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RESUMEN

En este trabajo se determind el efecto del ultrasonido de alta intensidad sobre
aislado de proteinas de suero, modificando el medio en que se encuentra para
observar mayor efecto en la estructura de las mismas (desnaturalizacién) y su
posterior agregacion. Las soluciones de aislado de proteina de suero (WPI) se
prepararon al 3 % a pH7 y pH4 con CacClz en concentraciones de 0.1 My 0.2 M;
posteriormente se aplicé tratamiento de ultrasonido durante 4 y 6 minutos (24 kHz
a 400 W), para cada medicidon se tuvieron muestras control, a las cuales se les
modificé el pH, FI o tiempo de ultrasonido. En los resultados por medio de
espectroscopia de infrarrojo se observaron cambios espectrales en la region de la
amida primaria (1500-1700 cm), determinando desnaturalizacién proteica
irreversible; estos resultados se pudieron corroborar en electroforesis observando
bandas a 37 kDa y <250 kDa debido a la formacion de agregados. En HPLC se vio
reflejado en la disminucion del area bajo la curva, asi como la disminucion en
hidrofobicidad, tamafio de particula e incremento en sulfhidrilos libres y turbidez.
Los geles formados para determinacion de CRA y viscosidad, en los tratamientos a
pH 7 0.1 M con 4 y 6 minutos de ultrasonicacion, mostraron mejores resultados, con
respecto a controles y tratamientos a pH 4 0.1 My 0.2 M con 4 y 6 minutos de
ultrasonido, destacando que en algunos controles (WPI, pH7, pH4, US 4 y 6 min)
no hubo formacion de gel. Estos resultados dieron la pauta para determinar que
tratamientos serian los mejores para la elaboracion de yogur, siendo los
tratamientos pH 7-0.1 M con 4 y 6 min de ultrasonido. Las muestras de yogur en
firmeza del gel y % de sinéresis tuvieron diferencia significativa, no asi en
viscosidad. La muestra de yogur preparada con WPI tratada con pH 7-0.1 My 4 min
de ultrasonido, no presento diferencia significativa, este analisis se realiz6 mediante
analisis de varianza (una sola via p>0.05) y prueba Tukey, ademas el tiempo de
coagulacion de los yogures Y2 y Y3 ( yogur elaborados con WPI tratada pH 7-0.1
M, 0.2 M con 4 y 6 min de ultrasonido), fue menor al del Y1 ( WPI sin tratamiento),

mostrando un rango de media hora menos, siendo que la cantidad de proteina




tratada fue menor a la concentracion de leche en polvo ( 3 g y 6 g respectivamente).
Sin embargo, se necesitan realizar mayor nimero de pruebas, para determinar que
concentracion de proteina se debe agregar reemplazando la adicién de leche en
polvo y obtener asi mejores resultados.




ABSTRACT

In this work, the effect of high intensity ultrasound on isolates of whey proteins was
determined, modifying the medium in which it is found to observe a greater effect on
the structure of the proteins (denaturation) and their subsequent aggregation. Whey
protein isolate solutions (WPI) were prepared at 3% at pH7 and pH4 with CaClI2 at
concentrations of 0.1 M and 0.2 M, then ultrasound treatment was applied for 4 and
6 minutes (24 kHz to 400 W), For each measurement, control samples were taken,
to which the pH, FI or ultrasound time were modified. In the results by means of
infrared spectroscopy, spectral changes were observed in the primary amide region
(1500-1700 cm-1), determining irreversible protein denaturation; These results could
be corroborated in electrophoresis observing bands at 37 kDa and <250 kDa due to
the formation of aggregates, in HPLC was reflected in the decrease of the area under
the curve, as well as the decrease in hydrophobicity, particle size and increase in
free sulthydrils and turbidity, the gels formed for determination of CRA and viscosity,
in the treatments at pH7-0.1M with 4 and 6 minutes of ultrasonication, showed better
results, with respect to controls and treatments at pH 4- 0.1 M and 0.2 M with 4 and
6 minutes of ultrasound, highlighting that in some controls (WPI, pH 7, pH 4, US 4
and 6 min) there was no gel formation. These results gave the guideline to determine
which treatments would be the best for the elaboration of yogurt, being the
treatments pH 7-0.1M with 4 and 6 min of ultrasound. The samples of yogurt in gel
firmness and% syneresis had a significant difference, but not in viscosity, the sample
of yogurt prepared with WPI treated with pH7-0.1 M and 4 min of ultrasound, did not
have a significant difference, this analysis was carried out using analysis of variance
(one-way p> 0.05) and Tukey test, in addition the coagulation time of the Y2 and Y3
yoghurts (yoghurt made with treated WPI pH 7-0.1 M, 0.2 M with 4 and 6 minutes of
ultrasound), was lower to Y1 (WPI without treatment), showing a range of half an
hour less, being that the amount of protein treated was lower than the concentration
of milk powder (3 g and 6 g respectively). However, more tests are needed to
determine what protein concentration should be added by replacing the milk powder
addition and obtain better results.




|. INTRODUCCION

El potencial de las proteinas de la leche como ingredientes de alimentos ha sido un
tema popular de investigacion durante los ultimos 40 afios. Esto se debe en parte a
la gran funcionalidad que presentan y la gran diversidad de estructuras que existen
(Nicolai et al., 2011). Las proteinas lacteas representan el 3.3 % del total en la leche.
Para su estudio éstas han sido divididas en dos grandes grupos, de acuerdo con su
estado de dispersion: caseinas (75-80%) y séricas (20%) dentro de las cuales, la B-
lactoglobulina (B-LG), a-lactalbumina (a-La), seroalbumina bovina (BSA) e
inmunoglobulinas (Igs), las cuales representan ~60, 20, 10 y 10% del total de

proteinas del suero, respectivamente (McSweeney & Fox, 2013).

El lactosuero, que se consideraba un desecho de la produccion de queso,
actualmente se utiliza para la fabricacién de concentrados (WPC) o aislados de
proteina (WPI) comerciales (Morr & Ha, 1993). Sin embargo, las proteinas pueden
ser afectadas por diversos métodos fisicos (temperatura, agentes mecanicos, como
agitacion, alta presion y ultrasonido) o quimicos (cambios de pH, adicion de
detergentes, disolventes organicos y fuerza iénica) provocando la pérdida de su
estructura nativa (desnaturalizacién), ya que en algunos casos esta
desnaturalizacion proteica es deseable para la modificacibn de propiedades
funcionales como son la solubilidad, emulsificacion y coagulacion, en la produccion
de subproductos lacteos. Por otro lado, la implementacion de tecnologias
emergentes en proteinas ha tomado gran importancia en este sentido, como es el
caso de la sonicacién, logrando una modificacion importante en la estructura de
aislados de proteinas de suero (WPI por sus siglas en inglés) en solucion (Shen et
al., 2017), representando una alternativa importante, obteniéndose productos con
propiedades fisicoquimicas y sensoriales Unicas, a la vez que se mantiene la
seguridad del producto (Gallegos, 2015). Su aplicacién se ha hecho desde afios
atras, pero no fue hasta ahora que ha tenido mayor importancia en la industria
alimentaria, hablando principalmente de productos lacteos, siendo las proteinas el
punto central de investigacion. Por ello, el objetivo de este trabajo fue determinar el




efecto del tratamiento de sonicacién sobre WPI en sistemas real y modelo (agua y
SMUF) y su aplicacion en la mejora de las caracteristicas fisicoquimicas y

funcionales de yogur.




Il. ANTECEDENTES

2.1. Leche.

La leche es por definicion la secrecion de las glandulas mamarias de los mamiferos
excluyendo el calostro (Badui, 2006). Es considerada un alimento completo debido
a su contenido de proteinas, lipidos, carbohidratos y micronutrientes. (Walstra et al.,
2006). El contenido de proteinas en la leche varia por diversos factores, los cuales
van desde la alimentacion del rumiante, raza, edad y especie. Dichas proteinas se
pueden clasificar en caseinas y proteinas de lactosuero; las caseinas son insolubles
y termorresistentes al contrario de las proteinas de lactosuero, que son solubles y
menos estables a altas temperaturas. Varios estudios estan enfocados a determinar
la composicion, estructura, propiedades fisicas, propiedades quimicas y cambios
gue pueden tener las proteinas en los diversos procesos tecnoldgicos aplicados
(Nicolai et al., 2011, Pelegrine & Gasparetto, 2005, Lam & Nickerson, 2014). Lo
anterior se debe a que tienen un sabor suave, son bastante estables para el
procesamiento y estan esencialmente libres de toxinas. Zimmermann-Stein & Ruiz-
Espinosa (2010), revisaron algunos de los métodos mas importantes de
desnaturalizacién de las proteinas lacteas los cuales tienen el potencial de cambiar
las propiedades de la leche, incluyendo solubilidad, emulsificacion y coagulacion;
todas éstas pueden ser iniciadas por varias acciones y agentes. Entre los agentes
gue causan desnaturalizacion de proteinas se encuentran, el incremento de
temperatura, los cambios de pH, o la adiciébn de detergentes, los disolventes
organicos, la fuerza iénica, agentes mecanicos, como la agitacion, la alta presion y
el ultrasonido, entre otros. Posteriormente Shen et al., (2017) desarrollaron un
estudio sobre la influencia del tratamiento de sonicacion sobre propiedades
fisicoquimicas en suspensiones de proteinas de suero, preparadas a partir de un
aislado de proteinas de lactosuero (WPI) comercial mediante los cambios en el
tamafo de particula, potencial zeta, hidrofobicidad superficial, contenido de grupos

sulfhidrilos libres, turbidez, propiedades reoldgicas y propiedades emulsionantes.




Las proteinas son los elementos constitutivos esenciales de toda célula viviente y
tienen una gran importancia en la leche y sus productos lacteos (Oria, 1991), la
proporcion y caracteristicas de las proteinas en la leche se muestran en la Tabla 1.
El valor nutricional se debe principalmente al contenido de alta calidad de sus
proteinas que se dividen en dos grandes grupos de acuerdo a su estado de
dispersion: las caseinas que representan el 80% del total y las proteinas de suero

0 seroproteinas con el 20% restante (Badui, 2006).

Tabla 1. Distribucion de las proteinas de leche (Badui, 2006).

Proteina Total, de Peso molecular Numero de Punto
proteinas (%) kDa aminoacidos isoeléctrico
Caseinas 80
as1 34 23.6 199 4.1
as? 8 24.2 207
B 25 23.9 209 4.5
K 9 19.0 169 4.1
y 4 5.8
Proteina de suero 20
B-lactoglobulina 9 18.2 162 5.3
a-lactoalbumina 4 14.1 123 51
Proteosa peptona 4 4.0-20.0
inmunoglobulinas 2 1500.0 45-8-3
Seroalblimina 1 69.0 4.7

2.1.1. Caseinas.

Las caseinas por definicion son las fosfoglucoproteinas que precipitan a pH 4.6 y
20°C, practicamente todas las moléculas de caseina estan asociadas entre si
integrando micelas. Esté grupo lo integran asi-caseina, asz-caseina, B-caseina, K-
caseina y en menor proporcién y-caseina, se observan en la Tabla 1. Dentro de las
caseinas, se encuentra principalmente la k-caseina; tiene caracteristicas
especificas como su tamafo, que es mucho menor que las demas caseinas (19

kDa); es una proteina heterogénea, contiene 169 residuos de aminoacidos, ademas




de ser soluble en calcio (Ca) e interactuar con este para estabilizar a las caseinas
gque no son solubles en Ca, por eso es que tiene una funcion protectora y
estabilizante en la leche. Asimismo, tiene una zona con carga neta positiva entre los
aminoacidos 20 y 115 que esta muy poco fosforilada, teniendo solamente un grupo
fosfato (Badui, 2006). Se encuentra cominmente como una mezcla de formas
proteicas poliméricas, aunque también puede formar pequefios agregados en
solucion acuosa por asociacion de las partes hidrofébicas de la molécula (Hidalgo,
2010). Es susceptible al proceso de agregacion, debido a la hidrolisis enzimatica
que sufre esta proteina en la elaboracion de queso. Este proceso se realiza en
presencia de la enzima quimosina o renina, la cual en la primera etapa rompe la k-
caseina en los aminoacidos fenilalanina 105 y metionina 106, ocasionando la
reduccion del total de la carga negativa y la repulsién estérica, haciendo las micelas
susceptibles a la agregacion (Lucey, 2011). De la misma forma, el tratamiento con
calor a 85-95°C ha sido ampliamente reportado para incrementar gelificacion y
firmeza en leche acidificada, proceso que tiene gran aplicaciéon en la elaboracion de
yogures; esto se atribuye a la formacion de complejos entre las proteinas del suero.
En particular con las proteinas mayoritarias (3-LG y a-LA) y la k-caseina inducido

por la temperatura.

2.1.2. Proteinas séricas.

Por otro lado, las proteinas del suero son proteinas compactas, globulares, con un
peso molecular que puede ir desde los 14 hasta 1,000 kDa. Presentan
hidrofobicidad relativamente elevada y su estructura exhibe una gran proporcion de
hélices a; la distribucién de sus cargas es bastante homogénea. La solubilidad
disminuye como consecuencia del calentamiento que produce su desnaturalizacion.
La desnaturalizacion no causa una floculacion, sino que las proteinas precipitan
sobre las micelas de caseina y se mantienen dispersas (Walstra & Almudi, 2001).
B-lactoglobulina  (B-LG), a-lactalbumina (a-LA), seroalbumina (BSA) e
inmunoglobulinas (Igs), las cuales representan ~60, 20, 10 y 10% del total de

proteinas del suero, respectivamente, y varias proteinas en menor proporcion,




generalmente a niveles traza, muchas de las cuales tienen una funcién bioldgica,
incluyendo alrededor de 60 enzimas propias (Badui, 2006).

