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Resumen. El objetivo de este trabajo fue evaluar las propiedades reoldgicas, la
textura y la estabilidad de geles acidos de aislados proteicos del lactosuero bovino
(WPI) y de soja (SPI) a diferentes temperaturas. También se evaluaron mezclas de
SPI con proteinas del suero de soja (WSP) con el objetivo de aumentar el valor
nutricional de estos geles. La gelacion se indujo por acidificacion lenta adicionando
glucono-3-lactona (GDL) a las soluciones proteicas. Ensayos reoldgicos oscilatorios
fueron utilizados para determinar las propiedades viscoelasticas de los sistemas. Se
estimo el tiempo de gel (tgel) como el tiempo en que se igualan el modulo elastico
(G”) y el moédulo viscoso (G’’). Se determiné el pH al tgel (pHgel) y el maximo
valor de G’ alcanzado (G’méx). Para la obtencion de imagenes microscopicas se
colocaron las muestras en placas y fueron observadas en un microscopio 6ptico con
una camara digital acoplada. Durante la formacién de geles de WPI y SPI, el tgel
disminuy6 al incrementarse la temperatura, sin cambios significativos en el pHgel.
Para los geles de WPI, la elasticidad aumenté con la temperatura, pero a su vez hubo
un aumento de la pérdida de elasticidad en el tiempo. Para evitar esta reversion se
adiciond carboximetilcelulosa, la cual se adsorbe en la superficie proteica y
estabiliza al gel. En el caso de los geles de SPI, la elasticidad fue mayor a menores
temperaturas. Ademas los geles no revirtieron y presentaron valores de G’max tres
veces superiores. En el caso de las mezclas SPI/WSP, se observé que a medida que
aument6 la proporcion de WSP, disminuyé el grado de compactacion,
incrementandose el tamafio de los poros. En conclusion, se pueden obtener geles
proteicos con caracteristicas estructurales diferentes controlando la velocidad de
gelacion (control de temperatura) y el tipo y proporciéon de cosoluto adicionado
(carboximetilcelulosa, WSP), lo cual puede ser interés para la obtencion de
productos alimenticios con caracteristicas texturales diferenciadas.

Palabras clave: lactosuero, asilado proteico de soja, aislado proteico de suero de
soja, glucono-6-lactona, reologia
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INTRODUCCION

Los aislados proteicos del lactosuero
bovino (WPI), producto contaminante de
desecho de la elaboracién de los quesos, y los
aislados nativos proteicos de soja (SPI), de
reportado efecto benéfico en la salud (Friedman
and Brandon 2001), poseen diversas
propiedades nutricionales y funcionales, entre
ellas la gelacion, que los vuelve muy Utiles para
la obtencion de productos alimenticios con
caracteristicas organolépticas y de estabilidad
deseables.

Los WPI y los SPI pueden formar geles a
pH cercanos al pl de las principales proteinas
que los conforman, previa desnaturalizacion
térmica de las mismas, en un proceso conocido
como ‘‘gelacion fria” (Cavallieri and da Cunha
2008). Esta se compone de dos etapas
consecutivas: en la primera se forman polimeros
por calentamiento de la solucién proteica a pH
lejanos al pl; luego del enfriamiento, los
polimeros proteicos permaneces solubles vy
pueden ser almacenados por dias sin cambiar
significativamente su tamafio. En la segunda
etapa, se induce la gelacion por adicién de sales
o disminucion el pH (Alting, de Jongh et al.
2002). La diferencia en la velocidad del proceso
puede afectar el grado de dureza y elasticidad
del gel formado. Esta propiedad funcional puede
verse afectada también por variaciones de las
condiciones de proceso, como temperatura,
contenido de sales, combinacion de
ingredientes, etc.

