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Caracteristicas Viscoelasticas y Texturales
de Geles Mixtos de Proteinas de Suero
Lacteo y A-carragenina

Viscoelastics and Textural Characteritics
of Whey Protein Concentrate and
A-carrageenan Mixed Systems

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la temperatura de
calentamiento (T), la concentracion de sélidos (S) y el pH sobre las caracteristicas viscoelasticas y
mecanicas de geles formados por proteina de suero lacteo (SL) y A-carragenina cosecados por
spray, para lo cual se utilizé un disefio experimental. Los geles que se obtuvieron en todas las
condiciones son geles opacos lo cual indica que son geles agregados. La variacion del pH en el
rango entre 6y 7 no produjo un efecto significativo en la dinamica de gelificacién, mientras que
se observo un efecto pequeno en las propiedades de textura de los geles.

La velocidad de formacién de la estructura primaria aumenta con S,
independientemente de la T de calentamiento, lo cual indica que esta etapa de la gelificacion
estaria controlada por la agregacion, promovida por la presencia del polisacarido. Sin embargo
el posterior desarrollo del gel hasta formar una estructura estable estaria determinado
principalmente por la temperatura que, a través del aumento en la velocidad de difusion de las
particulas agregadas y del grado de desnaturalizacion de la proteina, promueve la formacion
mas rapida del gel.

La modificaciéon de estas variables nos permiten obtener un amplio rango de
propiedades texturales en los geles obtenidos con el cosecado de SL/A-C. Los geles con mayor
caracter sélido se consiguen a mayor T, mayor Sy mayor pH.

ABSTRACT

The objective of the present work was to study the effect of the heating temperature
(T), solid concentration (S) and pH on the viscoelastic and mechanical characteristics of the gels
prepared with co-spray dryed sample of whey protein concentrate (SL) and A-carrageenan,
using an experimental design. The gels obtained in all conditions were opaque and so
aggregated gels. The effect of pH was no significant on gelation dynamics while it was
significant on textural properties.

The rate of the primary structure formation increases with S, independently of T,
indicating that gelation process could be controlled by aggregation and promoted by the
presence of the polysaccharide. Never the less the further gel development will be determined
by T, producing an increase in the aggregated particles diffusion rate and in the denaturation
degree of the proteins and so promoting a rapid gel formation.

A wide range of textural properties of the gels prepared with the co-spray dryed
sample (SL and A-C) could be obtained modifying these factors. Gels with the highest solid
character could be obtained athigh T, S and pH.
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1. INTRODUCCION

El uso de mezclas de proteinas y polisacaridos ofrece
la ventaja de que la interaccién sinérgica entre los diferentes
biopolimeros permite controlar y mejorar las propiedades
texturales de los geles formados en base a estos sistemas. El
fendmeno que ocurre en estas soluciones mixtas, se conoce
como incompatibilidad termodinamica y es comunmente
observado en soluciones de polisacaridos y proteinas a pH por
encima del pH isoeléctrico de la proteina y en ciertas
condiciones de concentracién, que dependen del tipo de
biopolimero presente en la mezcla (BAEZAy col, 2003).

Las B-lactoglobulina, uno de los mayores
componentes de la proteina de suero lacteo, es el agente
gelificante primario y domina el comportamiento térmico de las
proteinas totales de suero. La B-lactoglobulina forma 2 tipos
de geles: blancos y particulados entre pH 4,00 y 6,00 y geles
transparentes de estructura fina, por encima y por debajo de
esa region de pH. STANDING y HERMANSON (1990) utilizando
medidas viscoelasticas encontraron que es posible diferenciar
entre geles particulados blancos (u opacos) y geles de
estructura fina (“fine-stranded”) transparentes. Las medidas
con grandes deformaciones muestran que los geles de
estructura fina que se forman a bajo pH son quebradizos,
mientras que los geles de estructura fina que se forman a alto
pH son elasticos (STANDING Y HERMANSSON, 1991).

