente de su variacion en el transcurso del tiempo.

A elevada concentracién de a-lactalbimina, la formacion de fibras amiloides va acompafiada de un aumento de la
viscosidad de la soluciéon. Cuando se han formado las fibras, éstas interactian entre si para formar un gel. Este
aumento de viscosidad es seguido por reometria. La muestra colocada en el redmetro va a ser sometida a una cierta
solicitacion (r) dependiente de la velocidad de cizalladura (y') aplicada. La solicitacién r varia con la tasa de
cizalladura y’ y la relacion entre las dos permite determinar la viscosidad (n) del fluido estudiado. Cuando r es
proporcional a y’, entonces n es una constante y el fluido es Newtoniano, mientras que si r no es proporcional a y' ,
entonces el fluido no es Newtoniano y puede ser de diferentes naturalezas:

- silaviscosidad n disminuye cuando r e y' aumentan, entonces se tiene un fluido reofluidizante;
- alainversa, si n aumenta cuando r e y’ aumentan, entonces se tiene un fluido reoespesante.

Los fluidos tixotropicos son reofluidizantes, su viscosidad disminuye bajo una misma solicitacién en el transcurso del
tiempo a causa de una desestructuracion del material. Estos fluidos son reversibles porque cuando la solicitacion se
detiene, el material se vuelve a estructurar para reencontrar sus caracteristicas viscoelasticas iniciales.

Las caracteristicas viscoelasticas de un material se obtienen por la determinacién de los médulos dinamicos de
viscosidad segun la ley de Hooke: r = G y’, en donde G posee dos componentes, G’y G”, que sirven para cuantificar
el comportamiento viscoso o elastico de los materiales. G’ es el médulo de almacenamiento (elastico) y G” es el
moédulo de pérdida (viscoso). Cuando domina el caracter elastico, G'>>G" y a la inversa, cuando domina el caracter
viscoso, G'<<G".

Comportamiento reométrico de los geles

3.1. Mediciones reométricas

La caracterizacion del comportamiento a la cizalladura bajo fluencia de los geles de a-La se efectué con reometria
rotativa. Las mediciones se realizaron con ayuda de un reémetro rotativo de par impuesta (ARG2, TA Instrument, 78
Guyancourt, Francia). Las geometrias utilizadas son geometrias de cono-placa de titanio (angulo 4°, diametro 20
mm, truncamiento 113 pum). Para evitar la evaporacion de la muestra en el transcurso de las mediciones, la
atmosfera alrededor de la muestra se saturé de agua. Para las mediciones en cizalladura arménica, un estudio
preliminar permitié definir los niveles de deformacion y de frecuencia Optimos para las cuales las mediciones
pertenecian al sector de régimen lineal. En este sector, la solicitacion de cizalladura arménica impuesta no modifica
el comportamiento reoldgico de las suspensiones, no hace mas que sondear los médulos viscoelasticos de los geles
sin perturbarlos. La frecuencia de 0,1 Hz fue definida como perteneciente al régimen lineal cualquiera que sea la
deformacién impuesta y el tiempo de reestructuracion de las muestras. El conjunto de mediciones en cizalladura
armonico se efectuara por lo atnto a esta frecuencia de 0,1 Hz. En el seguimiento de la reestructuracion, una
deformaciéon y de 0,01 fue definida también como no perturbadora de la medicion de G’ y G”, y se utilizara
sistematicamente para seguir la reestructuracién de las muestras.

3.2. Sequimiento temporal de desestructuraciéon — reestructuracién de los geles bajo cizalladura

3.2.1. Comportamiento a pequefias deformaciones

Se dispuso un procedimiento para el seguimiento de la consistencia por cizalladura arménica y se utiliz6 de manera
sistematica para diferentes muestras en condiciones de concentracion y fuerza iénica dadas.

La Figura 2 presenta una sucesion de cizalladuras arménicas para un gel de a-La (20 mg/mL de a-La — NaCl 30
mM) segun las condiciones de amplitud de deformacién indicadas en la Tabla | inferior:

Etapa y

1- Seguimiento temporal de la reestructuracion después | 0,01

de la disposicion del gel en el entrehierro de los Utiles.
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Etapa vy

2- Rampa de deformacion para desestructurar el gel 0,01a10
3- Seguimiento temporal de la reestructuracion 0,01

4- Rampa de deformacion para desestructurar el gel 0,01a10
5- Seguimiento temporal de la reestructuracion 0,01

Tabla I: Condiciones de deformacion aplicadas durante el procedimiento de desestructuracion-reestructuracion de
geles de a-La a cizalladura arménica.

