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RESUMEN: En el presente trabajo

se estudié la influencia de los tratamientos
térmicos y de la congelacién en
suspensiones de proteinas de suero,
preparadas a partirde un WPC comercial,
mediante la técnica de calorimetria
diferencial de barrido, para determinar

la desnaturalizacion térmica de la beta-
lactoglobulina y su estabilidad térmica.
Las suspensiones de proteina de suero
se trataron térmicamente a 70.0, 72.5

y 77.5°C, durante 6, 10 y 30 minutos.

Un grupo de estas suspensiones

se congel6 48 hs. a -25°C.

El aumento en la intensidad del tratamiento
térmico disminuyd la cantidad de

proteina nativa y el aumento de proteina
desnaturalizada favorecio la formacion

de agregados durante la congelacion,

lo que produjo valores mas altos de

la variacion de la entalpia en las muestras
tratadas térmicamente y congeladas.
PALABRAS CLAVE: proteinas de suero,

desnaturalizacién, congelacion.

SUMMARY: Effect of Thermal Denaturation
and Aggregation of whey proteins

by Differential Scanning Calorimetry.

The aim of this work was to study the
effect of freezing on denatured protein
content of heat-treated whey protein
suspensions prepared from a commercial
WPC. Differential scanning calorimetry
was used to study thermal denaturation
of beta-lactoglobulin and its thermal
stability. Whey protein suspensions were
heated at 70.0, 72.5, and 77.5 °C during
6, 10 and 30 minutes. A group of heat-
treated suspensions was frozen

in the freezer (-25 °C) for 48 hs.

The increase in the heat treatment
decreased the amount of native protein
and the increase in denatured protein
favored the formation of aggregates
concentration during freezing.

The enthalpy changes values of
heat-treated and frozen samples

were highest.
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1. Introduccién

El suero de la leche resultante de la ela-
boracién de queso era frecuentemente
desechado, o se lo utilizaba como alimento
para el ganado o abono de tierras. Sin em-
bargo, reconocido actualmente como una
fuente importante de proteinas se lo pro-
cesa para usar como ingrediente en pro-
ductos alimenticios para mejorar su valor
nutricional y/o para obtener propiedades
funcionales deseadas (1).

Las principales proteinas de suero son
la beta-lactoglobulina y la alfa-lactoalbumi-
na, las que constituyen aproximadamente
el 50% y 12%, respectivamente del total pro-
teico, y la albumina sérica bovina en menor
proporcion. Dado que la beta-lactoglobuli-
na esta en una concentracion del 50% se la
considera como representativa del conteni-
do proteico y se estudia su comportamiento.
Estas proteinas tienen estructuras globula-
res compactas, con una distribucion bastan-
te uniforme de la secuencia de residuos no
polares, polares y cargados. De aqui que se
pliegan intramolecularmente, introduciendo
la mayoria de sus residuos hidrofobicos, por
lo tanto no tiene lugar una extensa auto-aso-
ciacién o interaccién con otras proteinas. La
estructura de la beta-lactoglobulina depen-
de del pH y al pH de la leche (6.6-6.7), for-
ma un dimero con una geometria parecida
a dos esferas tangencialmente unidas (2). El
aumento de la temperatura ocasiona la di-
sociacion del dimero en monémeros. A una
temperatura mayor de 60°C el monémero es
parcialmente desplegado, exponiendo los
grupos no polares y los grupos sulfidrilos.
Asi la formacién de agregados depende de
la concentracion proteica y del pH. Hoffman
y van Mil (3) encontraron que en el rango de
pH 6.4-8.0 los agregados se forman princi-
palmente por enlaces disulfuros intermole-
culares y a pH 6.0 los agregados de mayor
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tamano se deben a enlaces no covalente,
pero también se encontraron reacciones de
intercambio sulfidrilo/disulfuro. Por lo tanto,
al pH de la leche los agregados se forma-
rian por enlaces disulfuro.

Las proteinas de suero se comerciali-
zan como aislados (WPI) o concentrados
(WPC). Estos productos difieren tanto en la
materia prima de origen como en la natura-
leza del proceso de elaboracion y conse-
cuentemente en su composicion. Durante la
elaboracion de los WPC se realizan opera-
ciones de pasteurizacion, concentracion y
secado a temperaturas elevadas, que pro-
ducen cambios en la composicion, en las
propiedades funcionales y caracteristicas
sensoriales. Como resultado de esas ope-
raciones es la presencia de proteinas de
suero desnaturalizada-agregadas en la ma-
yoria de las suspensiones de WPC (4)(5).