La microestructura de geles de proteina de suero
lacteo (SL) a diferentes pH es similar a la microestructura de los
geles de B-lactoglobulina (B-Ig) a pH comparables, aunque Ia
regiébn de geles particulados estd mas expandida para la
proteina del suero (LANGTON y HERMANSSON, 1992).

BAEZA y PILOSOF (2001) estudiaron las propiedades
de geles de B-lactoglobulina en presencia de gomas no
gelificantes (PGA, xantica y A-carragenina) bajo condiciones de
compatibilidad termodindmica limitada y encontraron que
estos polisacaridos modifican la cinética de agregacion, el
tamano de los agregados de B-Igy el grado de asociacion de las
particulas en la estructura.

Aunque los mecanismos de gelificaciéon tanto de B-Ig
sola como de la B-Ig con diferentes tipo de polisacaridos han
sido objeto de numerosos estudios (FOEDING y col, 1995;
BAEZAy PILOSOF, 2001; BAEZA y col 2003) la comparacién de
los mecanismos de gelificacion de mezclas de suero comercial
con polisacaridos continla teniendo interés para la industria de
aditivos alimentarios, ya que diferencias en el comportamiento
de estos dos tipo de sistemas proteicos (B-Ig+polisacaridos y
SL+polisacaridos) puede inducir a errores en la formulacién de
los aditivos comerciales. El secado spray de las soluciones
mixtas de estos biopolimeros, constituye un proceso
fundamental para la obtencion de ingredientes estables que
puedan ser luego agregados a formulaciones para lograr la
funcionalidad requerida. Por lo tanto resulta indispensable el
estudio de mezclas cuyo proceso de obtencidon se asemeje lo
mas posible al que podria desarrollarse industrialmente.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto
de la temperatura de calentamiento, la concentracion de
sélidos y el pH sobre las caracteristicas viscoelasticas y
mecanicas de geles formados por proteina de suero lacteo y
A-carragenina cosecados por spray, y determinar de esta forma
las condiciones éptimas de preparacion de estos sistemas.
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2. MATERIALES Y METODOS

Materia prima: Se utiliz6 concentrado de proteina de suero
lacteo (SL) provisto por Milkaut (Frank - Santa Fe - Argentina),
con 82.38 % proteina (b.s), la A-carragenina fue provista por
SKW Biosystems- Bs.As. Argentina

METODOLOGIA

2.1 Preparacion del cosecado

Se preparé una mezcla de suero lacteo (SL) y
A-carragenina (A-C) enrelacion 8/1 en agua destilada a pH 6,5.
La mezcla fue secada en secadero Spray Niro Atomizer de
escala Planta Piloto. Se obtuvo polvo cosecado con 67.34 %
proteina (base tal cual); 8,08 % de humedad y pH 6,5.

2.2 Diseno estadistico

El estudio de las diferentes variables en el rango de
interés se realizo mediante un disefo de red de Doehlert para
tres factores. Las variables estudiadas fueron el pH, la
concentracién de sdlidos (S) y la temperatura de calentamiento
(T). Las variables reales y codificadas y sus niveles se muestran
enlaTablal.

Se utilizd un modelo polindmico cuadratico para
describir las siguientes respuestas: velocidad de gelificacion,
determinada como la inversa del tiempo de gelificacion (1/tgel),
temperatura de gelificacion (TG), velocidad de desarrollo del gel
después del punto gel (k), médulo elastico maximo luego del
calentamiento (G “max), tangente del angulo de pérdida (Tan.3)
ydureza (D).

El modelo consta de 10 términos: uno lineal, tres
lineales para cada variable y tres cuadraticos y tres términos de
interaccion entre las variables:

1. Y =bo+ bl X1 + b2 X2+ b3 X3 + b4 X, * + b5 X, *
+ b6 X, *+ b7 X1 X2 + b8 X1 X3 + b9 X2X3,

Donde bi son los coeficientes de regresién estimados por el
modelo. El disefio se analizé utilizando el software Statgrafics
Plus 3.1, utilizando las variables significativas (p< 0.05 o p<
0.1 seguin el caso).

