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Resumen

El crecimiento de la poblacion mundial plantea problemas tanto cuantitativos como cualitativos
relacionados con los aportes alimenticios, especialmente proteicos. Por esta razon, el estudio del
mejor aprovechamiento de fuentes proteicas existentes y de las tecnologias aplicadas en su
procesamiento que permitan obtenerlos con elevada calidad, constituye una materia importante.
En este trabajo, los concentrados proteicos se obtuvieron por ultrafiltracién y se secaron por
liofilizacién. Las propiedades funcionales y fisicoquimicas de proteinas provenientes de
diferentes fuentes: animal, como la proteina de leche, y de plasma bovino y vegetal como las
proteinas de leche de soja se evaluaron comparativamente con el propdsito de emplearlas en
diferentes formulaciones alimenticias. Las proteinas provenientes del plasma bovino se trataron
durante el procesamiento por medio de agentes protectores lo que permitié reducir los factores
causantes de desnaturalizacion de las proteinas plasmaticas durante los procedimientos
empleados.

1. Marco Tedrico y Objetivos

En las ultimas décadas ha surgido un gran interés en el uso de concentrados proteicos, esto se
debe al aumento exponencial de la poblacion que genera un déficit creciente a escala mundial de
productos ricos en proteinas. Con el fin de satisfacer esta demanda se han realizado numerosas
investigaciones tendientes a encontrar nuevas fuentes proteicas y tecnologias que permitan
obtener una mayor disponibilidad y calidad de proteinas, a partir de las diferentes fuentes
proteicas existentes en la actualidad (Martinez y Afion, 1996; Fernandez y col., 2007; Liuy col.,
2008; Marco y Rosell, 2008; Ee y col., 2009). Los diversos tratamientos a que son sometidas las
proteinas producen modificaciones en su conformacion nativa, estos cambios alteran las
propiedades nutricionales, fisicas y funcionales. Dado que las suspensiones biologicas en que se
encuentran las macromoléculas proteicas difieren en tamafio molecular, la tecnologia de
membranas ha generado un considerable interés como una alternativa para obtener concentrados
proteicos, ya que, entre otras ventajas, no requiere cambio de fase, permite trabajar a temperatura
ambiente, contribuyendo a la calidad del producto obtenido.

En este trabajo, se analizan las propiedades funcionales de proteinas provenientes de diferentes
fuentes: animal, como la proteina de leche, y de plasma bovino y vegetal como las proteinas de
soja con el proposito de emplearlas en diferentes formulaciones alimenticias. Los concentrados
proteicos se obtienen por ultrafiltracion y luego son secados por liofilizacion, tal que el alimento
se conserva por reduccion de actividad del agua, y las caracteristicas organolépticas y valor
nutritivo resultan menos afectados. Las proteinas provenientes del plasma bovino se trataron
durante el procesamiento por medio de agentes protectores (Rodriguez Furlan y col., 2008). La
utilizacion de estos compuestos permitid reducir los factores causantes de desnaturalizacion de
las proteinas plasmaticas durante los procedimientos empleados. Los concentrados se evaluaron



comparativamente y el concentrado de plasma presentd 6ptimas propiedades para ser utilizado en
formulaciones alimenticias, logrando transformar un desecho de la industria carnica en un
producto de alto valor agregado.

2. Metodologia

- Materias Primas: Las caracteristicas se encuentran en la Tabla 1.

TABLA 1: Caracteristicas de las fuentes proteicas empleadas.

Fuente Caracteristicas
proteica
Leche MILKAUT S.L. Argentina Son las proteinas animales de mayor cantidad
bovina (1,5 % grasa ; 3,9 % proteina; que consume el hombre, se emplean para
parcialmente 0,73 % ceniza) reemplazar la leche materna, sus derivados
descremada entran en la composicion de numerosos
alimentos
Alimento de soja comercial Prqteinas Qe ‘alEa‘calidad con capacidaq dg
Leche de (1% de grasas, 3,2 % reducir los trlg}lcerldos y colesterol, sus E'l.C.ldOS
soja proteinas y 0,6 % cenizas). | Sfasos son pohlnsa}turados, alto valor n1‘1t’r1c10nal
las hacen atractivas para la formulacion de
alimentos funcionales
Yerubd S.A. Argentina, Tradicionalmente considerado como un residuo
Plasma Secado por spray (85 % de | de la industria carnica, esta siendo revalorizado
bovino proteinas; 10 % de cenizas, 1 dado que est4 basicamente compuesto por
% compuestos de bajo PM). proteinas de elevada calidad nutricional

- Equipo de ultrafiltracion: El equipo empleado se muestra en el Fig. 1. Consta de un cassette de
Pellicon (Millipore, USA) con membranas de polisulfona, corte de peso molecular de 10 kDa.
Las soluciones se impulsaron con una bomba de velocidad variable (Procon®). Se empleé un
cartucho de microfiltracién para proteger la membrana de UF del ensuciamiento provocado por
particulas de mayor tamafio. La concentracion de proteinas por UF se realizé eliminando
continuamente el flujo de permeado, el proceso se detuvo cuando se logré la concentracion
deseada de solidos en el concentrado. Después de cada filtraciéon la membrana se limpid en linea
(CIP) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La permeabilidad hidraulica de la
membrana siempre fue recuperada, con lo cual se comprobd que el procedimiento de limpieza
fue realizado correctamente.