Las proteinas del suero de la leche bovina son generalmente similares a las de otras
especies, aunque hay muchas diferencias menores entre especies en cuanto a las
secuencias de aminoécidos y sus propiedades. Debido a su relevancia y al objetivo
del presente proyecto, la B-LG se describira a detalle en la siguiente seccion. a-LA
es una proteina compacta con un peso molecular de 14.2 kDa; su estabilidad se
debe a que contiene cuatro puentes disulfuro y no contiene ningun grupo tiol libre;
de cualquier modo, uno de sus puentes disulfuro es mas sensible a romper, en
comparacion con los otros tres, debido a una estabilidad inherente menor (Hong &
Creamer, 2002). La BSA es una proteina que se fuga de la sangre y no tiene
significancia biologica o tecnolégica en la leche. La principal Ig en la leche bovina,
ovina, caprina y de bufala es la IgG1, la cual es transportada selectivamente de la
sangre y esta presente en una concentracion de alrededor del 10% en el calostro,
cuya funcion es otorgar inmunidad pasiva a las crias de estas especies. Las
proteinas en menor proporcion incluyen la lactoferrina, proteinas unidas a vitaminas,

hormonas y enzimas (Cicvarek et al.,2010).

2.1.1.1. B-Lactoglobulina (B-LG).

La B-LG esta presente en la leche de la mayoria de los mamiferos y generalmente
representa alrededor del 50% de las proteinas de suero en rumiantes y alrededor
del 10% del total de proteina en la leche de vaca (Creamer et al., 2011). Es una
proteina pequefia, soluble en soluciones salinas diluidas, como corresponde a una
globulina, con 162 residuos de aminoacidos con peso molecular de 18.4 kDa

aproximadamente (Figura 1).

Figura 1. Estructura tridimensional de la proteina B-Lactoglobulina (Protein Data Bank).




La primera estructura tridimensional de resolucion media de B-LG a 2.8 A fue
descrita por Papiz et al. (1986). La estructura ha sido posteriormente refinada
considerablemente por Brownlow et al. (1997) y Jayat et al. (2004), que informaron
una resolucion de 1.8 Ay 1.95 A, respectivamente. La estructura de la B-LG nativa
(Figura 2) tiene nueve hebras que se pliegan en dos laminas 3: la lamina 1 contiene
las hebras B, C y D, y parte de la hebra A (Al). La lamina 2 contiene las hebras D,
E, F, Gy H, parte de la hebra A (A2) y la hebra I. De estas laminas, un lado de la
lamina 1 es hidréfobo y el otro lado es hidrofilo. La lamina 2 es también hidréfoba
en un lado y hace frente al lado hidrofébico de la lamina 1, creando asi una cavidad
muy hidrofoba, que sin embargo estd llena de agua. También hay otra regién
hidréfoba en el lado de la lamina 2, donde la hélice de tres vueltas se encuentra
encima de él y a lo largo de los filamentos F, G y H. La B-LG tiene dos enlaces
disulfuro y una cisteina libre (CysH). La a-hélice cubre el residuo CysH, siempre que

permanezca repleto contra el exterior del caliz.
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Figura 2. Estructura tridimensional de la proteina B-lactoglobulina que muestra las posiciones
relativas de los cinco residuos Cys y el palmitato enlazado. (Considine et al., 2007)




La B-LG es muy susceptible a diferentes condiciones de desnaturalizacién, como
son, calor, presion, urea, etc. En cuyas condiciones expone estos residuos de
cisteina (Cys) e inicia una cadena de reacciones que implican intercambio SH / S-S
(Figura 3).
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Figura 3. Proceso de reacciones de desplazamiento de grupos tiol de la proteina B-lactoglobulina.

2.1.1.2. a-lactoalbumina (a-LA).

Tiene importancia por su funcionalidad debido a que se utiliza en alimentos como
agente emulsionante y agente gelificante, propiedad que surge por la capacidad
para desnaturalizar y agregar. Esta proteina es cuantitativamente la segunda mas
importante, se encuentra en leche bovina y en leche humana. Tiene funcién en la
biosintesis de lactosa, su estructura primaria esta formada por 123 residuos de
aminoacidos de cadena ramificada y esencial con un peso molecular de 14 kDa,
dentro de su cadena polipeptidica se encuentran ocho cisteinas conectadas por
cuatro enlaces disulfuro intramoleculares y fuertemente unidos a un ion Ca*?. Su
estructura secundaria esta compuesta por 4 a-hélices y una lamina  y posee una

estructura terciaria de tipo globular (Figura 4), posee una alta solubilidad en agua,




ademas de ser relativamente estable al calor cuando se encuentra unida a calcio en

comparacion con otras proteinas de leche (Muro et al., 2010, Brew, 2011).

Figura 4. Estructura tridimensional de la proteina a-Lactoalbumina (Walstra et al., 2006).

2.1.1.3. Albumina sérica (BSA).

La albumina de suero bovino (BSA) del suero de leche es una proteina globular
grande (66.43 kDa). Es una proteina secundaria que presumiblemente gana entrada
a la leche por "filtracion" del suero sanguineo (Walstra et al., 2006). La proteina
consiste en una Unica cadena polipeptidica que contiene aproximadamente 582
residuos de aminodacidos con 17 enlaces disulfuro intracatenarios y un grupo tiol
libre en el residuo 34 (Considine et al., 2007). Aunque no se conoce la estructura
cristalina tridimensional precisa de BSA, la distribucion de enlaces disulfuro y la
ubicacion de residuos especificos en toda la cadena polipeptidica sugiere que la
molécula de albumina se pliega para formar tres dominios estructurales y nueve
subdominios (Gelamo et al.,2000; Gelamo & Tabak, 2002).

Mas tarde, Murayama & Tomida (2004) exploraron la estructura inducida por el calor
y la conformacion de BSA monomérica mediante espectroscopia FTIR. Estos
autores informaron que la formacion intermolecular de BSA en laminas es

irreversible al calentar a mas de 70 ° C.




2.1.1.4. Inmunoglobulinas (1g).

Son anticuerpos sintetizados en respuesta a la estimulacion por antigenos
especificos que ocurren en la sangre. Las inmunoglobulinas son moléculas
glicoproteinas grandes de composicion heterogénea, incluso dentro de una
subclase. Esto no es sorpresa considerando que estan formadas por diferentes
células secretoras que cada una puede producir diferentes cadenas peptidicas.
Ademas, se forma especificamente una parte de la molécula para neutralizar un
antigeno particular, que se conoce como porcion hipervariable. Se distinguen varias
clases de inmunoglobulinas, incluyendo G (gammaglobulinas), A y M

(macroglobulinas), que se producen en la leche (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de las inmunoglobulinas G1, secretor A1 y M. Los enlaces disulfuro se

designan con guiones. Las porciones variables estdn sombreadas en negro (Walstra et al., 2006).

2.1.1.5. Peptona proteasa (PP).

Se define como no sensible al calor, no se precipita a pH 4.6 y se precipita con acido
tricloroacético al 12%. Esta fraccion es muy diferente de las otras proteinas séricas.
Tres diferentes productos de degradacion de la B-caseina (el complemento de las
y-caseinas) explican en gran medida la fraccion. También contiene una
glicoproteina (llamada PP3) que es un constituyente de membrana de glébulos

grasos, y presumiblemente hay rastros de otras proteinas. Claramente, a pH neutro,
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una parte considerable de la peptona proteasa esta presente en las micelas de
caseina, de modo que el suero de queso de cuajo no contiene en absoluto toda la
peptona proteasa, pero si el suero obtenido por acidificacion de la leche (Walstra et
al., 2006).

2.1.1.6. Lactoferrina (Lf).

La lactoferrina (Lf) esta presente en la leche bovina a una razén entre 0.02 y 0.35 g
/ litro, mientras que hay cantidades considerablemente mayores (aproximadamente
2-5 g/ litro) en la leche humana. La lactoferrina es una glicoproteina Unica con una
masa molecular aproximada de 80,000 Da, que posee dos grupos de carbohidratos
unidos (Reiter, 1985). Lf esta involucrada en el transporte de hierro o el metabolismo
en circunstancias normales. De hecho, la proteina solo tiene una carga ligera de
hierro (lll) en la leche, lo que le permite desempefiar un papel bacteriostatico
importante secuestrando hierro (Ill) a pesar de que las bacterias producen agentes
secuestrantes de hierro (sideroforos) que tienen afinidad por el hierro (llI) muchos

ordenes de magnitud mayor que la de Lf (Strom et al., 2000, 2002).

2.2. Aplicacidn de las proteinas en la industria alimentaria

Las propiedades funcionales permiten el uso de las proteinas como ingredientes en
alimentos, aunque generalmente se incorporan en mezclas complejas. Las
caracteristicas sensoriales resultan mas importantes para el consumidor que el valor
nutricional, el que frecuentemente se altera para lograr buenas cualidades
sensoriales, como textura, sabor, color y apariencia, las que a su vez son el
resultado de interacciones complejas entre los ingredientes. La forma mas comun
de comercializar estas fuentes proteicas es la produccion de concentrados de
proteinas de suero (WPC) o aislados de proteinas de suero (WPI). Para la obtencién
de este ultimo, se somete el lactosuero a un proceso de adsorcidén por intercambio
ionico en agitacion. El pH del suero se ajusta para proporcionar la carga adecuada

sobre la molécula de proteina, se hace pasar a través del intercambiador de iones
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para adsorber las moléculas de proteina y el suero desproteinizado se eluye del
reactor. El pH se reajusta para desorber las proteinas, las proteinas desorbidas se
eluyen del intercambiador de iones, se concentran por Ultrafiltracion y se secan por
aspersion. El producto resultante contiene 90% o mas de proteina (Morr & Ha,
1993). Tienen diversas aplicaciones como ingredientes y aditivos alimentarios y
cuyas propiedades dependen del nimero y tipo de proteinas presentes, asi como
de su pureza. Como ejemplo se puede sefalar el caso de los productos de
panaderia, donde la viscosidad y la capacidad de formar pastas se relacionan
justamente con las propiedades de las proteinas del gluten de trigo. Asi mismo, las
caracteristicas de textura y suculencia de los productos carnicos son dependientes
de las proteinas musculares (actina, miosina, actinomiosina y proteinas de la carne
solubles en agua). La textura y las propiedades de cuajado de los productos lacteos
se deben a la estructura coloidal de las micelas de caseina; y la estructura de
algunos pasteles y las propiedades espumantes de algunos postres o productos de
confiteria dependen de las propiedades de espumado y gelificacidon de las proteinas
de la clara de huevo. Los comportamientos aqui descritos, se deben a la estructura
tridimensional de las moléculas que componen el alimento (Badui, 2006). En la

Tabla 2 se enlista el papel funcional de varias proteinas en diferentes alimentos.
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Tabla 2. Papel de las proteinas en sistemas alimenticios (Fuente: Kinsella, 1985).

Funcién Propiedad Alimento Tipo de proteina
Fisico/Quimica

Capacidad de Hidrofilicidad, carga neta. Bebidas. Proteinas del suero.
dispersion Proteinas aisladas
de ajonjoli.
Gelificacioén Atrapamiento de agua, Carnicos, geles, Proteinas
., musculares,
formacion de redes. pasteles, P
proteinas
panaderia, quesos. del huevoy de la
leche.
Adhesion- Hidrofobicidad, Carnicos, Proteinas
cohesion musculares.

interacciones i6nicas y salchichas, pastas ;
proteinas del huevo,

puentes de hidrégeno. y panificacion. proteinas del suero.
Emulsificacién y Hidrofobicidad, Mayonesas, Proteinas
espumado hidrofilicidad, aderezos. musculares,
flexibilidad y rigidez, huevo, leche y de
soya.
tamafio, estructura. Merengues,
Adsorcion interfacial y  helados Aislados proteicos
formacion de y productos y ajonjoli, soya,
peliculas batidos leche y huevo.
Capacidad de ligar Interacciones Productos de Proteinas lacteas,
grasay sabores. hidrofébicas, panaderia bajos proteinas de
atrapamiento en grasa, donas. huevo, gluten y
proteinas
de cereales.

2.3. Ultrasonido

El ultrasonido (US) es una forma de energia que viaja en forma de ondas de sonido
iguales 0 mayores a 20,000 vibraciones por segundo (Hoover, 2000). En fechas
recientes se ha dado un incremento importante en la aplicacion del US aplicado al
control de calidad de los alimentos (Robles & Ochoa, 2012) y se vislumbran nuevas

aplicaciones en el procesamiento de productos. Esta tecnologia emergente se
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aplica con la finalidad de impartir efectos positivos en el procesamiento de alimentos
(Patist & Bates, 2008, Pérez, 2014), tales como la mejora en la transferencia de
masa, conservacion, la asistencia de los tratamientos térmicos y de manipulacion

de alimentos, asi como analisis de la textura (Knoorr et al., 2011).

2.3.1. Clasificacion del ultrasonido.

Las aplicaciones del US pueden clasificarse de acuerdo a su intensidad y al rango
de frecuencia utilizado. ElI US de baja intensidad utiliza frecuencias mayores a 100
kHz e intensidades por debajo de 1 W/cm?, no causan alteraciones fisicas ni
quimicas en el material sobre el cual actian, por lo cual son conocidas como
técnicas no destructivas o de diagndstico; su aplicacion mas comuan es en el campo
médico, pero ha sido empleado en el campo de la ingenieria de alimentos como
método analitico para obtener informacidén importante acerca de las propiedades
fisicoquimicas y el estado fisico de los alimentos en el area de control de calidad
(Kuldiloke et al., 2002).