Las proteinas desnaturalizadas son capa-
ces de interaccionar de manera mas efecti-
va con los deméas ingredientes que confor-
man los alimentos, debido a que poseen
mas cantidad de sitios activos expuestos
que presentan una mayor reactividad. El ca-
lentamiento es el mas comun de los agentes
fisicos desnaturalizantes de las proteinas. La
desnaturalizacién por calor de una proteina
globular soluble puede provocar la pérdida
de la solubilidad. De esta forma para mejo-
rar las propiedades funcionales de la beta-
lactoglobulina y proteinas del suero, se re-
currio al desplegamiento por tratamiento
térmico (50-80°C, 1 6 15 minutos) en un ran-
go de pH 2-4 o ligeramente alcalino 7-8.5,
en estas condiciones se produce un desple-
gamiento sin agregacion, que incrementa la
anfipolaridad de estas proteinas, inicialmen-
te muy hidrofilicas (2). Este fenémeno per-
mite que las proteinas interaccionen entre si
para formar agregados que a pH 6 no invo-
lucran enlaces covalentes (6).
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También el congelamiento produce cam-
bios en las interacciones de las proteinas. La
congelacion es un tratamiento ampliamen-
te utilizado en la conservacion de alimen-
tos. Sin embargo, algunas proteinas forman
agregados y precipitan cuando son someti-
das a temperaturas de refrigeracion o con-
gelacion y generan cambios indeseables,
afectando la calidad de los productos (7)(2).

El comportamiento de las suspensiones
de proteina de suero frente a un determina-
do tratamiento térmico y el efecto que puede
producir la congelacion sobre las suspen-
siones previamente tratadas térmicamente,
dependeran de las condiciones del trata-
miento aplicado asi como también de la na-
turaleza y composicion del WPC utilizado.

Desde el punto de vista tecnolégico, mu-
chas veces es necesario conocer la canti-
dad total de proteina desnaturalizada luego
de un tratamiento térmico y el efecto de la
congelacion sobre las suspensiones, por-
que la desnaturalizacion de las proteinas
del suero ocurre réapidamente a temperatu-
ras superiores a 70°C. Para ello fue estudia-
da la estabilidad térmica de las proteinas
de suero mediante calorimetria diferencial
de barrido (8)(9). Las temperaturas de tran-
sicién son aquellas en las que tiene lugar el
desplegamiento de las proteinas y el calor
absorbido durante este proceso es la ental-
pia de desnaturalizacion.

La calorimetria diferencial de barrido
(CDB) se ubica dentro de las técnicas aso-
ciadas a los cambios de energia y constitu-
ye una herramienta para identificar y carac-
terizar materiales y mide la energia necesaria
para hacer nula la diferencia de temperatu-
ras entre una muestra y un material de refe-
rencia durante un periodo de tiempo o rango
de temperatura, cuando ambos son coloca-
dos en un ambiente que se calienta o enfria
a velocidad de ensayo previamente elegida.

En los termogramas, que son las represen-
taciones gréficas de la técnica, la ordenada
representa el flujo de calor debido a la dife-
rencia de potencias entre las aplicadas a las
celdas de la muestra y de la referencia, y la
abscisa el tiempo o temperatura. Las transi-
ciones que se registran en los termogramas
se deben a cambios fisicos que presentan
los materiales estudiados. Entonces, el calo-
rimetro diferencial de barrido utiliza el méto-
do de medicién del flujo de calor basado en
la compensacion de potencia. En el presen-
te trabajo se estudio la influencia de los tra-
tamientos térmicos y de la congelacion en
suspensiones de proteinas de suero, prepa-
radas a partir de un WPC comercial median-
te la calorimetria diferencial de barrido.

2. Metodologia

2.1. Preparacion de las Suspensiones de

Proteinas del Suero

Se utilizé un WPC comercial provisto por
una empresa de la zona, obtenido a partir
de suero dulce de queso por ultrafiltracion,
concentracion y secado mediante procedi-
mientos tecnoldgicos adecuados (Milkaut
S.A., Franck, Santa Fe, Argentina). El con-
tenido total de proteina se estimé a partir
del contenido de nitrégeno total determina-
do por el método de Kjeldahl usando un di-
gestor automatico Buchi 430 (Buchi, Flawil,
Suiza), una unidad de destilacion Blichi 322
y un titulador automatico Mettler DL40RC
(Mettler Instrumente AG, Greifensee, Suiza).
El contenido de nitrégeno se multiplicd por
un factor de 6,38 para expresar los resulta-
dos como contenido de proteina lactea. El
producto presentd un 36.0% de composi-
cion proteica inicial.