La reduccién del pH de soluciones
proteicas  puede realizarse  rapidamente
(acidificacion directa) o lentamente (uso de
cultivos  lacticos). Dependiendo de la
concentracion y temperatura, la hidrélisis de la
glucono-delta-lactona (GDL) en 4cido D-
gluconico (GH) puede promover la reduccién
lenta del pH (de Kruif 1997). Su uso evita
algunas de las dificultades asociadas a la
utilizacion de bacterias lacticas, ya que el pH
final del sistema es funcion de la cantidad de
GDL adicionada, mientras que las bacterias
producen &cido hasta que se auto inhiben o
mueren por el bajo pH del medio.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las
propiedades reolégicas, la textura y la
estabilidad de geles acidos de WPl y SPI a
diferentes temperaturas. También se evaluaron
mezclas de SPI con aislado proteico del suero
de soja (WSP), obtenido a partir del
subproducto proveniente de la elaboracion de
aislados, con el objetivo de aumentar el valor
nutricional de estos geles ya que se ha visto que
estos ultimos, cuando estan inactivados, poseen

un valor biolégico comparable al de las
proteinas de reserva, principal constituyente de
los SPI (Kishi and Inoue 1987; Cheftel, Cuq et
al. 1989).

El conocimiento adecuado del efecto de
la composicion y el procesamiento sobre el
comportamiento micro y macroscopico de estos
geles sera la base para el desarrollo de nuevos
productos. Por ello es de gran importancia
profundizar el estudio de la estructura del gel,
de las interacciones entre sus componentes y de
las fuerzas de interaccién que determinaran su
consistencia y estabilidad fisica.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Las drogas utilizadas en este trabajo
fueron, en la mayoria de los casos, de calidad
pro-analisis. Las mas utilizadas fueron: WPI
(Arla Food Ingredients)), CMC de baja
viscosidad y GDL (Sigma-Aldrich).

El SPI se prepar6 a partir de una
harina de soja desgrasada (Solae Latin America,
Brasil), no tratada  térmicamente vy
desolventizada en condiciones suaves siguiendo
los procedimientos detallados por Sorgentini y
Wagner (90,7 + 0,2 % P/, Nx6,25) (Sorgentini
and Wagner 1999). Los WSP se prepararon
siguiendo  procedimientos  experimentales
descriptos en trabajos previos (Sorgentini and
Wagner 1999; Sobral and Wagner 2009). El
sobrenadante de la precipitacion isoeléctrica
(pH 4,5) de las proteinas del SPI, se ajusté a pH
8 y se centrifugd (12.400xg, 15 min., 20°C)
para obtener un sobrenadante clarificado, al cual
se adicion6 sulfato de amonio hasta alcanzar un
90 % de saturacion. El precipitado resultante de
los WSP se separ6 por centrifugacion
(12.400xg, 15 min, 20°C) se lavé con agua
destilada, se dializ6 contra agua destilada
durante 24 horas y finalmente se secd por
liofilizacion (proteina bruta: 99,0 + 0,5 % P/p,
Nx6,25).

Las soluciones WPI, SPI y mezclas
SPI/WSP se prepararon por disolucién en agua
destilada a una concentracién proteica final de
3% P/p. Luego fueron sometidas a tratamiento
térmico a 80°C durante 30 min y 100°C durante
5 min en bafio termostatico para las muestras
provenientes del lactosuero y de soja
respectivamente. A continuacién, se enfriaron
rapidamente en bafio de agua-hielo para evitar la
precipitacién, y por Gltimo se permitié que la
muestra alcance nuevamente la temperatura
ambiente. Se ensayaron 3 relaciones SPI/WSP
(% PlpI% Plp): 2,25 /0,75, 1,5/1,5 y 0,75/2,25.
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Para el caso particular de la mezcla
WPI 3% P/p y carboximetilcelulosa (CMC) 0,5
% P/p se prepararon soluciones de WPI 6% P/py
CMC 3% P/p por disolucion de los respectivos
solutos en agua destilada, para luego mezclar
los volimenes apropiados y alcanzar las
concentraciones finales deseadas con adicion de
agua destilada.