Estudio de la dinamica de gelificacion
Medidas con pequenas deformaciones

Las medidas oscilatorias dinamicas fueron realizadas
en un reémetro de stress controlado Phar Physica (MCR 300),
con un sistema de platos paralelos (luz de 1 mm). La
temperatura de calentamiento fue controlada con un sistema
Peltier (Viscotherm VT, Phar Physica). La frecuencia utilizada
fue de 1 Hzy la deformacién se mantuvo a 0.01%. Las muestras
fueron calentadas desde 20 °C hasta la temperatura final, a una
velocidad de 25 °C/min, luego la temperatura se mantuvo
constante durante 30 min. y finalmente los geles fueron
enfriados a 5 °C, manteniendo esa temperatura durante 5 min.
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La temperatura a la cual el médulo de almacenamiento y el de
pérdida (G'y G”) se cruzan fue tomada como el punto gel para
determinar tiempo y temperatura de gelificacion (tgel y TG).

Caracterizacion del Gel
2.3 Parametros reoldgicos

Se determind el mdédulo de almacenamiento (G '), el
modulo de pérdida (G”) y el angulo de defasaje (Tand) para
estudiar las caracteristicas de la estructura en las diferentes
condiciones. Luego del enfriamiento a 5 °C, se evalud la
dependencia de la G* con la frecuencia a 20 °C con una
deformacion constante de 1% y un rango de frecuencia de
(0.01-10Hz).

2.4 Parametros texturales

Los geles se formaron calentando las dispersiones del
cosecado en tubos de vidrio de (19 mm de diametro) a
temperatura constante en el rango de estudio (75-90 °C)
durante 30 min. y luego se almacenaron a 5 °C durante toda la
noche.

El analisis del perfil de textura de los geles fue
evaluado mediante un test de compresion longitudinal (TPA
test), con un equipo TA-XT2i Texture Analizer. Los geles se
comprimieron al 30 % de su altura original a una velocidad de
compresién de 0,5 mmy/s utilizando una probeta cilindrica ( P/36
R 36 mm de diametro). Se informé el promedio de dos
replicados.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Dinamica de gelificacion

Experiencias previas de caracterizacion del cosecado
(datos no publicados) permitieron evaluar la habilidad de las
mezclas cosecadas de proteinas de SL y A-C de promover la
gelificacidn en comparacién con las muestras de SL solo. Se
encontré que las mezclas cosecadas (SL+A-C) a 8 y 10 %
formaban geles que no se autosoportaban, mientras que a 12
% los geles eran firmes. En cambio el SL no gelificaba a ST< 9%.
La presencia de A-C promueve la gelificacibn a menores
concentraciones y tiempos, lo cual esta relacionado con la
existencia de incompatibilidad termodinamica entre la proteina
y el polisacarido. Por las razones antes expuestas se selecciond
12% como la concentracion mas baja para realizar estos
estudios.

La dinamica de gelificacion se evalué mediante los
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siguientes parametros: 1/tgel, ky TG.

La secuencia de eventos que ocurre durante la
gelificacion de proteinas inducida por calor puede ser separada
entre aquellos que ocurren en fase fluida y los que ocurren en
fase sdlida o gelificada. La linea limite entre las reacciones en
fase fluida y las reacciones en fase sdlida es el punto gel (t gel),
momento en el cual el liquido, en el cual se encuentran en
desarrollo los agregados, se transforma en un sélido con
estructura tridimensional. La estructura primaria del gel como
asi también su posterior desarrollo ocurre como resultante de
reacciones de desnaturalizacion/agregacion. Teniendo en
cuenta las consideraciones anteriores, en la Tabla 2 se observa
que la variable mas importante que afecta la velocidad de
formacion de la estructura primaria del gel (1/tgel) es S, indicada
por el alto valor relativo del coeficiente lineal. El valor positivo
de los coeficientes lineales y cuadraticos indica que la variacion
de la velocidad de formacién de la estructura primaria del gel
aumenta con S en forma no lineal y que existe un valor minimo.
Si bien el aumento de 1/tgel con T podria considerarse en cierta
forma un efecto esperado en estos sistemas, resulta de interés el
valor obtenido para el término de interaccion T-S, que indica
que un aumento simultdneo en estas variables reduce
significativamente Ia velocidad de gelificacién.