El US de alta intensidad se aplica con frecuencias entre 20y 100 kHz e intensidades
mayores a 1 W/cm? y produciendo cambios fisicoquimicos en el producto evaluado;
sus aplicaciones se basan en el efecto fisico, mecanico y quimico que las ondas
transmitidas causan al alimento. Ha sido empleado en diferentes campos como la
conservacion de alimentos, por sus efectos en la inactivacion microbiana y
enzimatica (Bermudez et al., 2011). Cuando es aplicado a un medio liquido, las
microburbujas del liquido sufren el fendmeno de cavitacién (Figura 6), en el cual se
generan miles de burbujas con ciclos de expansién y compresién de forma alterna,
originando microcorrientes con aumentos focalizados de temperatura y presion,
responsables de su accién antimicrobiana. Estas burbujas incrementan su tamafio
mediante la difusién rectificada y la coalescencia. En la difusion rectificada el
transporte de masa a través de la pared de la burbuja ocurre mediante ciclos de
rarefaccién y compresién. En la rarefaccion los gases se difunden hacia el interior
de la burbujay en la fase de compresion los gases se dirigen al exterior de la burbuja
(Pérez, 2014). Debido a que el proceso de rarefaccion es lento y el area superficial

disponible para el transporte de masa es grande, la cantidad de gas que se
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transfiere hacia la burbuja durante la fase de expansion es mayor que aquella
transferida hacia afuera durante la compresion. Como consecuencia, la burbuja
comienza a crecer hasta alcanzar un tamano critico después del cual implosionan
en uno de los ciclos de compresion. Asimismo, aquellas burbujas formadas por
coalescencia forman burbujas més grandes al tamafio de la resonancia,
acumulandose en nodos y conduciendo a un cambio en el volumen del liquido
(Ashokkumar et al., 2007). Ademas, las burbujas generadas por la cavitacion
pueden ser clasificadas como estables y transitorias. (Cullen et al., 2012). En la
cavitacion estable, el crecimiento de las burbujas se mantiene en equilibrio durante
los ciclos de compresion y rarefaccion, originando nubes de burbujas. En la
cavitacion transitoria, las burbujas tienen un periodo de existencia muy corto, en
ocasiones menor a un ciclo y se caracterizan por un colapso Vviolento.
Generalmente, el colapso de las burbujas es un proceso adiabéatico que genera altas
temperaturas al interior de la burbuja conocidas como puntos calientes. Este calor
es transitorio y localizado lo cual conlleva a un aumento de temperatura global de
alrededor de 5 °C (Hurtado, 2013)

Radio maximo -
Expansion Implosion

Frente de onda Colapso

Figura 6. Fendmeno de cavitacion, expansion, implosion y colapso de la burbuja (Pérez, 2014).

La cavitacion ultrasénica depende de parametros como el tipo de equipo,
temperatura de proceso, presidn externa, solvente empleado, frecuencia e
intensidad de la onda. La amplitud y la frecuencia de la onda son parametros de
disefio que pueden ser elegidos por el usuario, sin embargo su longitud de onda, la
velocidad de propagacion y su coeficiente de atenuacion (cociente entre energia
absorbida y la energia que incide en una sustancia) son parametros dependientes

de las propiedades del material en el que se propaga (Salazar et al., 2012). El
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fendbmeno de cavitacién también ocurre en el US de baja intensidad, sin embargo,
los ciclos de compresion ocurren tan rapido que las microburbujas no colapsan, por
lo tanto, sus efectos no son tan severos (Salazar et al., 2012). A bajas frecuencias,
la cavitacién transitoria es menor, no obstante, las burbujas tienen grandes
dimensiones por lo que los efectos fisicos ocasionados por las mismas son mayores
que los quimicos (Pingret et al., 2013). Una burbuja a 20 kHz existe por so6lo pocas
oscilaciones, sin embargo, si es expuesta a 515 kHz tiene un limite de 5000

oscilaciones (Rae et al., 2005).

2.4. Aplicaciones del ultrasonido

Aunque el ultrasonido se ha utilizado durante afios en investigacion y diagnéstico,
se han logrado avances importantes en el sector alimentario, catalogando el
ultrasonido como tecnologia emergente, Patist & Bates en el 2008, menciona en su
trabajo las aplicaciones del ultrasonido, como la emulsificacion, homogeneizacion,
extraccion, reduccion del tamafio de particula y alteracion de la viscosidad,
concluyen que el considerable interés en ultrasonidos de alta potencia se debe a
sus prometedores efectos en el procesamiento y conservacion de alimentos, como
mayores rendimientos de productos, menores tiempos de procesamiento, menores
costos de operacion y mantenimiento, mejor sabor, textura, sabor y color. Como una
de las tecnologias de alimentos mas avanzadas, se puede aplicar no solo para
mejorar la calidad y la seguridad de los alimentos procesados, sino que también
ofrece el potencial para desarrollar nuevos productos con una funcionalidad Unica.
Ashokkumar et al. (2009) reportan algunas de las investigaciones en el
procesamiento de lacteos, junto con descubrimientos sobre el uso del ultrasonido
para modificar la funcionalidad de las proteinas lacteas, sugiriendo que los efectos
fisicos generados en condiciones de cavitacion son la causa principal de las mejoras
de la eficiencia o las modificaciones de la propiedad funcional observadas en los
sistemas lecheros. En ese mismo afio Ashokkumar et al. (2009) demostraron que el
ultrasonido puede alterar significativamente la solubilidad en agua, la distribucién

del tamafio de particula, la viscosidad, la resistencia del gel y la sinéresis de las
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suspensiones de proteina de suero. Se mejoré notablemente la claridad de las
soluciones de WPC al 5% mediante sonicacion de 10- 60 min a 20 kHz y 31 W,
disminuyendo el tamafio de particula, aumentando en la capacidad de retencion de
agua, la fuerza de los geles asi como la viscosidad, concluyendo que el
procesamiento por ultrasonido puede ser efectivo para manipular y mejorar las

propiedades funcionales de varios ingredientes lacteos.

O’Sullivan et al., (2014), reportan el efecto del tratamiento con ultrasonido sobre las
propiedades estructurales, fisicas y emulsionantes de las proteinas lacteas,
observando que el tratamiento redujo el tamafio y el volumen hidrodinamico de las
proteinas, mientras que no se pudo medir reduccion en el peso molecular. Liu et al.,
(2014), reportan un estudié que mostroé que la ultrasonicacion tiene potencial para
ser utilizada como una intervencion manipuladora para las propiedades de union de
la leche en la fabricacion de queso. El ultrasonido de alta energia se ha utilizado en
los ultimos afios, como una alternativa para mejorar las propiedades funcionales de
las proteinas, se establece como una técnica prometedora en tecnologia de
alimentos con un bajo impacto en el medio ambiente, convirtiéndola en una
tecnologia verde, (Barraza et al., 2016), centran su atencion en trabajos con la
aplicacion de ultrasonido de alta intensidad en alimentos; sus efectos en las
propiedades funcionales de las proteinas; y como diferentes condiciones tales como
la frecuencia, el tiempo, la amplitud, la temperatura y la concentracion afectan las
propiedades funcionales de las proteinas. Shen et al. (2016), reportan los efectos
del ultrasonido de alta intensidad sobre las propiedades de gelificacion inducidas
por acido de geles de proteina de suero, mostrando resultados en reduccién de
tamafio, concentracion de sulfhidrilos libres, aumento en la capacidad de retencion
de agua, mayor firmeza y resistencia del gel. Por otra parte, Shen et al. (2017),
reportan los resultados sobre el efecto del ultrasonido de alta intensidad en
propiedades fisicoquimica y emulsionantes de aislado de proteina de suero (WPI)
térmicamente agregadas, siendo este el objetivo de su trabajo, mostrando que el
tratamiento de ultrasonido redujo el tamafio de particula significativamente y una
distribucion de tamafio mas amplia en comparacion con aquellos preparados por

agregacion pre-térmica tratada sin tratamiento o por ultrasonido.
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2.5. Aplicaciones de agregados proteicos

Las proteinas al sufrir una desnaturalizacion por efecto de tratamientos (fisicos o
quimicos), dejan a exposicion grupos sulfhidrilos libres que pueden reaccionar con
enlaces disulfuro, iniciando el proceso de agregacion. El control de la agregacién de
las proteinas lacteas, trae beneficios hacia la mejora o desarrollo de nuevos
productos con propiedades Unicas. El tamafio de los agregados proteicos puede ser
controlado por el pH, el tipo y la cantidad de sal afiadida, la temperatura de
calentamiento y la concentracion de proteina. Las proteinas de leche se han
estudiado extensamente y han encontrado aplicaciones en una amplia variedad de
productos. Dentro de las aplicaciones que se pueden mencionar, en el sector
alimentario se encuentra como espumantes, gelificantes, emulsiones vy
encapsulantes. Estas propiedades pueden orientarse en productos especificos
como yogur, queso, helado o algun otro producto derivado de la leche. Dependiendo
del tipo de agregado formado (forma y tamafio), pueden mejorar algunas
propiedades del producto. En este sentido, se han hecho estudios sobre la posible
formacién de estos agregados y sus aplicaciones, principalmente de B-LG- B-LG ya
gue proporciona mayores beneficios en productos como helados, quesos o yogur
(Nicolai et al., 2011); aunque hasta la fecha atn no esta claro si un tipo de agregado
es mas util que el otro para mejorar la formacion y estabilizacion de emulsiones y

espumas, como puede observarse en la Figura 7 (Nicolai & Duran, 2013).
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Figura 7. Representacion esquemética de la formacion de finas particulas de cadena o geles de
proteinas globulares durante el calentamiento (Nicolai & Duran, 2013).

El tratamiento térmico es el méas utlizado para lograr un control en la
desnaturalizacion y formacién de agregados proteicos. Ryan et al (2012)
desarrollaron un trabajo sobre estabilidad y el mecanismo de agregados solubles
de proteina de suero tratadas térmicamente con sales. Se realiz6 una comparacion
de aislado de proteina de suero (WPI) y B-lactoglobulina (B-LG) en su forma nativa,
fueron tratadas por 5y 10 min a 90 °C en concentraciones de 0-108 mM NaCl. Los
autores concluyeron que los agregados formados bajo ciertas condiciones de pH,
concentracion, temperatura y tiempo del tratamiento producen mejores propiedades
fisicoquimicas como solubilidad, turbidez, viscosidad, masa molar y tamafio de

particula, las cuales pueden ser utilizadas en bebidas.

Mas recientemente, Chevallier et al (2016) publica un trabajo en el que analizé la
estabilidad de las emulsiones elaboradas con proteinas lacteas (WP y caseinas).
Las emulsiones se prepararon con 30% de grasa anhidrida de leche y soluciones al
70 % de proteinas de suero/caseinas con concentraciones que variaron del 3 a 6 %
(%p/p). Para extender la estabilidad de las emulsiones formadas, se empled un
tratamiento térmico de 120 °C durante tiempos de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 y 30 min. Este

estudio mostré que las proteinas de suero en conjunto con las caseinas pueden

19




formar agregados que favorecen a la estabilidad de las emulsiones, en
concentraciones menores de 3.5 % (p/p), aplicando tratamientos térmicos de 30 min
a 120 °C.

2.6. EL YOGUR

Segun la NOM-181-SCFI-2010, se denomina yogur al producto obtenido de la
fermentaciéon de leche, estandarizada o no, por medio de la accion de
microorganismos  Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii
subespecie bulgaricus, y teniendo como resultado la reduccion del pH. Estos
cultivos de microorganismos seran viables, activos y abundantes en el producto
hasta la fecha de duracién minima. Si el producto es tratado térmicamente luego de
la fermentacion, no se aplica el requisito de microorganismos viables (FAO y OMS
2011). Ciertas leches fermentadas se caracterizan por la adicion de uno o mas
cultivos especificos utilizado para la fermentacion del siguiente modo como se

enlista en la Tabla 3:

Tabla 3. leches fermentadas y cultivos caracteristicos (FAO y OMS 2011).

Yogur: Cultivos simbidticos de Streptococcus thermophilus y

Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus

Yogur en base a cultivos Cultivos de Streptococcus thermophilus y toda especie

alternativos: Lactobacillus.

Para la elaboracién del yogur se tiene que estandarizar la matriz lactea a un nivel
menor de grasa y mayores contenidos de lactosa, proteinas, minerales y vitaminas;
para eso se pueden afiadir sélidos lacteos no grasos (leche deshidratada
descremada, suero de leche, etcétera), de tal forma que la gravedad especifica
aumenta de 1.03 g/mL a 1.4 g/mL y paralelamente los sélidos no grasos suben a
12%. También se afladen gomas, estabilizantes, saborizantes y edulcorantes. La
pasteurizacion destruye la mayoria de la microflora propia de la leche, lo que permite
un campo libre para los cultivos lacticos que se afaden posteriormente; la

interaccion de la k caseina y la B-lactoglobulina provocada por el tratamiento térmico
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controlado (85°C/25 minutos) y favorecida por el pH y la presencia de calcio, crea
una nueva estructura que tiene una mejor capacidad de absorcion de agua que dara
como resultado un gel mas firme y terso, de mayor viscosidad que no presenta
sinéresis. La homogeneizacién, después de la pasteurizacién, estabiliza la grasa en
pequefias particulas que previenen el cremado durante la fermentacién, y mejora la
textura por la interaccion entre las caseinas y los glébulos de grasa Arjmandi, et al
(2004).

En estas condiciones, la leche se inocula utilizando microorganismos, Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, que actian
de una manera sinérgica a 40-45°C. El acido lactico, producido a partir de la lactosa,
baja el pH hasta 5 en donde se inicia la formacion del coagulo. El sabor y aroma se
deben al &cido lactico, ademas del acetaldehido, la acetona, el diacetilo y a otros
compuestos con grupos carbonilo. Son muchas las variables que afectan las
propiedades de estos derivados, tales como el calentamiento, el contenido
proteinico, la homogeneizacién, la acidez alcanzada en la fermentacion, el tipo de

cultivo y la presencia de estabilizadores (Damodaran, 1996).
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lIl. JUSTIFICACION

La falta de informacion sobre la formacion de agregados proteicos por efecto del
ultrasonido (US), representa un &rea importante de investigacion. La aplicacion de
US en el suero de leche ha obtenido resultados favorables en las propiedades
fisicoquimicas y funcionales de las proteinas para la elaboracion de productos
lacteos (yogur), sin embargo, su estudio ha sido limitado. Por tanto, resulta en un
argumento adicional para enfocar las investigaciones en determinar las
agregaciones de estas proteinas, en funcion de su presencia y concentracion para

dirigir la materia prima hacia un producto como es el yogur.