Métodos

Estudio del efecto de la temperatura sobre las
propiedades reoldgicas de geles acidos de WPI
y SPI

Se analizd6 la gelacion acida de
soluciones de WPI o de SPI en agua destilada a
una concentracion de 3 % P/p y a distintas
temperaturas (10-35 °C), con el objetivo de
evaluar el efecto de la misma sobre la gelacion

de los WPl y SPI.
Definiendo R como:
%EGDL
R=—_P

%E proteina
P

se trabajé a un R constante (1 y 0,35 para
soluciones de WPI y SPI respectivamente) ya
que la concentracion de GDL influye en el
tiempo (velocidad) de agregacion debido a la
variacion de la velocidad de descenso del pH.
Ensayos reoldgicos oscilatorios fueron
utilizados para determinar las propiedades
viscoelasticas de los sistemas. Una muestra de
(0,80 + 0,01) mL de la muestra a ensayar fue
introducida en un redmetro de tension
controlada TA Instruments, modelo AR G2
(Brookfield Engineering Laboratories, E.U.A).
Se utiliz6 una geometria de tipo cono (diametro:
40mm, &ngulo cono: 2°, truncacion: 55mm) y
un kit de cubierta trampa de solvente de 60 mm
para evitar la contraccion de la muestra por
evaporacion de agua. La temperatura de trabajo
(20-35°C) fue controlada con un bafio con
recirculador marca Julabo modelo ACW 100
conectado al plato Peltier del instrumento. El
redmetro dispone de un sistema de adquisicion
de datos y control de operacion mediante el
software Rheology Advantage Vv5.7. Se
configuré un procedimiento de adquisicion de
datos durante 2 horas a intervalos de 30
segundos, teniendo fijados los valores de
tension de oscilacién (oscillation stress) en
0,1Pa y la frecuencia en 0,1Hz. Se estimo el
tiempo de gel (tge) a partir del punto de cruce
del médulo eléstico o de almacenamiento (G’) y
del moédulo viscoso o de pérdida (G’) en

funcion del tiempo. Se determind el pH
correspondiente al tge (PHger) y €l maximo valor
de G’ alcanzado (G’ max).

Efecto de la presencia de WSP en la gelacion
cida de SPI

Se estudié la cinética de gelacion a
35°C de soluciones de diferentes relaciones
SPI/WSP (2,25/0,75; 1,5/1,5 y 0,75/2,25) de
concentracion proteica total 3 % P/p. Los
mecanismos de interaccion entre ingredientes y
la textura de los geles formados pueden ser
caracterizados a través de analisis Opticos
(Lucey 2002). Se evalud la microestructura de
los geles de SPI 3 % P/r y de sus mezclas con
WSP formados por acidificacion con GDL (R
0,35), manteniendo las proporciones indicadas
en la seccion anterior para las mezclas.

Para profundizar el estudio de Ila
microestructura de estos geles, se obtuvieron
imagenes microscopicas de los mismos. Para
ello se colocaron (85 £ 1) pL de cada muestra
en placas LAB-TEK Il de ocho
compartimientos (por triplicado). Las muestras
fueron observadas en un microscopio Optico
invertido al cual se le acoplé mediante un
adaptador Canon de 520 mm una cémara
fotogréfica digital. Se utiliz6 el zoom en la
opcion 7.1x, y el objetivo del microscopio
utilizado fue de 100x.

Andlisis estadistico

Las distintas determinaciones se realizaron al
menos por duplicado. Los datos se informaron
como el valor promedio + su desvio estandar. El
andlisis estadistico de los resultados se llevo a
cabo mediante el programa para PC Sigma-Plot
Version 10.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis del efecto de la temperatura sobre los
parametros reoldgicos durante la gelacion
&cida de los WPI

Se evaluo el cambio de G’ y G’ durante
la gelificacion é&cida a partir de WPI 3% /p
inducida por adicién de GDL para un R=1 a
diferentes temperaturas en un rango de 24 a
35°C. Los resultados obtenidos se muestran en
la Figura 1.