La Figura 1 muestra la superficie de respuesta
generada para 1/tgel a pH constante de 6,5. Se encontré que
independientemente de la T, la velocidad de formacién de la
estructura primaria (1/tgel) aumenta con el aumento de S. En
esta etapa la concentracién es determinante para lograr una
velocidad de agregacién adecuada. Por otro lado estos
resultados coinciden con el hecho que la mayor concentracion
promueve mayor velocidad de agregacion. Todos los geles
gelifican en la rampa de calentamiento, por lo que seria I6gico
suponer que 1/tgel no depende de la temperatura de
calentamiento final.

La TG se vio afectada principalmente por S, lo que se
deduce del alto valor del coeficiente lineale (Tabla 2). Como el
coeficiente del término cuadratico de T es significativo (p<0.05)
y el coeficiente lineal de T es significativo (p <0.1), ambos
términos son retenidos en el modelo, siendo el pH y las
interacciones entre todas las variables no significativas. Esto
indica que la TG depende fundamentalmente de S. El signo
negativo del coeficiente lineal de S indica que a medida que
aumenta S la TG disminuye, mientras el signo negativo de los
coeficientes de los términos cuadraticos de S y T indica la
existencia de un maximo en la temperatura de gelificacion.

Dado que el tgel y TG estan relacionados (punto gel,
también para TG la variable mas importante es S por lo que a
mayor S disminuye TG, como puede observarse en el grafico de
lineas de contorno a pH 6,5 (Figura 2). Es importante destacar
que la TG varié en un amplio rango (50-74 °C) dependiendo de

Tabla 1 Valores reales y codificados (entre paréntesis) de las variables estudiadas.

Variables Valores reales y (codificados)
T (°C) 75 (-1); 78.75 (-0.5); 82.5 (0); 86.25 (0.5); 90 (1)
S (p/p%) 12 (-0.866); 13.33 (-0.5774); 14.66 (-0.2887); 16 (0); 17.33 (0.2887); 18.66 (0.5774); 20 (0.866)
pH 6(-0.8165); 6.5 (0); 7 (0.8165)
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las condiciones experimentales. A alta S el efecto de T tiene muy
poca importancia sobre TG, dado que la alta concentracion
promueve la formacién de los agregados. AbajaS, el efecto de
la T de calentamiento es mas importante. Como se observa en
la Fig. 2, al aumentar T la TG disminuye, lo que podria ser
debido a un aumento en la velocidad de difusion con una
mayor velocidad de calentamiento, posibilitando la formacién
de agregados de tamano suficiente para la formacién de la
matriz gelificada.

La velocidad de desarrollo del gel (k) representa el
desarrollo del gel una vez formada la estructura primaria.
Como la velocidad de calentamiento durante el proceso de
gelificacion es muy alta (desde 20 °C hasta la T final 75-90 °C a
25°C/min) la gelificacion puede considerarse que ocurre a
temperatura constante. La evolucidon de G’ en el tiempo
después del punto gel se modelé con la ecuacion 2

2. G'=G',(1-e")

Donde G’ es el valor de G” en el "plateau” luego de un largo
tiempo y k se refiere a la velocidad con que se desarrolla la
estructura del gel (BAEZAYy col, 2003). El ajuste de los datos a la
ecuacion 2 dio altos valores de coeficientes de regresion (R
>0.98).