Durante las etapas 1, 3 y 5 con amplitud de deformacion constante, se puede comprobar la reposicion de la
consistencia del gel, correspondiente a su reestructuracion.

Durante las etapas 2 y 4, el aumento progresivo de la amplitud de deformacién permite seguir la desestructuracion
del gel ocasionada por la cizalladura precedente. A amplitud de deformacion creciente, los médulos elasticos G’ y
viscoso G” disminuyen regularmente hasta una deformacién critica y, mas alla de la cual los niveles caen
fuertemente, lo que pone de manifiesto la desestructuracion del gel y el paso de un comportamiento elastico a un
comportamiento viscoso (G’ resulta inferior a G”).

La reposicién de la consistencia al comienzo de las etapa 3 y 5, caracterizada por el aumento de G’y G” en el curso
del tiempo, manifiesta claramente el comportamiento tixotropico del gel. Durante la reestructuracion, se puede
advertir que existe un tiempo corto Trl de reestructuracién con una fuerte reposicion de la consistencia del orden de
300 s, seguido de un tiempo mas largo Tr2 en el curso del cual los aumentos de G’ y G” siguen una cinética mas
lenta.

Las mismas observaciones se pueden hacer aplicando las tres primeras etapas descritas anteriormente al hidrogel
preparado a partir de lactosuero enriquecido al 45% en peso de a-La; por lo tanto, el gel obtenido es también
tixotrépico.

3.2.2. Comportamiento a grandes deformaciones

Con el fin de poner de manifiesto el comportamiento tixotrépico a deformaciones de mayores amplitudes, se impuso
una cizalladura simple de gran deformacién, seguido por una cizalladura arménica de pequefias deformaciones para
seguir la reposicién de la consistencia del gel en el transcurso del tiempo. Con el fin de poner de manifiesto el efecto
de la tasa de cizalladura sobre el nivel de desestructuracion alcanzado, asi como sobre la cinética de la
reestructuracion, se aplicaron diferentes gradientes de cizalladura a gran deformacion.

Etapa |4

6 - Seguimiento temporal de la reestructuracion después | 0,01

de una desestructuracion de gran deformacion de 10 s?

7 - Rampa de deformacion para desestructurar el gel 0,01a10

8 - Seguimiento temporal de la reestructuracion 0,01

Tabla Il: Condiciones de deformacién aplicadas durante los procedimientos de desestructuraciéon a gran deformacion
y de seguimiento de la reestructuracion de geles de a-La a cizalladura armonica.

En la Figura 3 se representa la reposicién de la consistencia (etapa 6) después de un cizalladura de gran
deformacién con un gradiente de cizalladura de 10 s™ durante 300 s. De nuevo se puede ver que existe un primer
periodo Trl en el cual los modulos elasticos y viscosos crecen fuertemente con el tiempo, y un segun periodo Tr2 en
el cual una cinética de reestructuracion es mucho mas lenta.

A continuacion de un largo seguimiento de reestructuracion durante 1000 min (méas de 16 horas), se aplica de nuevo
un procedimiento de desestructuracién a cizalladura arménica con amplitud de deformacién creciente (etapa 7)
(véase la Figura 4), seguido de una reposicion de la consistencia a pequefa deformacién (etapa 8) (véase la Figura
4).

En la Figura 5 se comparan las dos reposiciones de la consistencia, bien sea después de una cizalladura simple de
gran deformacion (etapa 6), o bien después de una cizalladura armonica con amplitud de deformacién creciente
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(etapa 8). Los resultados muestran diferentes cinéticas de reestructuracion segun estos dos modos de
desestructuracion empleados. La cinética de deformacién creciente seguida de una cizalladura simple de gran
deformaciéon es mucho mas lenta que durante un cizalladura armoénica de pequefia deformacién con amplitud
creciente. En efecto, la cizalladura con gran deformacion llega a desestructurar la muestra a un nivel superior que el
obtenido durante una cizalladura con pequefia deformacion. Este resultado demuestra nuevamente la importancia
del tipo de solicitacion y de su intensidad sobre el nivel de desestructuracion alcanzado en la muestra durante su
cizalladura, lo que es relevante del comportamiento de los sistemas tixotropicos.