En estos gréficos se evidencia que en
una proimera etapa, al adicionar GDL y al pH
cercano al pH isoiénico de la muestra proteica,
el moédulo G’’>G’, comportamiento tipico de los
sistemas predominantemente  viscosos. A
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medida que desciende el pH y por encima del pl
de las proteinas que conforman los WPI, este
comportamiento se mantiene hasta llegar al tg
donde G’=G”’, a pH cercano al pl. A pH
menores, el comportamiento se revierte con un
aumento de ambos parametros pero siendo
G’>G”’, hasta alcanzar el maximo valor del
componente elastico del sistema. A partir de ese
momento, y si el gel no revierte, se observan
cambios lentos en los valores de ambos médulos
debido al reordenamiento de las interacciones
en la malla de gel. A las T mas altas, esto no
ocurre y se puede observar el descenso de G’ y
G”’ a causa de la pérdida de estado de gel a
bajos valores de pH (R 1).

10 F

01

100 ¢

10F

<

3.5 4.0 4.5 5.0 55 6.0

Figura 1. Variacion de G’ (simbolos llenos)
y G’ (simbolos vacios) en funcion del tiempo
(A) y pH (B) una vez adicionada la GDL a
diferentes T: (@) 35°C; (M) 31°C; (#) 27°C;

el G’max para las distintas T. Esto es debido a
que al disminuir la T, ocurre un desplazamiento
hacia la no disociacion de la reaccion de
hidrélisis de la GDL.

En la Tabla 1. se resumen los resultados
de tgel, PHgel Y G’max Obtenidos para los distintos
sistemas. El tg disminuye a medida que se
incrementa la temperatura, sin cambios
significativos en el pHgel. Esto estaria indicando
una primera etapa mas rapida a pH >pl. Por otra
parte, G’max alcanzado es mayor. Pero esto no
implica que a mayor T los geles son mas
elasticos ya que pierden elasticidad en el
periodo de tiempo del ensayo, a diferencia de lo
observado a 24°C, en donde los valores de G’
solo disminuyen levemente. Se puede inferir
que el descenso de T lleva a valores de pH
finales mayores y esto podria lentificar o evitar
la pérdida de estado de gel.

T G’max tgel (Min) pHgel
(°C) (Pa)+1 0,4 + 0,07
35 68 51 5,14
31 64 6,3 5,22
27 56 8,1 5,19
24 58 10,3 5,06

Tabla 1. Resultados de tge Y pHgel Obtenidos para
los sistemas WPI 3% P/r posterior a la adicion de
GDL (R 1) a distintas temperaturas.

En trabajos previos se comprobd por
medidas turbidimétricas que la adicién de
carboximetilcelulosa (CMC) a concentraciones
superiores a 0,2 % P/ sobre muestras de WPI 3
% P/p, evita la pérdida de estado de gel.(Marrone
2010) En este trabajo, se evalu6 el
comportamiento reolégico de WPl 3 % P/p y
CMC 0,5 % P/v, pudiéndose comprobar por esta
técnica el aumento de estabilidad del gel por
adicion del polisacérido (Figura 2).

Ha sido reportado que la CMC se
adsorbe sobre la superficie de micelas de
caseina originando una repulsién electrostatica
entre ellas a pH bajos por aumento de la
densidad de carga negativa superficial (Du, Li et

al. 2007). Esta adsorcion de la CMC sobre una
superficie proteica podria ser la razon del
incremento en la estabilidad de la mezclas de
WPI/CMC. La CMC actuaria como un
estabilizador ya que su presencia en alta
proporcion aumenta el pH final alcanzado.

(A)24°C. WPI 3% P/p, R 1.

Esto también ha sido comprobado en
trabajos previos de nuestro grupo en donde se
evalu6 la gelacion de WPl a diferentes
concentraciones y distintos valores de R
(Marrone 2010). Es posible inferir por medidas
reoldgicas que este proceso de reversion sucede
con mayor rapidez a temperaturas mas altas a
partir de los valores de tiempo donde se alcanz6
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Figura 2. Variacion de G’ y G’ en funcion del

tiempo (A) y del pH (B) una vez adicionada la

GDL: () G’, (o) G WPI1 3% y (*) G, (")
G>> WPI 3% en CMC 0,5%. R 1y T 35°C.