- Etapa de liofilizacién: Los concentrados proteicos obtenidos por UF fueron congelados a — 40
°C y liofilizados empleando un liofilizador (Rificor S.A., Argentina) a un bar de presion durante
48 horas. Durante este proceso las moléculas de proteinas pueden sufrir la pérdida de su
conformacion es decir desnaturalizarse, debido a la eliminacion del agua Para evitar o minimizar
este fendmeno, el concentrado de plasma bovino fue liofilizado utilizando azicares como agentes
protectores (Rodriguez Furlan y col. 2008).
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FIGURA 1: Esquema del equipo de UF. 1) Bafio termostatico; 2) Serpentin; 3) Tanque de
alimentacion; 4) Termometro; 5) Bomba peristaltica; 6) Entrada de la solucion de alimentacion;
7)Flujo de permeado; 8) Flujo de concentrado; 9) Celda de UF; 10) Sensores de presion.

- Caracterizacion de los concentrados proteicos liofilizados: Las técnicas empleadas se
describen a continuacion, todas las experiencias fueron realizadas por triplicado.

e Determinacion de proteinas totales: fue determinado por el método de Kjeldhal (P Selecta). Los
factores de conversion utilizados para la expresion de los resultados fueron de: 6,38 para leche;
6,24 para plasma bovino y 5,8 para leche de soja (AOAC 978.04-968.01).

e Solubilidad de los concentrados proteicos (S): se determind a 20 °C, las muestras proteicas se
disolvieron en buffer fosfato en un rango de pH entre 3 y 9. Las suspensiones se agitaron
durante 10 min evitando la formacion de espuma y centrifugadas en una ultracentrifuga
refrigerada (Beckamn J2-HS) a 20.000 rpm por 30 min a 5 °C. El contenido de proteina del
sobrenadante se determind a través de espectroscopia de absorcion (Espectofotometro
Shimadzu UV-150 Doble haz) a 280 nm y expresado como (Marco y Rosell, 2008):

S (%) = (P¢/ P;) x 100 (1)
Donde: P¢= cantidad de proteina del sobrenadante; P; = cantidad de proteina en la muestra

e Capacidad de retencion de agua (CRA) (a temperatura ambiente y pH 7,4 — 7,8): 1 gr de
concentrado proteico se le adicion6 agua destilada. Se mezclé con un agitador de alta velocidad
durante 5 min. Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 min y luego se
centrifugaron a 20.000 rpm durante 30 min a 5 °C. El sobrenadante se decanto y el sedimento se
peso y secod en estufa hasta peso constante. La capacidad de retencion de agua (g de agua por g
de producto) fue calculada como (Yuy col., 2007):

CRA = (w1 —wp) / (Wo— W) (2)

Donde: w = peso del tubo (g); wo = peso del tubo mas la muestra seca (g); w; = peso del tubo mas
el sedimento (g)

e Capacidad de ligamiento de grasas (CLG) (a temperatura ambiente y pH 7,4 — 7,8): 1 gr de
concentrado proteico y luego se adiciond aceite vegetal (V), se mezcld a alta velocidad durante
30 min. Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 min y luego se



centrifugaron a 20.000 rpm durante 30 min a 5 °C. El volumen del sobrenadante fue registrado
como V,. La capacidad de ligamiento de grasas (ml de aceite por gramo de proteina) se calculo
a partir de (Yu y col., 2007):

CLG= (V1 - Vz) / (W() - W) (3)

e Capacidad emulsionante (CE) (temperatura ambiente, pH 7,4—7,8): 1g de concentrado proteico
se mezcld con agua destilada agitando durante 2 min utilizando un agitador de alta velocidad.
Luego se adicionaron lentamente 500 ml de aceite vegetal con agitacion constante, la cual se
detuvo cada 2 min para evaluar la estabilidad de la emulsion. Cuando se observo una ruptura de
la emulsion, se registré el volumen de aceite adicionado y se utilizo para calcular CE como el
volumen (ml) de la emulsion de aceite por gramo de concentrado proteico (Yu y col., 2007).