En la Figura 6 se representa la evolucion de los mdédulos viscoelasticos en funcion de la deformaciéon, medidos
durante un procedimiento de desestructuracion (etapa 7) con cizalladura arménica con amplitud creciente de
deformacién. Se demuestra que la deformacion critica yc, mas alla de la cual el gel comienza a fluir, identificada por
el crecimiento de G’y G”, es del 6rden de 0,2.

3.3. Efecto de la fuerza idnica sobre el comprtamiento tixotrépico de los geles de a-La

Con el fin de evaluar las diferencias de cinética de reestructuracion-desestructuracion de los geles de a-La, asi como
los niveles de consistencia alcanzados en funcién de la fuerza iénica de NaCl, se realizd un procedimiento idéntico al
presentado en la Tabla | en diversas suspensiones de a-La. Los resultados se presentan en las Figuras 7 a 9.

En la Figura 10 se representa la evolucion de los mddulos viscoelasticos G’ y G” en funcién de la fuerza iénica de
NaCl y de la concentracion de a-La. Los niveles fueron comparados con el mismo tiempo de reestructutacion de 500
s de la etapa 3, que corresponde a la zona de reestructuracion con cinética lenta, es decir sobre la “meseta”
alcanzada durante la reestructuracién. Se puede ver que los niveles de G’ y G” disminuyen cuando la fuerza iénica
aumenta, lo que corresponde a una reduccion de la consistencia del gel. El aumento de la concentracion de a-La
provoca un aumento de los médulos viscoelasticos.

En la Figura 11 se comparan las desestructuraciones aplicadas sobre diversas muestras; estos resultados ponen de
manifiesto que la deformacion critica se desplaza hacia niveles méas elevados cuando la fuerza i6nica aumenta o
cuando la concentracion de proteina disminuye. Desestructuraciones sucesivas de una misma muestra presentan
deformaciones criticas del mismo 6rden de magnitud (no presentada en la figura) lo que manifiesta la excelente
estabilidad del sistema al sufrir solicitaciones sucesivas de desestructuracion-estructuracién, asi como una
estabilidad muy buena en el tiempo por parte de la reproducibilidad de las mediciones de G’y G”

Ejemplo 4 — preparaciéon de un hidrogel de a-lactalbimina sequn las condiciones descritas en la tésis de C.

Blanchet

El fin de este ensayo es reproducir una suspension de a-La capaz de obtenerse por el protocolo descrito por C.
Blanchet et al., después de caracterizar sus propiedades reolégicas.

Las experiencias se llevaron en las condiciones y segun el protocolo descrito en la pagina 203 de la tesis: Las
proteinas de a-La (10 mg/ml con NaCl 30 mM) se ponen en suspension, a continuacion el pH de esta suspension se
ajusta a 2, después la suspension se introduce en un tubo Ependorf; el tubo se agita a 40°C (las condiciones de
agitacion son las utilizadas para la preparacién de los hidrogeles segun la invencion).

Paralelamente, por el procedimiento seguin la invencién se prepara un hidrogel a 10 mg/mL de a-La con CINa 30
mM.

El cliché de la izquierda de la Figura 13 ilustra el aspecto de los hidrogeles asi obtenidos ((B) segun la tésis y (A)
segun la invencion): el hidrogel (B) presenta un aspecto menos homogéneo que el hidrogel (A).

Se observa igualmente que estos dos hidrogeles no tienen el mismo comportamiento cuando se los agita: el cliché
de la derecha de la Figura 13 muestra estos dos hidrogeles después de la agitacién. En razén de su
comportamiento tixotropico, la viscosidad del hidrogel (A) segun la invencién ha disminuido durante la agitacién y ha
fluido a la parte baja del tubo Ependorf; por el contrario, la agitacion no ha provocado fluencia al hidrogel (B) que
permanece en la parte superior del tubo Ependorf (extremo conico).

Ejemplo 5 — preparaciéon de un hidrogel de  a-lactalblimina a pH 7 y 80°C

El fin de este ensayo es reproducir el hidrogel descrito por Kavanagh, G.M., A. H. Clark, et al. (2000) “Heat-induced
gelation of beta-lactoglobulin/alpha-lactoglobulin blends at pH 3 and pH 7" Macromolecules 33(19): 7029-7037,
después de caracterizar sus propiedades reolégicas.