Evaluacion por determinaciones reolégicas del
efecto de la temperatura de la gelacién acidas
de los SPI

De manera analoga a la gelacion acida de los
WPI, pudieron obtenerse los pardmetros tiempo
y pH de punto de gel (tger Y pHger) @ los cuales
G’=G”’, asi como el valor de G’ mdaximo
alcanzado, los cuales se informan en la Tabla 2.

T G’max tger (Min) PHgel
(°C) (Pa)

35 272+12 86104 579+
0,05

31 2607 12,7+ 5,66 +
0,6 0,03

27 264 £ 8 16,6 = 5,711+
0,7 0,03

24 3375 28+2 5,63+
0,04

20 283+ 10 31,3+ 581+
0,9 0,05

Tabla 2. Resultados de G’max, tget Y PHgel
obtenidos para los sistemas SPI 3% P/p posterior
a la adicién de GDL (R 0,35) a distintas T.

Los resultados coinciden con lo
informado en la seccidn anterior. El tge aumenta
a medida que disminuye la T de trabajo, sin
cambios apreciables en el pHge. Los valores de
G’max aumentaron a 24 y 20°C. Esto sugiere
que la diferencia en la cinética del proceso de
gelificacion en el rango de T estudiado puede
modificar el grado de incorporacion de la
proteina desnaturalizada en la red de gel.

A diferencia de los geles de WPI, los
geles de SPI no revirtieron y ademas
presentaron valores de G’msx aproximadamente
3 veces superiores. Esto puede deberse a la
formacion de complejos solubles entre la
glicinina 'y la B-conglicinina, proteinas
mayoritarias del SPI. El calentamiento de los
SPI a pH neutro (6,8-7,5) resulta en la
desnaturalizacién de ambas proteinas y como
consecuencia los puentes disulfuro entre los
polipéptidos acidos y basicos de la glicinina se
rompen produciendo la formacion de nuevos
puentes disulfuro entre los polipéptidos bésicos
de la glicinina y las subunidades B de la B-
conglicinina (Renkema, Lakemond et al. 2000).

Efecto de la presencia de WSP en la gelacién
4cida de los SPI

Se realizaron ensayos previos de
manera de corroborar que ninguna de las
soluciones de WSP agregaron por adicién de
GDL en un rango de concentracion entre 0,5y
3%PhryconRentre 0,35y 1.

En trabajos previos, a partir de
medidas turbidimétricas en sistemas mas
diluidos, se pudo observar que antes del
agregado de GDL existe la formacion de
complejos entre las proteinas que comprenden
SPI y WSP de tamafio cada vez mayor a medida
que aumenta la proporcion de WSP, los cuales
ante la presencia de GDL serian mas inestables
de manera tal que comenzarian el proceso de
agregacion antes y a pH maés altos (Ingrassia
2011). Pudo observarse también que el grado de
compactacion de los agregados finales
disminuye al aumentar la proporcion de WSP,
probablemente a causa de la disminucién de la
reestructuracion de las interacciones por el
aumento de la velocidad de agregacion.

En la tabla 3. se muestran los
resultados obtenidos de tge, pHgr y G’max
obtenidos a partir de las medidas reoldgicas del
proceso de gelacion a T constante (35°C)
inducido por GDL de soluciones de SPI1 y de sus
mezclas con WSP.
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G'max tgel
(Pa) pHgel (min)
SPI3%  389+3 564004 161
0,
ep ¥ 275%6 571007 104+05
0,
by 184£30 58+01 60+02
0,
v?/ZLOJZSSg% 44+2 576+002 5+l

Tabla 3. Resultados de G’max, tget Y PHgel
obtenidos para los sistemas SPI 3% P/p y sus
mezclas con WSP posterior a la adicién de
GDL (R0,35)aT 35°C

Puede comprobarse entonces que en
sistemas mas concentrados (3%"/p) esa
disminucién en el grado de compactacion de los
agregados en funcion de un aumento de la
proporcion de WSP se ve traducida como una
marcada disminucién del grado de elasticidad
final lograda en el gel acido (G’max). Ademas
se comprueba a partir de los valores de tgel que
efectivamente el proceso de desestabilizacién y
gelificacion ocurre a mayor velocidad
conduciendo a geles menos compactos.