En este sentido, la Camara Nacional de Industriales de la Leche (CANILEC, 2016),
indica que uno de los mayores retos para la industria lactea nacional es la
Innovacion y creatividad en productos terminados y tecnologia para dar valor
agregado. Basado en esto, la posibilidad de realizar investigacion en ciencia basica
y buscar su aplicacion industrial traeré beneficios para ambas partes.

IV. HIPOTESIS

El tratamiento de ultrasonicacion tendra efectos positivos en la formacion de
agregados proteicos sobre aislado de proteina de suero, para su aplicacion en la

mejora de propiedades funcionales y fisicoquimicas del yogur.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general.

Determinar el efecto del tratamiento de ultrasonicacion sobre WPI en solucién
modelo agua, asi como su aplicacibn en la mejora de las caracteristicas

fisicoquimicas y funcionales de yogur.

5.2. Objetivos especificos.

1. Evaluar el efecto de distintos tratamientos de ultrasonicacion sobre WPI en
sistema modelo agua, por medio de técnicas Opticas (FTIR) y técnicas
tradicionales (HPLC, difractometria laser, electroforesis, AFM vy sulfhidrilos

libres).

2. Determinar la formacion de agregados proteicos en WPI en solucién modelo

agua por efecto del tratamiento de ultrasonicacion.
3. Elaborar yogur con WPI bajo diferentes tratamientos de ultrasonicacion.

4. Comparar yogur con WPI tratado por ultrasonicacién y un producto elaborado
de forma tradicional llevando a cabo andlisis de textura y pardmetros

fisicoquimicos (fuerza del gel, viscosidad y % de sinéresis)
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Preparacion de las muestras.

Las muestras se prepararon con WPI bioPro (90 % de proteina, 0 % de grasay 0 %
de carbohidratos), hecho y distribuido por Agropur inc. (Davisco Business Unit), a
concentracion similar a la real en leche del 3.0 %, en solucion modelo agua; a las
muestras se les modifico el pH utilizando HClI y NaOH al 0.1M y la fuerza iénica (FI)
con CaClz, posteriormente se aplico el tratamiento de sonicacion, utilizando un
volumen de 100 mL para cada muestra y los controles, como se muestra en la Tabla

6, capitulo VII (resultados y discusiones).

6.2. Tratamientos de ultrasonicacion.

Las muestras de WPI al 3 % se sometieron a tratamientos de ultrasonicacion de 4
y 6 min (estos tiempos se definieron en base a trabajos realizados anteriormente
por Gallegos, 2015 y Gibbens, 2016; concluyendo que el tiempo 6ptimo de
sonicacion es no mayor a 6 minutos para evitar mayor dafio a propiedades
funcionales del producto final) con potencia tedrica de salida de 400 W. El
ultrasonido se aplico utilizando un procesador ultrasénico OMMNI SONIC RUPTOR-
EU (Figura 8), a una amplitud de 100 % y frecuencia fija de 24 kHz, se utilizd un
sonotrodo de 12.7 mm de didmetro (H22), introduciendo el sonotrodo a 3 cm dentro
de cada muestra de WPI. Para la calibracion del sonotrodo se emple6 WPI en
solucion agua para establecer la potencia real efectiva que llega a la muestra

utilizando la misma amplitud y frecuencia antes mencionadas.
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Figura 8. Termosonicador.

La potencia efectiva de los tratamientos se calcul6 a partir del método calorimétrico
(Torkamani et al., 2014), mediante la ecuacion 1:

ar

Py = maCy (5) (Ec. 1)
Dénde:

Pn = Potencia efectiva en W

My = la masa utilizada en el tratamiento, en kg

(dT/dt) = diferencial de la relacién tiempo/temperatura para cada tratamiento de
sonicacion

Cp =calor especifico para la muestra en J/(kg °C).

El Cp se calcula a partir de la composicion proporcionada por el proveedor y se
emplea la ecuacion de Choi y Okos (Singh & Heldman, 2009) (Ec. 2):

Cp = ?=1 CpiXi (EC 2)

Donde:

Cpi es el calor especifico para el componente i

Xi es la fraccion peso del componente i

Los calores especificos para los componentes del WPI se determinaron con las
siguientes formulas (Singh & Heldman, 2009) utilizando la temperatura promedio (T)

registrada en cada tratamiento:
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Proteina Cp=2.0082+1.2089 x1073T-1.3129%107°T?
Grasa Cp=1.9842+1.4733 x1073T-4.8008x107°T?
Lactosa C»=1.5488+1.9625 x1073T-5.9399x107672
Cenizas Cp=1.0926+1.8896 x1073T-3.6817x107°T?
Agua Cp=4.1762 — 9.0864 x 10> T +5.4731x107°T 2

6.3. Espectrometria de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).

Esta técnica optica se fundamenta en la vibracion de los enlaces presentes en la
muestra, ya que al hacer incidir una energia de radiacion a la muestra, se obtiene
una respuesta éptica de la misma (absorbancia, reflexion, transmision, dispersion o
fluorescencia). La respuesta Optica dependera de la energia con la que sea irradiada
la muestra. La finalidad con la que se utilizé esta técnica es identificar cambios en
la estructura secundaria de la proteina, se utiliz6 un espectréometro marca Bruker®
modelo Vertex 70 en el modo de Reflectancia Total Atenuada (ATR por sus siglas
en ingles). Para el analisis se colocé una alicuota de 10 pL de cada una de las
muestras y se colecté el espectro dentro de la regién del infrarrojo mediano entre
4000-650 cm™ (Ruvalcaba, 2015), realizando 3 mediciones por muestra, después
de haber aplicado el tratamiento y posteriormente a las 6 y 24 horas. Posteriormente
los datos espectrales de las muestras fueron analizados mediante PCA para evaluar
tendencias de agrupacion entre las muestras control y aquellas con tratamiento de
US, modificacion de pH y FI. Para ello se utilizé el programa OriginPro (version 8).
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6.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE por sus siglas en inglés),
se fundamenta en la movilidad de las proteinas bajo un campo eléctrico, el
desplazamiento de estas dependera de algunas de sus caracteristicas como es, su
peso molecular, forma y tamafio. Para el analisis de PAGE-nativo, se prepararon
las muestras en tubos eppendorf de 1.5 mL, colocando 20 pL de muestra y 20 pL
de Buffer de carga. En cada pozo se cargd 3 pL de cada muestra y 8 pL del
marcador de peso molecular. Para SDS-PAGE, se prepararon las muestras en
tubos eppendorf de 1.5 mL, afiadiendo en cada tubo, 10 pL de muestra, 3 uL de
Buffer de carga y 7 L de agua destilada, posteriormente las muestras se calentaron
a 95 °C en un thermomixer compact durante 5 min. En cada pozo se cargé 1 pLy
del marcador (10-250 kDa) 7 uL. El gel se realiz6 a una concentracion del 12% que
funciona para proteinas con un PM < 50 kDa; a continuacién, en la Tabla 4, se
presenta la composicién del gel de separacion y del gel concentrador. Para el buffer

de carga se utilizaron los componentes que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 4. Gel de separacidon y concentracién.

Componentes Gel de separacién (mL) Gel concentrador (mL)
Agua destilada 1.93-1.88 0.87-0.86
1.5 M Tris-HCI, pH8.8 1.38
1.5 M Tris-HCI, pH6.8 0.37
Acrilamida/Bisacrilamida (30 2.2 0.23
% /0.8 % wi/v).
10 % (w/v) amonio persulfato 0.03 0.22
TEMED 0.00275 0.003
SDS 0.00055 0.15

Tabla 5. Componentes del buffer de carga.

Componentes Concentracion (mL)
Agua destilada 55
1.5M Tris — Cl pH 6.8 1.25
Glycerol 3
Azul de bromofenol 0.5 % 0.2
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El marcador de peso molecular posee un intervalo de pesos de 14-380 kDa (nativo)
y de 10-250 kDa (SDS). Se realizdé una curva de calibracion para determinar la
concentracion cargada en cada pozo (ug/mL), como puede observase en el Anexo
10.1

6.5. Cromatografia de alta resolucién (HPLC).

Esta técnica, se fundamenta en la separacion de mezclas, logrando una purificacion
de los compuestos presentes. Para este procedimiento cromatografico se utilizé un
equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) 1260 Infinity (Agilent
Technologies, E.U.A.) equipado con un detector de UV visible. La fase movil
consistié en una mezcla de una solucién A (0.1% de &cido trifluoroacético en agua)
y B (0.1% de acido trifluoroacético en acetonitrilo) en un gradiente de concentracion
desde una relacion 65-35 de A y B respectivamente, hasta 0-100 de Ay B en un
tiempo de 22 minutos. La temperatura durante la separacion se mantuvo constante
a 40 °C. La fase estacionaria consistio en una columna C18 de fase reversa de silica
gel (250 x 4.6 mm) con un didmetro de particula de 5 um y ancho de poro de 3000
nm. La deteccion se llevé a cabo por UV visible a una longitud de onda de 220 nm
(Ruvalcaba, 2015).

6.6. Sulfhidrilos libres.

6.6.1. Referencia del método.

La determinacion de los sulfhidrilos libres en las muestras de proteinas y leche se

llevo a cabo con respecto al método descrito por Guingamp et al. (1993).
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6.6.2. Preparaciéon de la muestra.

Se tomé6 0.5 mL de la muestra y 0.5 mL de agua desionizada, teniendo una relaciéon
1:1. Estos volumenes se colocaron en tubos de ensayo. Posteriormente se tomo 1
mL de buffer de urea a 8 M y se agreg6 al tubo que contenia la muestra. Después
se agrego 50 pL de solucion DNTB y se agitdé en vortex. Se mantuvieron de 3 a 5
minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado el tiempo se afiadié 0.5 mL de
EDTA a 0.2M y de nuevo se agité en vortex. Se calentaron las muestras a 37 °C
durante 5 minutos. Una vez pasado el tiempo, se dejaron enfriar para medir

absorbancia (As) a 412 nm.

Blanco 1 (B1) = es igual, pero sin muestra.

Blanco 2 (B2) = todos los reactivos menos DTNB (Aswm). El blanco 2 se lee contra
B3.

Blanco 3 (B3) = todos los reactivos menos DTNB y muestra.
Ac =As—Agy  (Ec.3)

Para la cuantificacion se prepara una recta de calibracion con L-cisteina
hidroclorada anhidrida (98% pureza). Los resultados seran expresados en

micromoles de SH/g sdlidos no grasos.

6.7. Determinacion de tamafio de particula.

La distribucién de tamarfio de particula se determiné mediante un equipo Bluewave,
3500, Nanotrac (Montgomeryville, E.U.A.) el cual se basa en la teoria MIE, que
permite transformar los datos de medida de las distribuciones de intensidad a
medidas en volumen. Resuelve exactamente la interaccion electromagnética con la
materia y predice los maximos y minimos de intensidad de la dispersion de la luz

producidos por las particulas cuando éstas son bombardeadas por un haz Laser.

29




Esto permite una total seguridad y precisién de la medida en todo el rango de

tamafo entre 0.02 y 2000 um tipicamente (Malvern Instruments, 2000).

El diametro medido por este método es llamado diametro hidrodinamico y se refiere
a la manera en que la particula se difunde dentro del fluido. Los datos de las
mediciones seran obtenidos mediante el software Microtrac Flex 11. Las lecturas se
realizaran colocando 1.5 mL de muestra en el equipo y manteniendo la temperatura
controlada (40 + 1°C) mediante una celda peltier durante el analisis. El indice de
refraccion utilizado fue de 1.33 para el agua (Hayes & Kelly, 2003). Cada medicién
fue realizada por duplicado. El andlisis de datos se realizara utilizando distribuciones
de volumen y calculando el didametro promedio en volumen Dz, el diametro
promedio en superficie (promedio Sauter) D32 y los diametros promedio debajo del
cual se encuentran el 90, 50, y 10% del volumen total de particulas (Do, Dso, D10).

Para determinar D431y D32 se emplearan las ecuaciones 4y 5:

nn3... npiy.
(Ec.5) D[3,2] = ZL2i% D[4,3] = ZL20¥ (g g

T ynnp2.,. 2
Z1DiV1 1 D{vi

6.8. Microscopia de fuerza atomica (AFM).

Se empled para observar la topografia de los agregados en forma de complejo o
polimero (Silva, 2005).

6.8.1. Preparacion de la muestra.

Las muestras se colocaron en soportes de vidrio (1 x 1 cm) los cuales son lavados
con anterioridad como se describe a continuacion; se dejaron durante 10 min en
acetona. Posteriormente se pasaron a una solucion de alcohol al 70 % por 10 min,
seguido de 10 minutos en HCL al 0.1 M, terminando el tiempo se colocaron en una
caja Petri, cuidando que no quedaran uno sobre otro. Se llevaron a una estufa de
secado durante 15 min aproximadamente a una temperatura de 35-40 °C. Una vez
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gue los soportes de vidrio estan lavados, se tom6 un 1 L de las muestras dejandola
caer sobre el vidrio, evitando aglomeracion de la muestra en un solo punto del
soporte, una vez que secaron perfectamente; se procedio a la toma de imagenes,
para lo cual se utilizé un equipo de AFM-QSCOPE 250, en modo de medicion
intermitente o tapping.

6.9. Determinacion de propiedades funcionales.

Morr y colaboradores en 1993, definieron como propiedades funcionales aquellas
(propiedades fisicoquimicas) que influyen en la estructura, apariencia, textura,
viscosidad, sabor, entre otras. Las propiedades funcionales que se evaluaran en
este proyecto de tesis se describen a continuacion.

6.9.1. Capacidad de retencion de agua (CRA).

Para la determinacion de la CRA, se elaboraron geles con las muestras, utilizando
el método Holder (Updegrove, 2005), que consistié en poner las muestras en bafo
maria a una temperatura de 85 °C por 30 minutos, posteriormente se dejaron enfriar
hasta temperatura ambiente, para la determinacién de porcentaje de humedad, se
utilizé una termobalanza (PROBASSCA, MB45), en una charola de aluminio que es
colocada dentro de la termobalanza, se pesa 1 g de la muestra y se inicia la
medicion a temperatura de 105 °C. En tubos Falcon se pesan 3 g de muestra y se
procedié a centrifugar (Hermle z323k- Woodbridge, NJ, capacidad de 4 x 100 mL
hasta 5000 rpm) durante 40 min a 4500 rpm con temperatura de 10 °C, una vez
terminado el tiempo, se midi6 el volumen del exudado (mL). Para la determinacion

de CRA se utilizé la ecuacion 6.
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M *mo
( -

T

100
E)(M — E) (Ec. 6)

Donde: M= Peso de la muestra antes de centrifugar, E = Masa de exudado, mo= Porcentaje

inicial de contenido de humedad de la cuajada (base humeda).