e Estabilidad de las emulsiones (EE) (a temperatura ambiente y pH 7,4 — 7,8): un 1 g de
concentrado proteico se mezclo con agua destilada durante 2 min a de alta velocidad. Luego se
adicion6 aceite. A cada preparacion se le agreg6 azida sodica al 0,05 % (p/v). Las emulsiones
obtenidas se almacenaron en heladera. Diariamente se examinaron las emulsiones para observar
indicio de ruptura de la emulsion durante 16 dias. La EE se calculd utilizando la siguiente
ecuacion (Ee y col., 2009):

EE = (E;/ ER)) 4)
Donde: E; = altura de la emulsion en el dia i; ER; = altura de la ruptura de emulsion en el dia i

e Capacidad espumante y estabilizante (CE) (a temperatura ambiente y pH 7,4 —7,8): 1 g de
concentrado proteico se mezcld con agua destilada durante 3 min a de alta velocidad (V). El
volumen final de la solucién mas la espuma generada se reporta como (Vy). La CE fue
calculada utilizando la siguiente ecuacion ( Yu y col., 2007; Marco y Rosell, 2008):

CE=V;/V; (5)

La estabilidad espumante (EES) fue determinada por la diferencia de volumen medida al
transferir la mezcla a un cilindro de medicion para determinar el volumen a cero y 60 min
(Marco y Rosell, 2008). La estabilidad espumante fue calculada como:

EES (%) = (EES6() min / EESinicial) x 100 (6)

- Analisis estadistico: Los datos obtenidos se evaluaron estadisticamente a través del test de
comparaciones multiples de Tukey-Kramer para los casos de mas de 2 comparaciones, de lo
contrario se utiliz6 el test £. Considerando significativo un P < 0,05 (SAS, 1989).

3. Resultados y Discusion

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en la caracterizacion de los concentrados de
proteinas de plasma bovino, de leche de soja y de leche bovina.

La absorcion y retencion de agua por los ingredientes proteicos tienen un papel fundamental en
al calidad de la textura de diversos alimentos especialmente carnes trituradas y pastas de
panaderia ademds esta propiedad es fundamental para alimentos viscosos tales como sopas,



salsas, masas y productos horneados. La imbicién o adsorcion del agua sin disolucion de la
proteina, conduce a una hinchazén y le confiere propiedades tales como consistencia,
espesamiento, viscosidad y adherencia (Chefter y col., 1989). Si bien la absorcion total del agua
aumenta con la concentracion proteica, los resultados muestran que las proteinas del plasma
bovino presentan una capacidad de retencion de agua superior a los otros concentrados lo cual
puede deberse a un mayor caracter hidrofilico de la proteina, teniendo una relacién apropiada
agua-proteina y a una concentracion ionica optima.

TABLA 2: Comparacion de las caracteristicas de los diferentes concentrados proteicos.

Propiedades de las proteinas Plasma Leche bovina | Leche de soja
Contenido de proteinas totales (%) 27,8 £0,4 348+0,3 28,8 £0,2
CRA (ml de agua /g de producto) 7,31 +0,03 1+0,05 2,05+ 0,06
CLG (ml de aceite/ g de producto) 2,4+0,1 3,90+0,11 2,30 £ 0,08
CE (ml de aceite/ g de producto) 445 +£5 790 £ 9 260+ 7
CES (ml/ml) 1,22 + 0,02 0 0
EE (%) 50,6 + 04 - -
Cenizas (%) (p/p) 2,5 6,7 7,5

La capacidad de las proteinas de retencion de lipidos es muy importante para la formulacion de
productos para freir y para la retencion de sabores. Ademas, disminuye el desarrollo de la
rancidez oxidativa y en consecuencia aumenta la estabilidad durante el almacenamiento. La
capacidad de retencion de grasas fue mayor para la leche bovina; esto puede deberse al excelente
caracter hidrofobo de éstas proteinas (Chefter y col., 1989).

Las determinaciones de capacidad emulsionante mostraron que todos los concentrados presentan
buenas propiedades emulsionantes. Sin embargo, los caseinatos presentes en los concentrados de
leche bovina fueron los mejores emulsionantes, esto puede deberse a que poseen una estructura
disociada y desplegada naturalmente al mismo tiempo que una hidrofobicidad global
relativamente elevada con una separacion neta de las zonas muy hidréfilas y muy hidrofobas de
la cadena del polipéptido. Ademads la presencia de fosfato de calcio que al combinarse con las
caseinas forman estructuras con propiedades tensioactivas, de cardcter amfifilicas que le
confieren excelentes caracteristicas emulsionantes (Chefter y col., 1989).