Condiciones descritas en el articulo:

Concentracion de a-La al 15% p/p, es decir 150 mg/mL
T°C = 80°C
Disolvente= agua desionizada
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pH=7,0
Los geles se observan al cabo de 1 a 2h a 80°C.

Condiciones de realizacién:

Concentracion de a-La al 15% p/p, es decir 150 mg/mL
T°C = 80°C durante 1h

Disolvente= agua desionizada

pH=7,2

La verificacion de la concentracion de a-La se realiza midiendo la absorcién a 280 nm de la solucién con ayuda de
un espectrofotdmetro Nanodrop® ND-1000 (LabTech): las mediciones se realizaron en tres soluciones de proteinas,
diluidas cada una a la quinta parte: A1 = 61; A2 = 62; A3 = 61. La concentracion de a-La se determina segun la ley
de Beer-Lambert A =¢ C |, en donde € = 27880 L-mol* y I =1 cm. La concentracion molar C de la solucion de a-La
es por lo tanto 10,9 mM, lo que corresponde a una concentracién en masa de 154 mg/mL (la masa molar del a-La es
14150 g mol™).

La solucion de a-La, preparada, se separa en dos tupo de 200 pL. Un tubo se coloca a 80°C, 1h sin agitacion y el
otro tubo se conserva a temperatura ambiente, como testigo.

En menos de una hora se ha formado un gel en el tubo dispuesto a 80°C. El gel obtenido es duro, no se hunde
dentro de un cono, pero muestra una cierta elasticidad. Se puede desmoldear igualmente conservando la forma del
tubo, lo que no es el caso de los hidrogeles segun la invencion, que presentan una consistencia mas blanda.

El hidrogel asi obtenido presenta igualmente un aspecto mas transparente, mientras que los hidrogeles segun la
invencion son translicidos (dejan pasar una luz difusa pero no se pueden distinguir objetos a través de estos
hidrogeles). Por Gltimo, si se sacude fuertemente, no cambia de forma, es irreversible.

Asi, el hidrogel aqui producido no presenta ni el aspecto ni las propiedades fisicas de los geles tixotrépicos
realizados segun el procedimiento de la invencion.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento de preparacion de un hidrogel de a-lactalbimina a partir de una suspension acuosa de a-
lactalbimina a una concentracion C,..a comprendida entre 5y 60 mg/mL, que comprende las etapas siguientes:

a) la puesta en suspension de a-lactalbimina en una solucién acuosa acida que tiene una fuerza ionica

inferior o igual a 60 mM; consistiendo dicha puesta en solucién en:

(al) la preparacion de una solucion acuosa acida que tenga una concentracion de protones expresada
en mM, determinada por la suma: (valor numérico de Ca.L.a expresado en g/L) + 10;

(a2) la suspension de la a-lactalbimina en dicha solucién acuosa acida; y
(a3) si fuera necesario, el ajuste del pH a un valor comprendido entre 1,5y 2,5;

(b) la formacién del gel a partir de dicha suspensiéon de a-lactalbimina obtenida al final de la etapa a);

realizandose dicha formacion del gel en las condiciones siguientes:

- a una temperatura inferior a 60°C;

- bajo una agitaciéon que tenga una intensidad definida por un nimero de Reynolds comprendido

entre 37 y 1000;

10.

11.

12.

13.

14.

15.

- durante 10 horas a 1 semana, y
- en ausencia de evaporacion de agua de dicha suspension de a-lactalbumina.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el numero de Reynolds esta comprendido entre
300 y 500.

Procedimiento segln la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, caracterizado porque la temperatura esta
comprendida entre 35y 55°C.

Procedimiento seglin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el pH estd comprendido
entre 1,8y 2,2.

Procedimiento segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque dicha suspension de a-
lactalbumina obtenida al final de la etapa a) se filtra.

Hidrogel reofluidificante, con umbral y tixotrépico, de a-lactalbimina susceptible de ser obtenida segun el
procedimiento de las reivindicaciones 1 a 5.

Hidrogel reofluidificante, con umbral y tixotrépico, de a-lactalbimina que tiene un contenido de a-lactalbimina
comprendido entre 5 y 60 mg/mL, un pH comprendido entre 1,5y 2,5 y una fuerza idnica inferior o igual a 60
mM.

Utilizacion de un hidrogel reofluidificante, con umbral y tixotrépico, de a-lactalbimina que tiene un contenido de
a-lactalbimina comprendido entre 5 y 60 mg/mL, como agente texturante alimentario.