La Tabla 2 muestra que las variables mas importantes
que afectan k, son T (p<0.05) y S (p<0.1). El pH y las
interacciones entre las distintas variables no son significativos.
El valor positivo del coeficiente del término lineal de T indica
que k aumenta con un aumento en esta variable. Los
coeficientes negativos de los términos cuadraticos para Sy T
indican la existencia de un maximo de k cuando aumenta Ty S.

TABLA 2 Coeficientes estimados por la regresion lineal multiple’.
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Estos resultados concuerdan con lo observado por
FOEGEDING y col. (1995) quienes reportaron que Ia
temperatura y el tiempo de calentamiento tienen un efecto
antes y después de la temperatura critica de gelificacion. EI
tratamiento térmico tiene un efecto sobre la distribucién de las
proteinas agregadas/desagregadas, por lo cual también se vera
afectada la cinética de agregaciéon y de formacién de la
estructura del gel que modificara la microestructura y las
propiedades de los geles.

Para la velocidad de desarrollo del gel (k) se presenta
el grafico de contorno (Figura 3) de k en funcién de Sy T a pH
6.5 constante, ya que nuevamente este factor tuvo la menor
incidencia. Se puede observar que al aumentar T aumenta la
velocidad de gelificacién tanto a baja como a alta
concentracion.

Amenor T (75°C) y mayor S la velocidad tiende ha ser
muy baja < 0.005. Alaumentar T aumenta k tanto a baja como
aaltaS. El hecho de que T sea el factor mas importante esta
relacionado con su efecto sobre la difusion de la proteina en la
matriz sélida como ha sido reportado por BAEZA y col, 2003.
Después del punto gel cuando se entra en la fase sélida de la
gelificacion, la agregacion estaria limitada por la difusion de las
particulas dado por la alta viscosidad de la fase continua de la
matriz del gel, por lo que al aumentar T aumentaria la fuerza
impulsora, y por lo tanto la velocidad de difusién y la de
gelificacion. Los mayores valores de k se obtienen entre 81 y
88°CyparaSentre 13y 17.4 %.

3.2 Caracterizacion de los geles
Parametros reolégicos

La viscoelasticidad relativa (Tan §) no varid

Coeficiente 1/tgel k TGel G’ max Dureza
Constante 0.0967 0.061 73.03 50005 44.6
T (0.0069) 0.0189 -3.175* 10438 229
S 0.0179 -0.0076* -8.018 16933 7.08
pH (0.0039) (0.0068) (-1.67) 3825 4.81*
Cuadréticos

T (0.0141) -0.0318 -7.66 4970 24.88
s 0.0220 -0.0413 -9.36 23893 41.13
PH? (0.0006) (0.00164) (-0.82) (-824.3) 56.75
Interaccion

T.S (-.01306) (-.00946) (6.93) 17069.9 -92.44
T.pH (0.0152) (-0.0214) (-8.02) (-2220.5) -161.36
S.pH (-.0015) (-0.0123) (0.14) 7924.9 56.48
R’ 0.92 0.90 0.90 0.84 0.86

A significativas (p<0.05), () no significativas.
* significativa p<0.1.
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significativamente respecto de los factores estudiados (T, S y
pH). Los valores de Tan & para los geles oscilaron entre 0,188 y
0,198, indicando que los mismos tienen una alta
viscoelasticidad relativa.

Todos los factores, excepto el término cuadratico de
pH y la interacciéon entre T y pH, fueron significativos para
G 'max (Tabla 2). Los factores mas importante son Sy Ty en
menor medida el pH. Los signos de todos los coeficientes son
positivos por lo que cuando aumenta S, Ty pH aumenta el
caracter solido del gel. Por otro lado los signos de los
coeficientes cuadraticos de S y T son positivos, indicando Ia
existencia de un minimo de G “'max. El término de interaccion
entre Sy T es muy importante, seguido por el de interaccién
entre S y pH. Ambos términos tienen signo positivo, lo que
sugiere una interaccion del tipo sinérgica entre estas variables
ya que contribuyen a aumentar el caracter sélido (aumenta
G "'max) del gel.