Se prepararon suspensiones de proteina
de suero, con una concentracion de protei-
na total de 5y 9% p/v, pesando una canti-
dad apropiada de WPC en tubos de vidrio
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previamente tarados y disolviéndola en agua
destilada con agitacion vigorosa. El pH ini-
cial de las suspensiones fue de 6,5+0,1.

2.2. Tratamientos Térmicos y Congelacion

Los tubos de vidrio conteniendo las sus-
pensiones de proteina de suero se trataron
térmicamente a 70,0°C durante 30 minutos,
a 72,5°C durante 10 y 30 minutos y a 77,5°C
durante 6 minutos utilizando un bano ter-
mostatizado con recirculacion Haake DC 30
(Haake Instruments Inc., Alemania). Luego
los tubos se enfriaron en agua con hielo du-
rante 3 minutos. Las suspensiones tratadas
térmicamente (ST) se almacenaron en hela-
dera a 5°C durante 48 hs. Un grupo de sus-
pensiones tratadas térmicamente se conge-
16 (ST-C) a -25°C en freezer durante 48 hs.
y se descongeld en bafo termostatizado a
20°C. Ademas, suspensiones sin tratamien-
to térmico (SC) fueron utilizadas como con-
trol para las ST y sin tratamiento térmico y
congeladas (SC-C) para las ST-C.

2.3. Ensayos Calorimétricos

Las mediciones calorimétricas se rea-
lizaron con un calorimetro diferencial de
barrido (CDB) (Mettler Toledo 821e, Grei-
fensee, Suiza). La calibracién de la tem-
peratura y entalpfa se efectuaron tenien-
do como referencia la temperatura de
comienzo de fusion del indio (156.6°C =
0.3°C) y el calor de fusion del indio (28.45
+ 0.6 J/g). Las muestras fueron procesa-
das entre 40 a 100°C a una velocidad de
5°C/min. Se colocaron 20 microlitros de
muestra en capsulas de aluminio, hermé-
ticamente cerradas. Una capsula de alu-
minio con 20 microlitos de agua destilada
fue usada como referencia. Las medidas
se realizaron por duplicado. Una vez co-
locadas las muestras en el equipo, fueron
purgadas con flujo de nitrégeno seco (20
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ml/min) para evitar la condensacion de hu-
medad del aire.

El analisis térmico de una muestra protei-
ca realizado por CDB consistid en estudiar
el proceso de desplegamiento o desnatu-
ralizacion térmica a partir de un termogra-
ma donde se graficd el flujo de calor en
funcion de la temperatura. Las transiciones
endotérmicas observadas en los termogra-
mas de las muestras corresponden a la(s)
temperatura(s) de apertura (despliegue) de
la estructura globular acompanadas de rup-
tura de enlaces covalentes; el pico de la en-
doterma, llamada temperatura de desna-
turalizacion (Td) de las proteinas, es una
medida de la estabilidad térmica de las mis-
mas. La variacion de entalpia debido al des-
plegamiento de la proteina, es un pardametro
termodinamico, que se asocia con procesos
reversibles, donde se utilizan velocidades de
calentamiento muy lentas y concentraciones
muy bajas de proteinas, para evitar la agre-
gacioén térmica. El cambio entélpico que se
registra es el resultado de la combinacion
de las reacciones endotérmicas producidas
por la ruptura de los enlaces intermolecula-
res de la proteina nativa y los nuevos enla-
ces que se formaron en los agregados.

2.4. Tratamiento de datos

El cambio de entalpia total se calculd mi-
diendo el area bajo el pico de la endoter-
ma de desnaturalizacion usando una linea
de base entre las temperaturas de comien-
zo y final de la transicién térmica, emplean-
do el OriginPro 4.1 Microcal Software, Inc.
One Roundhouse Plaza. Northampon, MA
01060 USA.

3. Resultados

Las transiciones térmicas observadas en
los termogramas de la Figura 1, correspon-
den a proteina nativa presente en las mues-
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tras, luego de los diferentes tratamientos.
Las endotermas de desnaturalizacion per-
tenecen a la beta-lactoglobulina, observan-
dose una transicion térmica en el rango de
80-90°C. Qiy col. (10) demostraron que las
temperaturas de disociacién del dimero de
la beta-lactoglobulina son mas altas a ma-
yores concentraciones de proteina y se ob-
tienen valores mas altos de flujo de calor
endotérmico a bajas concentraciones de
la proteina como se obtuvo en la muestra
ST4.