Producto alimentario que comprende al menos un hidrogel reofluidificante, con umbral y tixotrépico, de a-
lactalbumina que tiene un contenido de a-lactalbimina comprendido entre 5y 60 mg/mL.

Hidrogel reofluidificante, con umbral y tixotrépico, de a-lactalbimina que tiene un contenido de a-lactalbimina
comprendido entre 5y 60 mg/mL, para una utilizacién para el tratamiento y/o cicatrizacion de heridas.

Aposito que comprende al menos un hidrogel reofluidificante, con umbral y tixotrépico, de a-lactalbimina que
tiene un contenido de a-lactalbimina comprendido entre 5 y 60 mg/mL, y, opcionalmente, al menos un
compuesto activo tal como un agente cicatrizante o un agente antimicrobiano.

Utilizacion de un hidrogel reofluidificante, con umbral y tixotrépico, de a-lactalbimina que tiene un contenido de
a-lactalbimina comprendido entre 5y 60 mg/mL para la preparacién de una composicién cosmética.

Composicidn cosmética que comprende al menos un hidrogel reofluidificante, con umbral y tixotrépico, de a-
lactalbumina que tiene un contenido de a-lactalbimina comprendido entre 5y 60 mg/mL.

Utilizacion de un hidrogel reofluidificante, con umbral y tixotrépico, de a-lactalbimina que tiene un contenido de
a-lactalbimina comprendido entre 5y 60 mg/mL, para la preparacién de pinturas.

Pintura que comprende al menos un hidrogel reofluidificante, con umbral y tixotropico, de a-lactalbumina que
tiene un contenido de a-lactalbimina comprendido entre 5y 60 mg/mL.

16



ES 2556 816 T3

G'yG" (Pa)

NiyN2 n«<n2 d
reofluidificante - reoespesante tixotrépico
Figura 1
Alfa-lactalbimina 20 mg/mL — NaCl 30 mM — T = 15°C
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 : Etapa 4 Etapa 5
100 3 - : - T - Y - T - r 100
{pamenemm——hessstta,, i P e /——___
] : [ : f E B :' 8 {
1 : . ie : ie ]
' X . '] X
10 ; ; i N R - 10
3 : ¢ o : o8 . E
] ' J .2) xl :. M [S > °
o x H P x "
: E ..oo » bo E .oo ol ': [
: a : o 5
14 .'g"o : ; ."g% E1 8
3 3 % : - o, E <
x o °°°1 i x o X [ €
: .x .' °" E ‘x e S . 5
> ; : ) o. S
; < . : - . . e
0.1 4 i > % i : > % £ 0.1
] P % - %! g
- . . .
P ! *
0.01 e R e m— 0.01
0 10 20 30 40 50 60 70 80 80

Tiempo (min) e G’ o G” x Deformacion

Figura 2

17



Etapa 6
1000 ; ¢ 1000
1T Tr, -
1 P e L
100 4 |
r = 100
10 £ —
g s c
el b N
o 1e o
0.1 4°
0.01 T T ¥ N T B T T T T v T L T T T T T T 0»1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Tiempo (min)
Figura 3
Alfa-lactalbimina 20 mg/mL — NaCl 30 mM — T = 15°C
Etapa 6 Etapa 7 ! Etapa 8
1000 3 - : - . - - 100
: :: €00 0000, . ;
100 A . S et .
§ ‘e e £ 10
] H 0®0%00,° . ) é
= 10 goocomemomanmeng 000 00 oy " {a® a0 S
g s "o, " s 3
. 1 : % o ' 1 =
) J : . xe o o E L K=l
> 15 e K Te % g
O ; . . °d °
E " “ E
1 : « . : £ 0.1
0.1 E E " - ; [
] 1 x o
] H x .,
: = 4
0‘01 L i " .r : T T 7T LENAS B2 —rr r r v 11 1r.7T :l T 1 1 7 LalRLS ke alien § 0.01
1015 1020 1025 1030 1035 1040 1045 1050 1055
Tiempo (min) e G’ o G” x Deformacién
Figura 4

ES 2556 816 T3

Alfa-lactalbimina 20 mg/mL — NaCl 30 mM - T = 15°C
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ES 2556 816 T3

Alfa-lactalbimina 20 mg/mL — NaCl 0 mM — T = 15°C
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Alphalac 20 mg/mL - 0 mM NaCl - T =15 °C
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