6.9.2. Viscosidad en geles.

Para las pruebas de viscosidad, se utiliz6 un Redmetro marca Brookfield, modelo
RST-CP, EU, se colocé 1 g de muestra; los parametros para la medicion fueron los
siguientes: velocidad 100 rpm durante 60 s, tomando 10 puntos de medicion a

temperatura constante 25 + 1 °C.

6.10. Determinacion de la hidrofobicidad de superficie (Ho).

La hidrofobicidad de la superficie ANS de las muestras se determiné usando la
sonda de fluorescencia, 1-anilino-8-naftalenosulfonato (8mM en tampon de fosfato
10 mM, pH 7,2), de acuerdo con un método de la literatura Wang et al. (2013), con
modificaciones. Cada muestra se diluyé utilizando una relacion muestra / tampon
(1:5). Se afiadieron 20 puL de solucién de ANS a 4 mL de cada solucion de proteina
ya diluida. La intensidad de fluorescencia (longitud de onda de excitacion y emision
fue de 365 nm y 484 nm, respectivamente) se midié usando un espectrofluorémetro
Ocean Optics (USB4000-FL). El indice de hidrofobicidad superficial de las
soluciones se calcul6 a partir de la pendiente inicial de la intensidad de fluorescencia
frente a la concentracion de proteina como un indice de hidrofobicidad de superficie
(Ho).
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6.11. Turbidez.

Para la determinacion de la turbidez (asociado a la agregacion de proteinas), se
midié a 400 nm la absorbancia de las muestras de proteina; para ello, se empled un
espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific Evolution 600 (England EV6-171104) y

una celda de cuarzo, como blanco se utilizé agua Mili-Q.

6.12. Calorimetria diferencial de Barrido (DSC).

El impacto del ultrasonido sobre las propiedades térmicas de los agregados de
proteina de suero de leche se evalu6 usando un Calorimetro de Barrido Diferencial
(NETZSCH STA 409 PC/PG, EU). Aproximadamente 20 mg de muestras de WPI
en solucién agua al 3 % (p / v) se colocaron en bandejas de aluminio y se pesaron
de manera precisa, luego las bandejas se sellaron herméticamente. La temperatura
aumento6 de 20 a 100 °C por 5 °C / min.

Figura 9. Equipo de calorimetria diferencial de barrido

6.13. Determinacién de potencial zeta

El potencial zeta ({, mV) se determind a partir de la medicién de la movilidad
electroforética (E) usando velocimetria Doppler laser y dispersion de luz de analisis
de fase usando un Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Reino Unido). Las

soluciones se colocaron en la celda de movilidad electroforética y se analizaron con
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un angulo de dispersion de 173°. El potencial zeta () se calculé en base a la

ecuacion de Henry, ecuacion 7:

o

 Ug = (2e < £ = f(ka))/3m EC.7

Donde ¢ es la permitividad F (Farad/m), n es la viscosidad de la solucién
(mPa.s), k es la longitud de Debye (nm?) y a es el radio de la particula
(Nuevo México. G (ka) es igual a 1.5 basado en la aproximacién de Smoluchowski
(Helgason et al., 2009).

6.14. Elaboracion del yogur

Para la elaboracion del yogur se realizaron 3 formulaciones como se muestran en
la Tabla 6. La primera formulacion se refiere al yogur elaborado de forma tradicional,
la segunda y tercera formulacién al yogur con WPI tratado, como se menciono
anteriormente 6.1. preparacion de las muestras. Las muestras estaban en estado
liquido por lo que se tuvieron que liofilizar para adicionarse de forma solida al
proceso de elaboracion de yogur; un dia antes de liofilizar las muestras se
ultracongelaron a -80 °C, se utilizé una liofilizadora (LABCONCO fabricada en USA).
Las condiciones del proceso fueron las siguientes; temperatura de -55 °C y vacio
0.020 mBar. El yogur se elaboré de la forma en que se presenta en la Figura 10.
Los tratamientos T1 y T2 se eligieron por mostrar los mejores resultados en las
pruebas realizadas de CRA vy viscosidad de gel. El in6culo utilizado fue yogur

natural, marca alpura.

Tabla 6. Formulaciones para elaboracién del yogur.

Formulacion 1 Formulacién 2 Formulacion 3
leche (94 %) Leche 150 mL leche 150 mL
Leche en polvo (6%) WPI™2.5 g *WPIT22.5¢g
In6culo 2 g Inéculo 2 g Inéculo 2 g

#\WP| TL, pH7 0.1 M-4 min \\/P| T2; pH7-0.1 M-6 min
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Leche

4

Pasteurizacion 85-90 °C por
¢ 5 min
[ Enfriamiento

Leche en — _
polvo o WPI Adicion de sélidos ]

A4

[ Inoculacion ]

\ 4
[ Almacenamiento hasta }

su analisis

Figura 10. Diagrama de flujo del yogur.

6.14.1. Andlisis de firmeza de gel

De cada muestra de yogur se determiné firmeza de gel utilizando un texturémetro
TA.XT Plus (Fig. 11). El andlisis fue llevado a cabo utilizando una sonda cilindrica
de 1.6 cm de diametro. El producto fue sometido a una fuerza de compresion por
sonda hasta una distancia de 20 mm. Las condiciones establecidas en el analizador
de textura para medir la firmeza (g) del yogur fueron las siguientes: Velocidad de
prueba previa, 1 mm / s; Velocidad posterior a la prueba, 1 mm / s; Velocidad de
prueba, 0.5 mm / s; Fuerza de disparo, 10.0 g; Tiempo, 48.0 s, las mediciones se

realizaron por duplicado.

Figura 11. Texturometro TA.XT Plus.
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6.14.2. Determinacion de sinéresis

El porcentaje de sinéresis de las muestras de yogur fue determinado de acuerdo al
método descrito por Farnsworth et al. (2006) con algunas modificaciones, las
muestras de yogur (15 g) fueron pesadas en tubos para posteriormente llevarlas a
centrifugacion (Hermle z323k- Woodbridge, NJ, capacidad de 4 x 100 mL hasta

5000 rpm) durante 10 min a 4 °C; el célculo se realizé utilizando la Ecuacion 8.

Exudado (g)

% de Sinéresis =
i Peso de la muestra (g) X 100 (Ec. 8)

6.14.3. Viscosidad del yogur

Para las pruebas de viscosidad, se utiliz6 un Redbmetro marca Brookfield, modelo
RST-CP, EU, se colocé 1 g de muestra, los parametros para la medicion fueron los
siguientes: velocidad 100 rpm durante 60 s, tomando 10 puntos de medicidén a

temperatura constante 25 + 1 °C.

6.14.4. Analisis estadistico.

Los resultados fueron sometidos a analisis de varianza de una via (por sus siglas
en ingles ANOVA) y diferencia minima significancia (Tukey) como pruebas post hoc,
se utilizé el software Minitab (versién 17), para determinar si habia diferencias
significativas entre cada yogur. Se realizaron analisis estadisticos sobre, analisis de

firmeza de gel, % de sinéresis y los valores de viscosidad.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Se preparo una disolucion con aislado de proteina de suero (WPI-Bipro) en solucion
modelo agua a una concentracion del 3 % (w/v). Se dividio el volumen de la
disolucién en 15 muestras quedando de 100 mL cada una de las muestras, de las
cuales 7 son controles y 8 muestras tratadas, como se muestra en la Tabla 7. Las
muestras enumeradas del 8 al 15 se trataron por sonicacion (con una potencia real
entregada al sistema de 49.67+0.78 W en las soluciones de WPI), asi como los

controles respectivamente, posteriormente se almacenaron a 4 °C hasta su andlisis.

El contenido de grasa en los sistemas lacteos puede actuar como un aislante con
respecto a la energia real recibida en los mismos. En este caso, cuando el sistema
no contiene grasa (biPro-WPI 0 % de grasa), las ondas sénicas pueden viajar con
mayor libertad por el medio a comparacion cuando el medio contiene un alto

contenido graso (Gibbens, 2016).

Tabla 7. Tratamientos de ultrasonicacion, pH y fuerza idnica.

Muestra pH Fuerza Tiempo de
idnica ultrasonicacién
*WPIL - - -
*WPI2 7 - -
*WPI3 4 - -
*WP|4 - 0.1 -
*WP|° - 0.2 -
*WPI° - - 4
*WPI7 - - 6
8 7 0.1 4
9 7 0.1 6
10 7 0.2 4
11 7 0.2 6
12 4 0.1 4
13 4 0.1 6
14 4 0.2 4
15 4 0.2 6

*WPI 1,2,3,4,5,6 y7 son controles.
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7.1. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier.

En las siguientes ochos figuras se muestran los espectros de muestras tratadas por
ultrasonicacion, en todas ellas las lineas continuas son los controles contra los
cuales se hara la comparacion y discusion del efecto del tratamiento, la linea en
color mangenta es el WPI sin tratamiento, las lineas continuas roja, azul, negra y
verde, son las muestras analizadas bajo las condiciones experimentales
mencionadas con anterioridad, las lineas intermitentes y punteadas son las
muestras analizadas después de 6 y 24 horas respectivamente y su color representa
las condiciones experimentales a las cuales fueron sometidas. Es notorio como el
espectro correspondiente al WPI sin tratamiento no presenta picos definidos dentro
de la banda de la amida I.

En la Figura 12 se muestran los espectros de las muestras obtenidos después del
tratamiento aplicado (tiempo 0), 6 y 24 horas, asi como su control. El espectro que
pertenece a la muestra de WPI en solucion agua con modificacion de pH, Fl y 4 min
de ultrasonicacion (linea punteada color verde), sé observan picos que se definen
posterior a las 6 horas ubicados a 1631 cm™, 1651 cm? y 1683 cm™ que
corresponden a hojas 8, a-hélices y estructuras giro respectivamente, todo esto en
la region de la Amida | (1600-1700 cm). Estos picos ya fueron identificados
anteriormente por varios autores como Nevskaya et al., (1976); Gimel et al., (1994);
Antony et al., (2005) y mas actual Barth, (2007).

Al presentarse cambios en la banda de la amida | y el hecho que estos cambios se
mantuvieran presentes después de 6 y 24 horas, nos permiten determinar que, Si
hubo desnaturalizacion irreversible por efecto del tratamiento de ultrasonido, la
muestra con mayores cambios sobre la region proteica, es cuando Unicamente el

tratamiento de ultrasonicacion esta presente, linea color negro (US 4 min).
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Figura 12. Espectros de proteina de suero aislada en solucion modelo agua

apH 7 FI 0.1 M ultrasonicada por 4 min al 3 % y controles.
tiempo 0 (lineas continuas ——), 6 horas (lineas intermitentes - - -) y 24 horas (lineas punteadas ...... ).

Los espectros que se muestran a continuacion (Figura 13), corresponden a la
muestra de WPI en solucién agua, con modificaciones de pH7, FI 0.1 M y tiempo de
ultrasonicacion 6min. Se observan especificamente en la linea color verde punteada
dos picos uno a 1635 cm™ y otro a 1645 cm-1, los cuales estan asociados a hojas
y a-hélices respectivamente, Barth, (2007). El corrimiento, ensanchamiento y
definiciéon de picos, todo esto en la region de la Amida | (1600-1700 cm?), se debe
al tiempo de exposicion al que la proteina fue sometida durante el tratamiento de
ultrasonicacién y modificaciones de condiciones en su entorno Shen et al (2017).
Como en el tratamiento anterior el hecho de que el comportamiento espectral difiera
del control y se mantenga durante el tiempo en stock, nos permite afirmar que, si
hay desnaturalizacion y posteriormente agregacion, esto se pudo confirmar en los

analisis electroforéticos que mas adelante se presentaran (seccion 7.2).
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Figura 13. Espectros de proteina de suero aislada en solucion modelo agua

a pH 7 FI 0.1 M ultrasonicada por 6 min al 3 % y controles.
tiempo O (lineas continuas —), 6 horas (lineas intermitentes- - -) y 24 horas (lineas punteadas ...... ).

En la Figura 14 se presentan los espectros obtenidos de la muestra de WPI en
solucién agua con modificacion de pH 7, FI 0.2 M y tiempo de ultrasonicacién de 4
minutos. enfocandonos en la regiéon de la Amida | (1600-1700cm-?), observamos los
cambios con respecto al control (linea color magenta) mediante la definicion de
picos a 1632, 1651, 1665 y 1682 cm™ asociados los dos primeros a hojas B, y los
dos ultimos a a-hélices y estructuras giro. Se evidencia que después de las 6 horas
el efecto mostrado en la muestra control que tiene presente los tres parametros
(linea color verde- continua), disminuye mostrando similitud con el espectro control
del WPI, sin embargo, la desnaturalizacién proteica generada es irreversible. esto
se le adjudica al tratamiento de ultrasonicacion aplicado. Como se puede observar
en los espectros correspondientes a los controles, el que genera mayores cambios
cuando el tratamiento de ultrasonido esta presente, este resultado es similar al que

se present6 con pH4, estos resultados coinciden con los reportados por Barraza et
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al. (2016) quienes concluyen que la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (10—
1000 W/cm? con 20-100 kHz frecuencia ) es una buena tecnologia alternativa para
mejorar las propiedades funcionales de las proteinas principalmente a través del

efecto de la cavitacion generando como primer paso la desnaturalizacioén de estas.
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g /AN \\1665 cm 1 P -?J'éh:min

‘\

pH7 0.2M 4 min

0.01
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1500 1550 1600 1650 1700

-1
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Figura 14. Espectros de proteina de suero aislada en solucion modelo agua
a pH 7 FI 0.2 M ultrasonicada por 4 min al 3 % y controles.
tiempo 0 (lineas continuas — ), 6 horas (lineas intermitentes - - -) y 24 horas (lineas punteadas ...... ).