La Figura 4 muestra la superficie de respuesta de
G ‘'maxenfunciéndel Sy T, apH constante de 6,5.

El caracter sélido de los geles aumenta
sinérgicamente con el aumento de la temperatura y
concentracion de sélidos, como ha sido reportado por BAEZAy
col (2003), quienes sugirieron que la formacion de particulas a
mayores temperaturas involucraba reacciones de intercambio
entre los grupos tiol expuestos.

Temperatura

Figura 1 Superficie de respuesta de la velocidad de formacion
de la estructura primaria (1/tgel) en funcién de la
concentracionylaT parapH6.5.
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Figura 2 Grafico de contorno de la TG en funcién de la
concentracionylaTparapH6.5.
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Por otro lado, a medida que aumenta el pH, los geles
alcanzaron un mayor caracter sélido (datos no mostrados). El
aumento de G “'max seria debido a que a pH 7,00 predominan
los enlaces covalentes mientras que a pH 6,00 predominan los
agregados fisicos que son mas débiles.

3.3 Parametros texturales
Dureza

Los factores mas importantes que afectan la dureza de
los gelesson Ty S. Los signos de los coeficientes linealesde Ty S
positivos indican que cuando estas variables aumentan,
aumenta la dureza del gel, coincidentemente con el aumento
del caracter sélido del gel (G'max). Todos los términos
cuadraticos son significativos lo que indica la existencia de no
linealidad.

Los valores grandes y negativos de los términos de
interaccion entre Ty pH y entre T y S sugieren efectos
antagodnicos entre estas variables, indicando que cuando estas
variables aumentan decrece la dureza de los geles, mientras
que existiria un efecto sinérgico entre S y pH (signo + del
término de interaccion). Esto indicaria que a mayor pH y
concentracién de sélidos mayor dureza de los geles.

Se observd que la mayor dureza de los geles se

09 K
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Figura 3 Grafico de contorno de la velocidad de desarrollo
del gel (k) en funcién de la concentraciényla T parapH 6.5.
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Figura 4 Superficie de respuesta de G max en funcion de la
concentracionylaT parapH6.5.
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obtiene tanto a alta Sy baja T como a baja S y alta T, mientras
que los geles de menor dureza se obtienen a bajaSy bajaT o
altaSyaltaT. Los altos valores de dureza obtenidos para T> 80
°Cybaja S, podrian ser debido al alto nivel de desnaturalizacion
de las proteinas del suero lacteo (T= 78,8 °C) involucradas en la
estructura del gel como fue reportado por BAEZAy col. (2003),
para geles de B-l y de -1+ PGA calentados por encima de la
temperatura de desnaturalizacion de la (B-l) (T>76 °C), lo cual
contribuia a la formacién de enlaces covalentes en la estructura
del gel.

4. CONCLUSIONES

Los geles que se obtuvieron en todas las condiciones
son geles opacos lo cual indica la formacién de geles
agregados.

El pH en el rango estudiado (6 a 7) no afecta la
dinamica de gelificacion mientras que tiene un efecto pequefo
en las propiedades de textura de los geles.

La velocidad de formacion de la estructura primaria
aumenta con S, independientemente de la T, lo cual indica que
esta etapa de la gelificacion estd controlada por la agregacion,
que es promovida por el polisacarido. Sin embargo el posterior
desarrollo del gel hasta formar la estructura final esta influido
principalmente por la temperatura, que a través del aumento
en la difusién de las particulas y en la desnaturalizacion de Ia
proteina promueve que el gel se forme mas rapidamente.

La modificacion de estas variables permiten obtener
un amplio rango de propiedades texturales de los geles
obtenidos con el cosecado de SL/-C. Los geles con mayor
caracter sélido se consiguen a mayor T, mayor Sy mayor pH.
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