Es conocido que minimas concentraciones de lipidos, alteran la capacidad espumante.lLa
adsorcion de los lipidos de bajo peso molecular produce la ruptura de las interacciones proteina-
proteina. El debilitamiento del film viscoelastico alrededor de las burbujas de aire produce la
coalescencia de las burbujas y por lo tanto la desestabilizacion de la espuma (Fillery Travis y
col., 2000). En el caso de los concentrados proteicos de soja y leche bovina el proceso de
ultrafiltracion concentra, ademds de proteinas, los lipidos, mientras que los concentrados
proteicos de plasma bovino que se encuentran exentos de lipidos presentan mayor capacidad
espumante. Ademas, poseen un alto grado de flexibilidad conformacional, que permite que la
proteina pueda desenrollarse y reordenarse mas facilmente en la interfase, formando una espuma
muy estable (Clarkson y col., 1999). Las propiedades espumantes son muy utilizadas en
productos alimenticios tales como confiteria, coberturas batidas, postres congelados, pasteles, etc.
Las proteinas del plasma bovino presentaron una excelente estabilidad en sus dispersiones
(espuma y emulsion), Tabla 2, eso puede deberse a que las mezclas de polisacaridos y proteinas
que son moléculas amfifilicas con actividad superficial formando un complejo proteina-



polisacarido con un rol esencial en la estabilizacion de espumas y emulsiones. Ademas, produce
un refuerzo en las propiedades funcionales de las proteinas y aumenta la viscosidad de las
espumas contribuyendo a la estabilidad de las mismas (Benichou y col., 2007).

3.2. Determinacion de la solubilidad a diferentes pH

Desde un punto de vista practico los datos sobre las caracteristicas de solubilidad son muy utiles
para poder determinar las condiciones Optimas de extraccion y purificacion de las proteinas, asi
como la separacion de fracciones proteinas. La solubilidad, bajo distintas condiciones, también da
una buena indicacion de las aplicaciones potenciales de las proteinas, y tiene influencia sobre
otras propiedades funcionales (Chefter y col., 1989). En la Figura 2, se observa la solubilidad de
los diferentes concentrados proteicos en un rango de pH 3 y 9.
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FIGURA 2: Solubilidad de los diferentes concentrados proteicos a diferentes valores de pH.

Los resultados muestran que las proteinas de soja tienen mayor solubilidad en el rango de pH
estudiado (P < 0,05), presentan un maximo en su solubilidad a pH 8. Ademas, presenta su menor
solubilidad a pH 5, que concuerda con el rango de pH del punto isoeléctrico (PI) de sus proteinas
(pH 4,8 — 5,6). Las proteinas de leche bovina presentan una menor solubilidad (P< 0,05) lo cual
podria estar vinculado a la concentracion de Ca producida durante la UF (Chefter y col., 1989).
Su menor solubilidad se encuentra en el rango entre 4,6 y 6 correspondiente a su PIL.

Las proteinas del plasma bovino presentan un maximo de solubilidad a pH 7,5 y presenta una
disminucion en la solubilidad en el rango de pH entre 4 y 6, que concuerda con el rango en el
cual se encuentra el punto isoeléctrico de sus proteinas (pH 4,6 — 5,2).

4. Conclusiones

Se compararon las propiedades funcionales de las proteinas del plasma bovino frente a las
proteinas de la leche de soja y la leche bovina, obtenidas a través de procesos con membranas de
ultrafiltracion y posterior secado por liofilizacion.

Una de las caracteristicas mas importantes es la solubilidad proteica, ya que esta afecta las demas
propiedades funcionales, se comprobd que a través del agregado de azucares durante el



tratamiento del plasma bovino, se logré mejorar notablemente su solubilidad. Ademas las
proteinas del plasma bovino presentan mejores capacidades de retencion de agua, grasa, y
emulsionante al comparar con las proteinas de la leche de soja. Las proteinas de la leche bovina
presentan mejor capacidad emulsionante y retencion de grasas que las proteinas del plasma
bovino, pero su solubilidad es considerablemente menor, haciéndola menos apta para
formulaciones de preparados liquidos, tales como jugos.

Por otra parte, las proteinas del plasma bovino presentan excelentes caracteristicas espumantes,
mientras que las proteinas de los concentrados de leche soja y leche bovina no poseen buenas
propiedades espumantes. La estabilidad espumante de las proteinas del plasma es relativamente
buena, haciéndola excelente para formulaciones de mousse, helados, cremas, etc.

Las proteinas de leche bovina y leche de soja son consideradas proteinas con excelentes
propiedades funcionales. De la comparacion de las mismas con el concentrado de proteinas del
plasma bovino, se encontr6 que posee propiedades favorables, por lo tanto se las puede
considerar como una buena opcidn para ser utilizadas como ingrediente alimenticio.

De este modo, se demuestra que a través del tratamiento aplicado se logré dar valor agregado a
las proteinas plasmaticas tradicionalmente consideradas como un residuo de la industria cérnica.
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