En la Figura 15 se presentan los espectros obtenidos de la muestra de WPI con pH
7, F1 0.2 y tiempo de ultrasonicacion de 6 minutos, después del tratamiento aplicado
(lineas continuas), 6 horas (linea intermitente) y 24 horas (linea
punteada).Nuevamente si nos enfocdndonos en la region de la Amida | (1600-1700
cm?), se observa la definicién de picos a 1631 cm™, 1644 cm™, 1652 cm™ y 1683
cm (hojas B, a-hélices, y estructuras giro). Esto es mas evidente en los casos en
gue el tratamiento de ultrasonicacion es aplicado por si solo y/o en conjunto

modificando el pH y FI (lineas punteadas color negra y verde respectivamente).

Como se menciond con anterioridad el hecho que las bandas con respecto al control

tengan comportamiento diferente y que el mismo se mantenga por 6 y 24 horas, nos
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permite concluir que bajo estas condiciones la desnaturalizacion proteica es
irreversible, el porcentaje de perdida de proteina nativa se determin6 por medio de
la técnica de HPLC que mas adelante se presentaran (seccién 7.3.), los cuales son

congruentes con lo observado por medio de esta técnica.
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Figura 15. Espectros de proteina de suero aislada en solucion modelo agua
a pH 7 FI 0.2 M ultrasonicada por 6 min al 3 % y controles.
tiempo 0 (lineas continuas —), 6 horas (lineas intermitentes - - -) y 24 horas (lineas punteadas ...... ).

En la Figura 16 se presentan los espectros de la muestra de WPI al 3 % en solucion
agua con modificacion de pH 4, FI 0.1 y 4 minutos de ultrasonicacion. Las lineas
solidas representan los espectros obtenidos después del tratamiento aplicado, las
lineas intermitentes después de las 6 horas y las lineas punteadas después de las
24 horas, asi como los controles. Se observan picos a 1630 cm™?, 1641 cm™y 1652
cm, asociados a hojas B y a-hélices respectivamente. Estas contribuciones ya

fueron asignadas por algunos autores mencionados anteriormente.

Enfocandonos en la region de la Amida | (1600-1700 cm™, en esta region ha sido
mas concreta la asociacion de las estructuras con la vibracién de enlaces en un

determinado numero de onda (Barth, 2007); el espectro de la linea verde punteada,
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asociado a la presencia de los tres parametros a la vez cumplidas las 24 horas,
hacen notorio que los cambios generados se mantienen sugiriendo

desnaturalizacion irreversible.
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Figura 16. Espectros de proteina de suero aislada en solucién modelo agua a pH4 FI1 0.1 M

ultrasonicada por 4 min al 3 % y controles.
tiempo 0 (lineas continuas— ), 6 horas (lineas intermitentes - - -) y 24 horas (lineas punteadas ...... ).

En la siguiente figura se presentan los espectros obtenidos de la muestra de WPI al
3 % en solucién agua a pH4, F1 0.1 M y 6 minutos de ultrasonicacion (ver Figura 17)
con sus respectivos controles. Con respecto al control WPI (linea continua magenta)
enfocandonos siempre en la region de la Amida I, se observan picos a 1635 cm™,
1644 cm, 1651 cm™y 1681 cm (hojas B, a-hélices y estructuras giro). Estos picos

ya han sido observado y discutido su asociacién con anterioridad.

Para el caso de este tratamiento, el efecto de desnaturalizacion de las proteinas es
mas evidente cuando se ha aplicado en conjunto la ultrasonicacion y las
modificaciones de pH y FI, determinando desnaturalizacion proteica irreversible.
esté efecto fue observado por O'Sullivan et al. (2014); Barraza et al. (2016), Shen

et al. (2017), quienes concluyen gue la aplicacion de ultrasonido de alta energia es
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una buena tecnologia alternativa para mejorar las propiedades funcionales de las

proteinas principalmente a través del efecto de la cavitacion.
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Figura 17. Espectros de proteina de suero aislada en solucion modelo agua
a pH 4 FI 0.1 M ultrasonicada por 6 min al 3 % y controles.
tiempo 0 (lineas continuas —), 6 horas (lineas intermitentes - - -) y 24 horas (lineas punteadas ...... ).

En la Figura 18, se muestran los espectros obtenidos de la muestra WPI al 3 % en
solucién agua, a pH 4, FI 0.2 M y 6 minutos de tratamiento de ultrasonicacion, asi
como los controles. Enfocados en la regién de la Amida I, en la linea color verde
punteada correspondiente a la muestra con los tres parametros experimentales
utilizados en este proyecto de tesis, se observé definicion de picos a 1630 cm*-
1645 cm?, 1651 cm, 1660 cm™ (asociados como anteriormente se menciond a
hojas B, a-hélices, y estructuras giro respectivamente) después del tratamiento y
hasta las 24 horas, este hecho esta asociado con los cambios conformacionales
gue se inducen sobre la estructura de la proteina por efecto del tratamiento. Como
en los tratamientos anteriores debido al comportamiento espectral se puede
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determinar, que el tratamiento ha generado una desnaturalizacién irreversible de la

proteina.
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Figura 18. Espectros de proteina de suero aislada en solucion modelo agua
a pH 4 FI 0.2 M ultrasonicada por 4 min al 3 % y controles.
tiempo 0 (lineas continuas — ), 6 horas (lineas intermitentes - - -) y 24 horas (lineas punteadas ...... ).

Finalmente, en la figura siguiente se presenta el comportamiento de absorbancia de
infrarrojo de WPl al 3% a pH 4, FI 0.2 M y 6 minutos de ultrasonicacion y controles,
ver Figura 19. Se observa con respecto al control (linea continua magenta); cambios
en la banda de los espectros obtenidos después del tratamiento aplicado enfocados
en la region del la Amida I, especificamente la linea color verde, que corresponde
al amuestra tratada por ultrasonicacion y modificaciones de pH y Fl. Se observan
picos a 1632 cm™*-1643 cm™, 1652 cm™ y 1667 cm™ asociados a hojas B, a-hélices
y estructuras giro respectivamente.

Este hecho se debe al despliegue de la estructura, como ya se menciond por el
efecto del tratamiento aplicado, observando también estos cambios en las muestras

tratadas con pH 7 con FI 0.1 y 0.2 M, con tiempo de tratamiento de 4 y 6 minutos,
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determinando desnaturalizacion irreversible. estos resultados se pudieron

corroborar por PAGE, HPLC y sulfhidrilos libres, que se muestran mas adelante.
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Figura 19. Espectros de proteina de suero aislada en solucion modelo agua
a pH 4 FI1 0.2 M ultrasonicada por 6 min al 3 % y controles.
tiempo O (lineas continuas — ), 6 horas (lineas intermitentes - - -) y 24 horas (lineas punteadas ...... )-
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Absorbancia

Al realizar un analisis quimiométrico de los resultados de infrarrojo por medio del
analisis de componentes principales, en la region de la amida I, la tendencia de
agrupacion en diferentes cuadrantes del plano es evidente entre las muestras de
WPI + agua sin tratamiento, WPI + agua modificacién de pH 4y 7, WPI + agua con
modificacion de FI 0.1 y 0.2 M y finalmente WPI + agua con tratamiento de
ultrasonido por 4 y 6 min (Figura 20), corroborando asi, las diferencias estructurales
entre las muestras tratadas y aquellas sin tratar que se habian observado mediante

los cambios espectrales sobre la region de la amida primaria (1600-1700 cm™?).
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0,018 & 2000 » 0.008
0.020

Figura 20. Grafica de puntuaciones de tres dimensiones obtenida mediante el andlisis de PCA de
los espectros de FTIR de los controles y tratamientos de US.
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7.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se realizo él estudi6 electroforético de las muestras del aislado de proteina de suero
(ver tabla 8, capitulo 7. Resultados y discusion), en solucion modelo agua, a una
concentracion similar a la real en leche (3 %). El marcador de peso molecular que
se utilizé6 para PAGE-nativo (14-380 kDa), fue elaborado en el laboratorio por el
grupo de trabajo de la Dra. Silvia Luna, en el caso de SDS-PAGE se utilizo el
marcador de peso molecular de la marca Bio-rad (Figura 21), Precision Plus
Protein™ Unstained Standards (10-250 kDa) para ambos casos se utilizd una

camara electroforética vertical (Figura 22).

Unstainad

Figura 21. Marcador de peso molecular SDS-PAGE.

Figura 22. Camara electroforética vertical.
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El orden de carga fue el siguiente (Figura 23): el primer carril, corresponde al
marcador de peso molecular para PAGE-nativo, en los carriles siguientes
corresponden a los controles WPI en solucién agua al 3 % modificando el pH, Fl o
tiempo de ultrasonicacién, respectivamente. En el gel se observan bandas intensas
en cada carril, cerca de los 18 kDa correspondientes a la proteina, 3-lactoglobulina
variante A y B (B-LG), a-lactoalbumina (a-LA) en forma de dimero a 28 kDa,
albumina de suero bovino (méas conocida por sus siglas en inglés, BSA) cerca de
los 66 kDa, coincidiendo con lo reportado por Havea et al (1998); Chen et al. (2005).
La banda que se observa arriba de 66 kDa se identifican como agregados, sin
embargo, al aparecer en cada carril, se podria asociar como una consecuencia del

proceso de obtencion del WPI, el cual se menciond en el capitulo 2.

kba _wmP _ WP pHT/  opH4-  OtM- 02M-  4min  Emin:

380 i - <+—agregados
66 <«—BSA
<+— Dimeros y
trimeros
M-
<+—— O-LA,
dimeros

PPy p— o PLGA
14.1 = — o -g‘k—em-s

Figura 23. Gel nativo de una dimension de WPI al 3 % (w/v) en solucion modelo agua y controles.
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Se observa en la Figura 24, el gel Nativo de las muestras tratadas por
ultrasonicacion, a las cuales se le variaron los tres parametros a la vez, modificacion
de pH y FI, el marcado de peso molecular, se cargd en el primer carril,
posteriormente las muestras con pH 7, FI 0.1M, 0.2 M, 4 y 6 minutos de
ultrasonicacion, en los ultimos 4 carriles se cargaron las muestras con pH 4, Fl 0.1
M, 0.2 M, 4 y 6 minutos de ultrasonicacion. En cada carril se observan bandas
correspondientes a B-LG variante A y B (18 kDa), bandas cerca de 34 kDa
corresponden a dimeros de B-LG y bandas mas intensas que se sugiere son
agregados de alto peso molecular que no pudieron resolver en el gel. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Mulcahy et al. (2017), quienes
observaron agregados de proteinas arriba de 250 kDa en soluciones de WPI con 20
mM de NaCl (WPI + NaCl).

o ; MEg 7014 7.016 7.024 7026 4014 4016 4024 4026
380 ! 2.

Agregados
de al peso
molecular

66

34.5- <+——dimeros

de B-LG

<+— Dimeros

de a-LA.

-« BLG-A

— - -
<— B-LG-B

141

Figura 24. Gel nativo de una dimension de los tratamientos de ultrasonicacion con modificacién de
pH y fuerza i6nica con WPI en solucion modelo agua al 3 %.
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Ahora bien, para el caso de condiciones desnaturalizantes, el orden de carga fue el
siguiente (Figura 25): el primer carril, corresponde al marcador de peso molecular
para SDS-PAGE, los carriles siguientes corresponden a los controles: WPI + agua
sin tratamiento, WPI + agua modificacion de pH 4y 7, WPI + agua con modificacién
de FI1 0.1y 0.2 My finalmente WPI + agua con tratamiento de ultrasonido por 4y 6
min. En el gel se observan bandas, cerca de los 18 kDa correspondientes a la
proteina, B-lactoglobulina variante Ay B (B-LG) a excepcion de los carriles de WPI
a pH 7y 0.1 M donde no se logran apreciar estas bandas, esto pudiera deberse a
que el pH del medio es cercano al punto isoeléctrico de las proteinas, lo cual
causaria que estas no migraran al verse anulada su carga, sin embargo el pH del
medio no es cercano al pl de ninguna de las proteinas, por lo que otra causa, se
sugiere, los tratamientos por si solos de pH 7 y FI 0.1 M no generaron grandes
cambios en la estructura secundaria y terciaria de las proteinas y al estar a
temperatura ambiente se repliega la parte de las proteinas que estaba desplegada
(Lam & Nickerson, 2015), destacando los tratamientos por ultrasonido, esto se debe
al efecto del fendbmeno de cavitacion que se genera al aplicar ultrasonido, Barraza
et al. (2016), Jambrak et al. (2014).

kD

oey WP pH4  pH7 01M 02M US4min US 6min

150 3

100

75 - <«—Ig/LF
50 el

37

<—Agregados

25 de B-LG
20 <«—B-LG
15 A—Q-LA.
10

Figura 25. Gel SDS de una dimension de WPI al 3 % (w/v) en solucidn modelo agua y controles.
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Para las muestras donde se variaron los tres pardmetros experimentales a la vez
en gel con condiciones desnaturalizantes, el orden de carga fue el siguiente (ver
Figura 26): el primer carril, corresponde al marcador de peso molecular para SDS-
PAGE, seguido de las muestras tratadas por ultrasonicacién, con pH7, FI 0.1M, 0.2
M, 4 y 6 minutos de ultrasonicacion, en los dltimos 4 carriles se cargaron las
muestras con pH4, FI 0.1M, 0.2M, 4 y 6 minutos de ultrasonicacion. Solo en el carril
de las muestras a pH4- 0.1M-4 minutos y pH4-0.2-4 minutos se observo una banda
a 14 kDa correspondientes a a-lactoalbumina (a-LA). En cada carril se observan
bandas intensas, cerca de 18 kDa correspondiente a la proteina 3-lactoglobulina (B-
LG) y una banda tenue perteneciente a BSA (66 kDa). Otros autores informaron con
un patron electroforético similar para una solucién de WPI calentada, en condiciones
de SDS-PAGE no reductora (Wijayanti et al.,2015; Mulcahy et al., 2016) la presencia
de dimeros, trimeros y oligdémeros de B-LG y a-LA en el rango de peso molecular
de 35-250 kDa, junto con material con un peso molecular > 250 kDa que no pudo
penetrar el gel. Confirmando lo observado por FTIR donde se observd

desnaturalizacion proteica irreversible, generando la formacion de agregados.

kDa
250 _ 0148, 7016 7024 7026 4014 4016 4024 4026
T S ¥
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Figura 26. Gel SDS de una dimension de los tratamientos de ultrasonicacion con modificacion de
pH y fuerza iénica con WPI en solucion modelo agua al 3 %.
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7.3. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

En la siguiente figura, se muestran los cromatogramas mas representativos;
correspondientes al control WPI sin tratamiento (linea rosa) y WPI tratadas por
ultrasonicacion con modificacion de pH y FI, pH 7-0.1 M-4 min (linea negra) y pH7-
0.1M-6 min (linea roja punteada), ver Figura. 27. Para el andlisis de los datos
obtenidos se utilizo el software Origin ver 8.0. se identificaron dos picos principales
con tiempo de retencion de 26 y 27 minutos. De acuerdo a lo reportado, estos picos
corresponden a las variantes A (V.A) y B (V.B) de B-LG respectivamente (Haque et
al., 2015).