También se evaluaron las mezclas
SPI/WSP mediante microscopia Optica a
concentracién proteica 3 % P/. La Figura 3
muestra las imagenes digitales de los geles
acidos obtenidos.

CONCLUSIONES

Las proteinas globulares desnaturalizadas
presentes en los WPl y en los SPI pueden
formar agregados o asociaciones estables vy
solubles por calentamiento de la solucién
proteica a pH lejano al punto isoeléctrico e
inmediato enfriamiento de la muestra. Estas
suspensiones pueden agregar o gelificar, segln
la concentracion original de las mismas, por
pérdida de su estabilidad electrostatica inducida
por la GDL.

La velocidad de acidificacion y el pH final
alcanzado influyen sobre la estructura y la
estabilidad geles acidos. Estos son menos
compactos y menos estables cuanto mas rapido
es el proceso de acidificacion y cuanto mas bajo
es el pH final alcanzado. A medida que el
proceso sea mas lento, mas facilmente podran
orientarse 'y  reordenarse las  cadenas
polipeptidicas  desnaturalizadas 'y  esto
favorecera la formacion de un agregado/gel mas
ordenado y homogéneo. Estos cambios en la
velocidad de formacion de los agregados
pueden controlarse eligiendo la temperatura de
trabajo. Cuanto méas baja sea la temperatura,
mas lento se realizara dicho proceso.

La gelacién &cida de WPI realizadas a R=1
resultaron en geles inestables que revirtieron
luego de un tiempo. Esta inestabilidad puede ser
eliminarse por adicién de carboximetilcelulosa.

Los agregados acidos obtenidos a partir de
SPI fueron mas compactos que los de WPI, a
igualdad de condiciones experimentales. Esto
estd vinculado a la posibilidad de
reordenamientos de las interacciones disulfuro
que poseen los SPI.

La adicion de WSP a los SPI induce la
asociacion de las particulas proteicas que
forman microparticulas de tamafio cada vez
mayor a medida que aumenta la proporcion de
WSP. Ademas, se produce un aumento de la
velocidad de agregacion inducida por la adicion
de GDL. Teniendo en cuenta que el WSP no
agrega al disminuir el pH, la disminucién del
tiempo y el aumento del pH a los cuales

Figura 3. Imagenes digitales obtenidas por
microscopia dptica de geles de (A) SPI 3%, y sus
mezclas con WSP (%SPI/%WSP): (B) 2,25/0,75;

comienza la agregacion, estaria vinculada con
una disminucién de la estabilidad electrostatica
de los SPI al interaccionar con el WSP. Esto

(C)1.5/15v (D) 0.75/2,25. R 0.35. T 35°C.

En coincidencia con los resultados
precedentes, puede observarse que a medida que
aumenta la proporcion de WSP en la mezcla
disminuye el grado de compactacion de los
geles, incrementandose el tamafio de los poros.

trae como consecuencia la formacion de
agregados menos compactos.

Es posible, entonces, obtener agregados y
geles con caracteristicas estructurales diferentes
controlando el estado inicial de las muestras
proteicas, el tipo y proporcion de cosoluto o la
velocidad del proceso de agregacion/gelacion
(control de la temperatura).
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Estos resultados pueden ser de interés para
la obtencion de productos alimenticios con
diferentes texturas basados en procesos de
agregacion o gelificacion. Este trabajo pretende
profundizar en el estudio de un proceso de
agregacion 4cida alternativo, como es el uso de
la GDL, y colaborar con la optimizacion de las
caracteristicas de textura que deben tenerse en
cuenta al desarrollar una formula alimenticia.
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