La ausencia de transiciéon térmica in-
dica que la proteina fue desdoblada to-
talmente previo a la corrida como ocu-
rri6 con la muestra ST5. La muestra ST1
registré un pico endotérmico a 85.5 =
0.8°C y la ST3 a 84.3 = 0.4°C correspon-
diente a su temperatura de desnaturaliza-
cion. El corrimiento en el valor de la tem-
peratura de desnaturalizacién de la ST3

se atribuiria a una pérdida de la estabi-
lidad térmica de la proteina al aumentar
el tratamiento térmico y va acompanado
con una disminucién en la variacion de
la entalpfa por ser menor la cantidad de
proteina nativa. Los tratamientos térmicos
realizados a las suspensiones de protei-
nas de suero, a dos concentraciones de
proteinas totales y los parametros térmi-
cos obtenidos del andlisis de los termo-
gramas de las muestras a las que se les
realizd el ensayo calorimétrico, se mues-
tran en la Tabla 1.

Se observa que el aumento en la tem-
peratura de desnaturalizacion, en el tiem-
po de desnaturalizacion y en la con-
centracién de proteinas, produjo una
disminucion en la variacion de entalpia
porque hay menos cantidad de proteina
nativa en la muestra. Cerca del punto iso-
eléctrico de la proteina (pH 5.3), la diso-

Figura 1: Termogramas de las muestras tratadas térmicamente (a) y de las muestras tratadas térmi-

camente y congeladas (b).
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Cdodigo | Muestra | Tiempo Temperatura AT (°C) | AH (J/9) Tabla 1: Tratamientos y
(minutos) | (°C) parédmetros térmicos de
SC 79 -83 17.02 las suspensiones WPC
ST 1 30 70 86 - 90 20.45 estudiadas a la velocidad
2 10 725 78-84 | 19.13 de ensayo de 5°C/min.
30 725 83-87 | 14.95
4* 30 725 85-90 | 20.73 * Concentacion de la
5 6 77.5 80 - 86 19.35 muestra 5%
SC-C 80-87 | 30.80
ST-C 1 30 70 83-90 | 31.12
10 72.5 81-87 26.51
6 775 81-86 | 26.83

ciacion seguida del desplegamiento de la
proteina ocurre lentamente, y los grupos
sulfidrilos permanecen ocultos en los di-
meros o mondmeros de la beta-lactoglo-
bulina desplegada. Ademas a pH 6, los
agregados fisicos formados generalmen-
te alcanzan gran tamafo y no incluirian,
0 en pequefa magnitud, efectos exotér-
micos. Asi la diferencia observada entre
los valores de variacién de entalpfa de
las muestras tratadas térmicamente y las
muestras tratadas térmicamente y luego
congeladas, se atribuye a la agregacion
de moléculas desnaturalizadas, produci-
da por el congelamiento. La formacion de
nuevos enlaces intermoleculares de na-
turaleza no covalente, en los agregados
involucra la absorcién de calor para rom-
perlos produciendo un aumento en los
valores de la variacion de la entalpia de
las muestras que fueron congeladas lue-
go del tratamiento térmico. La formacion
de numerosos agregados proteicos for-
mados por la mayor cantidad de proteina
desnaturalizada al incrementar la tempe-
ratura del tratamiento térmico, aumenté
también la velocidad de agregacion glo-
bal de las proteinas lo que fue coinciden-
te con los hallazgos de Meza y col. (11).

4. Conclusiones

Teniendo en cuenta que se empled en el
estudio un WPC comercial, se observo que:

1. El aumento en la intensidad del trata-
miento térmico disminuy¢ la cantidad de
proteina nativa, representado por la dismi-
nucion en la variacion de la entalpia,

2. El congelamiento no acentud la des-
naturalizacion de las proteinas del suero a
las temperaturas y tiempos empleados,

3. El aumento en los valores de la varia-
cién de entalpfa de las muestras congela-
das y previamente tratadas térmicamente,
se atribuirfa a una ruptura de enlaces (hi-
drofébicos, fuerzas de Van der Valls) en los
agregados proteicos formados por congela-
miento. Estas alteraciones facilitan la desna-
turalizacion de mayor cantidad de proteina,

4. La mayor cantidad de proteina nativa en
la muestra con mayor contenido de proteinas
totales permitid una mejor definicion en los
termogramas a la velocidad de corrida.
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