Para estimar el % de perdida de proteina nativa y su posible agregaciéon a causa del
tratamiento aplicado, como se pudo observar por FTIR y PAGE, se calculo el area
bajo la curva de ambos picos, mediante una curva patron del estandar de B-LG en
solucién agua a diferentes concentraciones (ver Anexo), se estimo el porcentaje.
Logrando un porcentaje de alrededor del 27.81 %y 24.52 %, (pH7 0.1 M 4 miny
pH 7 0.1 M 6 min, respectivamente). Este resultado es mayor al porcentaje
reportado en otros trabajos en los cuales se aplico tratamiento térmico a 72 °C por

15 s, obteniéndose alrededor de un 10% de desnaturalizacion (Ruvalcaba, 2015).

WPI 3 % sin trat
—— WPI 3 % (pH7-0.1-4)

3000 - a-lac ----WPI 3% (pH7-0.1-6)
y
(V.B) (V.A)
2000
S —— T
€
1000
BSA
A WB-Lg
0
T T T T Y T ¥ T y T ¥ T J
5 10 15 20 25 30

Tiempo de retencion (min)

Figura 27. Cromatograma de WPI en solucién agua al 3 % sin tratamiento y muestras tratadadas
con ultrasonicacion y modificacion de pH y Fl, (1) Variante B de B-LG y (2) Variante A de B-LG.
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7.4. Cuantificacion de sulfhidrilos libres.

La desnaturalizacion de las proteinas se ve reflejado en el aumento de sulfhidrilos
libres, como se ve en los resultados de la Tabla 8. Las muestras control con FI 0.1,
0.2 M, los tratamientos de pH7-0.1-4 y 6 minutos con 1.53 pmol SH/g y 1.42 umol
SH/g, asi como los tratamientos pH4- 0.1M con 4 y 6 minutos de ultrasonicacion

respectivamente.

Tabla 8. Concentracion de sulfhidrilos libres (umol SH/g) de muestras ultrasonicadas.

MUESTRA Sulhidrilos libres (umol SH/Q)
WPI 0.85+0.2
pH7 0.75+0.2
pH4 0.86+£0.1
0.1M 1.61+0.7
0.2M 0.89+0.5

US 4min 0.80+0.1
US 6min 0.65+0.1
pH7 0.1 4 1.53+0.4
pH7 0.1 6 1.42+0.2
pH7 0.2 4 1.12+0.2
pH7 0.2 6 1.26+0.2

pH4 0.1 4 1.76 £ 0.1

pH4 0.1 6 1.72+0.8

pH4 0.2 4 1.08+0.4
pH4 0.2 6 0.90+0.7

Nuestros resultados concuerdan con los resultados obtenidos por Shen et al (2017)
en muestras de WPI al 10 % p/v ultrasonicadas a diferentes tiempos (5-40 min). Los
autores atribuyen esos resultados al flujo turbulento y fuerza de cizalla asociadas a
la cavitacion que logra exponer a los grupos -SH que se encuentran cerrados en la
WPI sin tratamiento a la superficie. Caso contrario a los resultados obtenidos en las
muestras control, siendo inferiores a las muestras que en conjunto se ultrasonicaron
y modificaron pH y Fl, resaltando la muestra control con modificacion de 0.1 M con

1.61 pymol SH/g. estos resultados se correlacionan con los obtenidos inicialmente
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por FTIR e hidrofobicidad, al exponer sitios activos (desnaturalizacion irreversible)

el indice de hidrofobicidad aumenta.

7.5. Determinacion de tamafio de particula.

En la Tabla 9, se observan los resultados obtenidos del analisis de tamafio de
particula, denotando como Djsg didmetro mediano, Dieo) diametro de la moda, D3 2
corresponde al diametro-area equivalente y Dys,3 corresponde al diametro-volumen

equivalente.

Tabla 9. Tamafio de particula de muestras tratadas por ultrasonicacion 24 kHz y 400 W.

Muestra D (50 D (o0 Dayom D agom
WPI 23.77 212.3 2.16 72.71
pH7 1.82 10.63 1 4.33
pH4 13.11 21.56 11.33 13.86
0.1M 2.03 8.95 0.89 3.39
0.2M 2.83 54.28 1.68 26.63

US 4min 1.17 45.59 0.28 15.38

US 6min 0.12 0.41 0.08 0.19

pH7 0.14 4.1 10.29 1.28 12.72

pH7 0.1 6 9.99 24.47 1.06 4,78

pH7 0.2 4 28.1 48 25.84 31.01

pH7 0.2 6 0.93 25.27 0.38 6.84

pH4 0.1 4 5.99 10.19 2.8 6.37

pH4 0.1 6 4.05 7.78 0.08 3.86

pH4 0.2 4 4.88 8.35 2.59 5.23

pH4 0.2 6 3.33 6.55 0.9 3.6

En la Tabla 9 puede observarse una disminucion en el tamafio de todas las
muestras con respecto al control (Di3,21 y Da,31 ), siendo los mas representativos las
muestras a pH 7 0.1 My 0.2M con 6 min de ultrasonicacion. Para el caso de las
muestras a pH 4, dos de ellas mostraron una mayor disfuncion en el tamafio siendo
ambas con tiempos de ultrasonicacion de 6 miny FI 0.1 y 0.2 M. Estos resultados
concuerdan con los reportados por O’Sullivan et al. (2014) y Shen et al. (2017),
concluyendo que el tamafio de particula se ve afectada por las fuerzas de cizalla
hidrodinamicas asociadas a la cavitacion que alteraron en gran medida a las

interacciones no covalentes entre las moléculas de proteinas.
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7.6. Microscopia de fuerza atémica (AFM).

Se estudio la topografia de la superficie a microescala de las muestras de WPI
con/sin tratamiento de ultrasonido y modificaciones de pH y FI, usando AFM (Figura
28). La muestra de WPI (Figura 28a) a la cual no le aplicé ningun tratamiento, mostré
una microestructura lisa, comparada con la de las otras muestras en las cuales se
observd una superficie mas gruesa con algunos vacios e incluso menos
homogéneas (Figuras 28c, d, e, g, h e i), caso opuesto, hubo muestras que
mostraron homogeneidad (WPI pH4 y WPI-US 4 min). Esto se pudo corroborar con
la medicién de tamafio de particula, para el caso de ultrasonido especificamente,
disminuyo considerablemente el tamafio de particula (Figura28g y Tabla.9). Algunos
autores que lograron observar la morfologia de agregados de proteinas (WPI), lo
hicieron en el orden nanométrico y micrométrico, Ikeda & Morris, 2002; Chen et al.
(2004); Alavi et al. (2018).

soumo. Soume.

Figura 28. Imagenes 3D AFM de muestras preparadas al 3 % de WPI; (a) WPI sin tratamiento, (b)
WPI pH4, (c) WPI pH7,(d) WPI 0.1 M, (e) WPI 0.2M, (f) WPI-US 4 min, (g) WPI-US 6 min, (h) pH7-
0.1M-4min e (i) pH7-0.1M-6min, con modo de tapping a una velocidad de exploracion de 20 Hz.
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En la Figura 29, se presentan las muestras cuyo valor de pH, Fl y tiempo de
ultrasonicacion se modificaron como se menciona anteriormente (Tabla 8, Capitulo
7 Resultados y discusion). Para las muestras con pH7 (Figura 28h, 28i, Figura 29a
y 29b) la distribucion de los agregados es menos uniforme, pero de mayor tamafo
(Tabla.9), mientras las muestras con pH 4 se observé mayor homogeneidad, pero
el tamafio fue menor de los agregados, concluyendo que el pH idoneo para
agregados de mayor tamafio es de pH7 dependiendo del tiempo de ultrasonicacion
y Fl. Wang et al. (2013), destac6 que la adicion de sal aumenta el tamafio de los

agregados los cuales pudo observar a escala nanométrica.

a) . b)

174.910m
T

Figura 29. Imagenes 3D AFM de muestras preparadas al 3 % de WPI con modificacién de pH y FI;
a) pH7-0.2M-4min, b) pH7-0.2M-6min, ¢) pH4-0.1M-4min, d) pH4-0.1M-6min, e) pH4-0.2M-4min, f)
pH4-0.2M-6min, con modo de tapping a una velocidad de exploracion de 20 Hz.
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7.7. Capacidad de retencion de agua (CRA) y viscosidad.

Las muestras WPI, pH7, pH4, US 4 min y US 6 min, no tuvieron formacion de gel,
esto puede deberse a que por si solos los tratamientos de pH y US generan
desnaturalizacion proteica, pero al ser un bajo numero de enlaces intermoleculares
y una pequefia carga neta son insuficientes para la gelificacion (Lorenzen &
Schrader, 2006).

Tabla 10. Parametros de los geles elaborados con WPI al 3 %.

MUESTRA CRA Viscosidad (mPa.s)
WPI -
pH7 -
pH4 -
0.1M 89.3+27 0.3
0.2M 87.1+0.7 0.9
US 4min -
US 6min -
pH7 0.1 4 91.9+34 3.2
pH7 0.1 6 88.7+1.4 1.7
pH7 0.2 4 87.2+5.8 0.3
pH7 0.2 6 84.7+27 0.6
pH4 0.1 4 91.7+0.5 0.4
pH4 0.1 6 91.6+1.2 0.5
pH4 0.2 4 90.6 + 3.2 0.5
pH4 0.2 6 87.7+21 0.1

Como se observa en la Tabla 10 se evidencia el resultado mas alto que corresponde
ala muestraa pH 7 0.1 M y 4 minutos de ultrasonicacion, el cual se vio reflejado en
aumento de viscosidad de 3.2 mPa.s obteniendo geles mas firmes, en segundo
lugar, los geles elaborados a pH 4, FI 0.1 con tiempo de ultrasonicaciéon de 4y 6
minutos, aunque en viscosidad se vio una disminucién resultando en la obtencion
de geles muy poco firmes. Se observé un aumento de forma equivalente en la
capacidad de retencion de agua con el aumento de sulfhidrilos (Tabla 8). Estos
resultados permitieron generar un panorama general para la eleccion de los
tratamientos que se utilizaron en la elaboracién de yogur. Pues se observo que en
un mismo sistema los tratamientos de pH, FI y US generan mayor efecto sobre las

proteinas (desnaturalizacién) que ayudan a la formacion de los geles.
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7.8. Determinacion de la hidrofobicidad de superficie del 1-anilino-8-
naftaleno sulfonato (ANS)

En la Figura 30, se observa un aumento en la hidrofobicidad dependiendo del
tratamiento aplicado, WPI (linea color magenta) es la muestra a la cual no se
modificé ni aplico ningun tratamiento ya sea de ultrasonicacion o modificacion de
pH y/o Fl. En comparacion con WPI todas las muestras restantes, incrementaron la
hidrofobicidad, destacando las muestras a las que se les aplico ultrasonido a4y 6
min (lineas color verde), posteriormente las muestras a las que se les modifico el
pH o la FI. El aumento de fluorescencia es indicativo de la exposicion de
aminoacidos hidrofébicos como resultado del despliegue de proteinas de suero.
Estos resultados concuerdan a los reportados por Shen et al. (20016), quienes
ademas proponen el ultrasonido de alta intensidad como una alternativa a la
aplicacién de métodos tradicionales (pasteurizacion) en la industria alimentaria, un
aflos mas tarde Jiang, 2017, observan también un incremento de fluorescencia en
dispersiones de WPI tratada por US a diferentes amplitudes (0-800 W) y tiempos
(20 o 40 min). En el caso de las muestras a las que se aplicé tratamiento de
ultrasonido y ademas se modificd el pH y la FI el incremento es menor a de las
muestras ultrasonicadas Unicamente, pero aun asi se observa mayor hidrofobicidad

que WPI. WPI
— pH7

pH4
—0.1M

0.2M

4 min
—— 6 min

pH7-0.1-4
- ==--pH7-0.1-6
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----pH7-0.2-6

pH4-0.1-4
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1000 +

1 1 ¥ I I T T - .l I
420 450 480 510 540 570 600 630 660
Numero de onda (nm)
Figura 30. Espectros de fluorescencia de ANS de las muestras tratadas y controles.
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7.9. Turbidez.

Los resultados obtenidos en las muestras tratadas a 4 y 6 minutos a pH7 y pH4 con
FI de 0.1 M y 0.2 M, mostraron un incremento considerable en la turbidez,
comparado con las muestras control (WPI, pH7, pH4, 0.1 M, 0.2 M, 4 min y 6 min
de ultrasonicacion). La turbidez de una dispersion coloidal se puede considerar
como un indicador de su tamafio de particula porque las particulas mas grandes
dispersan la luz en mayor medida. El aumento de la turbidez es una indicacion
directa de la agregacion de particulas y, por lo tanto, se puede utilizar para evaluar
el grado de agregacion de forma cualitativa, Alavi et al. (2018). Shen et al. (2017),
reportd la disminucién de Turbidez en muestras tratadas por ultrasonido a 20 kHz,
31 W cm? por 20 min, lo cual concuerda con las muestras que se trataron
anicamente con ultrasonido a 4 min y 6 min en este trabajo (Figura 31), El diametro
de la particula disminuy6 y, correspondientemente, aumenté el area superficial
disponible para la dispersion de la luz, dando como resultado una disminucion de la

turbidez.
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Figura 31. Turbidez de muestras tratadas y controles.
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7.10. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Se muestra la comparacion de los termogramas obtenidos de las muestras de WPI
al 3 % (Figura 32), con modificacion de pH, FI y aplicacién de tratamiento de
ultrasonido. Cuando se calientan las proteinas (20-100 °C) se involucran procesos
de desnaturalizacién (endotérmicos) y agregacion (exotérmicos), al igual, muchos
factores se ven involucrados, concentracion de proteina, pH, Fl y velocidad de
calentamiento Shen et al. (2017). La muestra de WPI no tratada (linea magenta) se
observé con mayor estabilidad térmica, a diferencia de las muestras que fueron
tratadas por ultrasonicacion y se modifico el pH y Fl, se destacaron las muestras a
pH 7 0.1 M con 4 min y 6 min de ultrasonicacion, se podria decir que la estabilidad
térmica de las muestras se ve menos afectada por la formacién de agregados, esto
lo observaron también otros autores (Chandrapala et al. (2011), Arzeni et al. (2012),
Shen et al. 2017), cuya conclusion fue que la estabilidad térmica mejora

parcialmente por la formacion de agregados.

WPI
— pH7
—pH4
—0.1M
—20.2M
——4 min
——6 min
pH7-0.1-4
pH7-0.1-6
pH7-0.2-4
—— pH7-0.2-6
—— pH4-0.1-4
—— pH4-0.1-6
—— pH4-0.2-4
—— pH4-0.2-6

30 40 50 60 70 80 90

Temperatura
Figura 32. Comparacion de termogramas DSC de muestras control y muestras tratadas.
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7.11. Potencial zeta

En la Tabla 11 se presentan los resultados de potencial z de las muestras control y
muestras con modificacion de pH, Fl y tiempo de ultrasonido, en primer plano se
observa al control (muestra sin modificacion de pH, Fl y ultrasonido) con -14.7 mV,
por lo que, el aumento negativo de la magnitud de potencial z en los sistemas de
pH7, US-4min y US-6min, es evidente, esto es el resultado de la formacion de
agregados, nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Schmitt et al.
(2007), quienes mencionan un aumento en el potencial z atribuyéndolo a la

formacién de agregados.

Tabla 11. Efecto del ultrasonido, pH y fuerzaiénica sobre el potencial zeta de WPI.

Muestra Potencial zeta (mV)
WPI* -14.7
pH7* -40.4
pH4* -7.93
0.1M* -11.2
0.2M* 31.2

US-4min* -27.5

US-6min* -30.8

pH7-0.1-4min -7.22
pH7-0.1-6min -0.10
pH7-0.2-4min -5.53
pH7-0.2-6min -5.29
pH4-0.1-4min 14.9
pH4-0.1-6min -0.11
pH4-0.2-4min -0.58
*muestras control. pH4-0.2-6min -0.34

Por otra parte, Ryan et al. (2012), indica que el incremento de potencial zeta
negativo en soluciones de WPI refuerza la repulsion electrostatica para ser mas
resistente a una mayor agregacion. Al no tener un aumento de potencial zeta, como
se observo en los sistemas con modificacion de pH, Fl y ultrasonicacion, asi como
en muestras control se puede deber a diversos factores como son: forma, peso
molecular y radié hidrodinamico de los agregados o simplemente el tratamiento de

ultrasonido o modificaciéon de pH y FI que en un solo sistema no realiz6 cambios
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significativos (p>0.05) en los valores de potencial zeta independientemente de la
agregacion en las muestras, esto también fue observado por Shen y colaboradores
en el 2017, aunque ellos solo aplicaron tratamiento de ultrasonicacion a muestras
de WPI (20 kHz, 20 % de amplitud por 20 min).

7.12. Elaboracion del yogur

El volumen preparado de cada yogur (control, pH7-0.1M-4 min y pH7- 0.1M-6 min)
fue de 100 mL. Las muestras se generaron por duplicado, las cuales se dejaron en

refrigeracion (4 °C) hasta su analisis.

Se observé que al adicionar la proteina correspondiente a los tratamientos (pH 7-
0.1 M-4 miny pH 7- 0.1 M-6 min), el pH de la leche disminuyo (Tabla 9.) una unidad,
lo que permitié que el tiempo de coagulacion fuera menor con respecto al control,
con una diferencia de media hora, este hecho se debe a la rapida formacion de
agregados por la disminucién de pH y por la presencia de sal (CaCLz) en el medio,
ayudando al aumento en la velocidad de coagulacién, Marangoni et al. (2000)
reportaron agregacion rapida y grandes agregados en soluciones con tratamiento
de temperatura a 80 °C por 30 min y adicion de CaClz (100mM-300mM), asi como
Wang, 2013 reporté que en ausencia de NaCl, los agregados fueron de menor
tamafio, comparados con las muestras que tenian concentracion de NaCl (100mM)

reportaron tamarnos de 33 nm.

7.12.1. Andlisis de firmeza de gel

Los resultados obtenidos en el analisis de firmeza de gel de las muestras de yogur
(control y tratamientos: pH 7- 0.1 M con 4 y 6 min de US), se presentan en la Tabla
12.

Tabla 12. Perfil de textura de diferentes muestras de yogur.

Muestra pH Fuerza (g)
SN WPI-trat ~ CN WPI-trat
Control - - 72.0+ 4532
pH7-0.1M-4min 6.68 5.81 65.8 + 12.52°
pH7-0.1M-6min 6.68 5.76 447 £9.05°¢
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Los resultados, indican que hay diferencias significativas (p<0.05) entre los valores
registrados de fuerza del gel, siendo superior el de la muestra de yogur (control) con
un valor de 77 +10.14, seguido del tratamiento de pH 7-0.1 M con 4 min de
ultrasonicacion con 46.7 £23.19 y por ultimo el tratamiento de 6 min de
ultrasonicacion, lo cual es practicamente la mitad del resultado obtenido por el
control, serian necesarias mas pruebas realizando un disefio experimental que
permita determinar la formulacién idonea para mejor el perfil de textura del yogur,
en este caso firmeza, para poder correlacionar los resultados con otros parametros

como % de sinéresis y viscosidad los cuales se muestran a continuacion.

7.12.2. % de Sinéresis en muestras de yogur y viscosidad.

Tabla 13. % de sinéresis y viscosidad de muestras de yogur

Muestra % sinéresis Viscosidad
(mPa.s)
Control OD 30.0 + 4.952 3.5+ 0.072

pH7-0.1M-4min O®  41.7 + 3.182 3.2+ 0.07®
pH7-0.1M-6min ¥  46.7 + 2. 832 1.9 +0.04°
Y1=yoqgur 1, Y2=yogur 2 y Y3= yogur 3.

En los resultados obtenidos para el % de sinéresis y viscosidad (Tabla 13), se
observa un valor superior en la muestra control sobre las muestras de yogur de los
tratamientos de pH7-0.1M con 4 y 6 minutos de ultrasonicacion, correlacionando lo
obtenido en la prueba de firmeza de gel (Tabla 12), a mayor firmeza el porcentaje
de sinéresis es menor y la viscosidad aumenta. El reemplazo de proteina de leche
por los tratamientos de WPI con modificacion de pH, Fl con 4 y 6 minutos de
ultrasonicaciéon, tuvo un impacto significativo en las propiedades reoldgicas
(viscosidad y firmeza de gel) de las muestras de yogur, el analisis de varianza,
mostré diferencia significativa en la viscosidad de cada yogur (p>0.05) y diferencia
significancia (Tukey) entre el Y1y Y3, pero no entre Y1y Y2. En el porcentaje de
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sinéresis tuvo un incremento de 6.7 % a 20.0 % que pertenecen a Y1 y Y3

respectivamente.

De acuerdo a lo reportado por Shi et al. (2016), la adicion de WPI (35 g de
proteina/kg) reticulada mediante transglutaminasa durante 5—10 min o polimerizada
a 90° C o 100°C durante 10-30 min, mezclada con leche desnatada (35 g de
proteina/kg) a 1:2 (v/v), se mejoraron los valores de firmeza (95.6 g+ 5.2 a 182.4 g
+ 3.5), viscosidad y una disminucion en sinéresis (% 30.0+£0.9a % 24.6 +1.1) en
las muestras de yogur. determinando que el WPI tratado térmicamente es el
tratamiento mas apropiado para la producciéon de yogur. Han et al. (2016),
reportaron una disminucién de % de sinéresis (8.5%) y mejora en la textura,
utiizando mezclas de microorganismos que producen exopolisacaridos
(Streptococcus thermophilus zlw TM11 y Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus), que a su vez compararon con cultivos comerciales, siendo el de mejor
resultados la combinacién de S. thermophilus y L. Bulgaricus. Concluyendo que el
porcentaje de solidos agregados al yogur y cultivo utilizado son factores que podrian
modificarse para obtener mejores resultados, destacando que la concentracion de
sélidos que son adicionados en las muestras de yogur (tratamientos a pH 7-0.1 M

con 4 y 6 minutos de ultrasonicacion) fue la mitad de lo adicionado en el control con

6 0.
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VIIl. CONCLUSIONES

Por medio de Espectroscopia de infrarrojo y técnicas tradicionales (HPLC,
electroforesis, difractometria laser, DSC, potencial z, AFM y sulfhidrilos libres), se
pudo evaluar el efecto de los distintos tratamientos de ultrasonicacion, modificacién
de pH y FI, sobre WPI evidenciando los cambios al observar desnaturalizacién y su

posterior agregacion de las proteinas.

La aplicacién de los distintos tratamientos de ultrasonido (4 y 6 min, 24 kHz a 400
W) sobre WPI no solo impacta en la estructura de las proteinas, sino que también
en las propiedades funcionales, esto modifica el comportamiento de las proteinas
durante el proceso de elaboracién de yogur, disminuyendo el tiempo de formacion
del gel y modificando el % de sinéresis que se logra en el gel obtenido, y por tanto

modifica las caracteristicas del producto obtenido.

El uso de FTIR y el andlisis de componentes principales es de utilidad para
corroborando, las diferencias estructurales entre las muestras tratadas y aquellas
sin tratar que se habian observado mediante los cambios espectrales sobre la

region de la amida primaria (1600-1700 cm™?).

Asimismo, se realizé la comparacion de las muestras de yogur con WPI tratado por
ultrasonicacién y un yogur elaborado de forma tradicional, determinando sus
diferencias, mediante analisis de textura y propiedades fisicoquimicas (fuerza del
gel, viscosidad y % de sinéresis), las cuales se mostraron significativamente
diferentes en los pardmetros de fuerza del gel y % de sinéresis, no asi en viscosidad
gue mostré una disminucién. Este hecho pone en evidencia la necesidad de
continuar con el planteamiento y ejecucidbn de estudios de investigacion
encaminados a la mejora de las propiedades fisicoquimicas y de textura, mediante

la generacion de agregados por efecto del ultrasonido.
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X. ANEXOS

10.1. Curva estandar de estandar de B-LG para la cuantificaciéon de concentracion
cargada en cada pozo en el gel de PAGE.

A partir de una solucién stock 10 mg /mL (10 mg de proteina en 1 mL de agua destilada).
se preparé una serie de diluciones para obtener concentraciones finales de proteina de 1.5
mg/mL hasta 0 mg/mL. Las muestras se leyeron en un espectrofotémetro UV-Vis Thermo
Scientific Evolution 600 (England EV6-171104) y una celda de cuarzo a una absorbancia

de 280 nm. Los datos de concentracion y absorbancia se graficaron para obtener el valor
de R2 y la ecuacion para la cuantificacion de concentracion de proteina cargada en cada

pozo.
Concentracién (mg/mL) Absorbancia
15 1.73

1.2 1.377

0.9 1.034

0.6 0.678

0.3 0.351

0 0.002

y =1.1524x + 0.0024
R?=0.9998

1.8

Absorbancia

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 16
Concentracion mg/mL
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10.2. Curva estandar de B-LG tomada en HPLC para la cuantificacion de B-LG.

Para la curva se prepararon una serie de muestras de B-LG estandar (Sigma Aldrich) en
dispersion. Las muestras se analizaron por HPLC de acuerdo a la metodologia descrita en
el apartado 8.1.3 de este documento. En los cromatogramas se observan los dos picos
correspondientes a las variantes A y B de B-LG asi como las concentraciones totales de la

proteina. En los graficos se incluyen los valores de R2 y las ecuaciones generadas para la

cuantificacién de B-LG.

Concentracion (ppm) Area pico 1. Area pico 2. Area total
5000 1.767E+04 2.034E+04 3.801E+04
4500 1.516E+04 1.779E+04 3.295E+04
4000 1.298E+04 1.504E+04 2.803E+04
3500 1.076E+04 1.246E+04 2.323E+04
3000 9.708E+03 1.117E+04 2.087E+04
2500 7.800E+03 8951.3584 1.675E+04
2000 5.976E+03 6788.17773 1.276E+04
1500 3.854E+03 4316.62842 8.171E+03
1000 2.291E+03 2854.04712 5.145E+03
500 7.412E+02 830.33966 1.572E+03
2.000E+04
1.800E+04 y=3.6889x - 1450.3 ®
_, 1.600E+04 R2=0-9956._.
S 1.400E+04
a @
< 1.200E+04
© 0
2, 1.000E+04
© 8.000E+03 .
$ 6.000E+03 -
"< 4.000E+03 ..
2.000E+03 L
0.000E+00
1000 2000 4000 5000 6000

Concentracién B-LG (ppm)
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