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Pérdida de solubilidad

de sistemas modelo de aislado de
proteinas de lactosuero, caseinato
de calcio, lactosa e inulina por
acciéon de la composicion y

el tratamiento térmico

Solubility loss of whey protein isolate, calcium
saseinate, lactose and inulin model systems by action
of composition and heat treatment

Perda de solubilidade dos sistemas modelos de isolado de proteina
do soro de leite, caseinato de calcio, lactose e inulina devido

a composicao e tratamento térmico
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RESUMEN

Las proteinas del lactosuero son sometidas a calor durante la producciéon de formulas
infantiles. Su desnaturalizacion y agregacion puede reducir la solubilidad, lo que tiene
connotaciones funcionales, tecnologicas y nutricionales en el producto final. En este
trabajo se estudio el efecto del tratamiento térmico y la presencia de caseina, lactosa
e inulina —en las proporciones utilizadas en féormulas infantiles— en la solubilidad
de las proteinas. Dispersiones acuosas de aislado de proteinas del lactosuero (WPI),
con o sin caseinato de calcio (CAS), inulina (INUL) y lactosa (LAC) se analizaron
antes (STT) y luego del tratamiento térmico (TT) a 66 °C, 75 °C y 85 °C durante 30
0 60 min. Los sistemas STT con mayor solubilidad fueron WP (89,3 +2,0% m/m) y
WP-INUL (89,6 +1,8% m/m). La solubilidad de WP disminuy6 con TT a partir de
75 °C -30 min y alcanzé una solubilidad minima de 41,7 +1,2% m/m luego de 85 °C
-60 min. WP - INUL mostr6 la misma tendencia. WP - LAC redujo su solubilidad
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con TT, aunque la caida en la solubilidad luego de 75 °C -60 min fue menor que en
el sistema sin lactosa. CAS impidi6 la pérdida de solubilidad, que aument6 con TT
hasta 75 °C -60 min (alcanzando 100% m/m en WP - CAS). Este estudio provee in-
formacion relevante sobre el rol de los principales ingredientes no grasos de formulas
infantiles en la pérdida de solubilidad de las proteinas del lactosuero.

PALABRAS CLAVE: desnaturalizacion, agregacion, formulas infantiles, proteinas, leche.

ABSTRACT

Whey proteins are heated during production of infant formulae. The denaturation and
aggregation of whey proteins can reduce their solubility, with functional, technological
and nutritional implications. In the current work, the effect of heat treatment and
presence of casein, lactose and inulin, at the proportions used during production of
infant formula, on the protein solubility was studied. Aqueous whey protein isolate
(WPI) dispersions with or without calcium caseinate (CAS), inulin (INUL) and lactose
(LAC) were prepared. Unheated (UH) and heated (HT) dispersions at 66, 75 and
85 °C for 30 and 60 min were analyzed. The UH systems with the highest solubility
were WP (89.3 +2.0% w/w) and WP - INUL (89,6 + 1,8% w/w). Solubility of WP
decreased with HT from 75 °C -30 min, reaching the minimum solubility (41,7+1.2 %
w/w) after 85 °C -60 min. WP-INUL showed the same trend. Solubility of WP-LAC
decreased with HT, although the solubility loss after HT 75 °C -60 min was lower than
in the system without lactose. CAS presence prevented the loss of protein solubility,
which increased with HT until 75 °C -60 min (reaching 100% w/w in the WP - CAS
system). This study provides relevant information on the role of the main non- fatty
ingredients of infant formulae in the loss of solubility of whey proteins.

KEYWORDS: denaturation, aggregation, infant formulae, proteins, milk.
RESUMO

As proteinas do soro de leite sdo submetidas ao calor durante a produgao de férmulas
para bebés. Sua desnaturacao e agregagio podem reduzir a solubilidade, que possui
conotagoes funcionais, tecnologicas e nutricionais no produto final. Neste trabalho
estudamos o efeito do tratamento térmico e a presenca de caseina, lactose e inuli-
na, nas proporgoes utilizadas nas féormulas infantis, na solubilidade das proteinas.
Dispersdes aquosas de isolado de proteinas do soro de leite (WPI) foram prepara-
das, com ou sem caseinato de cdlcio (CAS), inulina (INUL) e lactose (LAC). As
dispersdes foram analisadas antes (STT) e apos tratamento térmico (TT) a 66 °C,
75 °C e 85 °C por 30 ou 60 min. Os sistemas STT com maior solubilidade foram WP
(89,3+2,0% m/m) e WP-INUL (89,6+1,8 % m/m). A solubilidade do WP diminuiu
gradualmente com o TT de 75 °C -30 min, atingindo uma solubilidade minima de
41,7+ 1,2 % m/m apds 85 °C -60 min. WP - INUL mostrou a mesma tendéncia. O
WP - LAC reduziu sua solubilidade com T'T, embora a queda na solubilidade apos
TT 75 °C -60 min foi menor do que no sistema sem lactose. A presenca de CAS

impediu a perda de solubilidade da proteina, que aumentou com o TT até 75 °C -60
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min (atingindo 100% m,/m no sistema WP - CAS). Este estudo fornece informagdes
relevantes sobre o papel dos principais ingredientes nao gordurosos das férmulas
infantis na perda de solubilidade das proteinas do soro de leite.

PALAVRAS-CHAVE: desnaturagfo, agregacio, formulas infantis, proteina, leite.

INTRODUCCION

La leche humana es considerada el mejor alimento para los recién nacidos. Sin embargo,
hay algunas situaciones en las que debe sustituirse o complementarse con férmulas
infantiles (Sabater, et al., 2016). Las formulas infantiles de inicio, destinadas a nifios
de hasta seis meses, estan normalmente formuladas en base a leche bovina descrema-
da adicionada de proteinas del lactosuero, lactosa, aceites vegetales, oligosacaridos,
vitaminas y minerales, en concentraciones disefiadas para imitar el perfil nutricional
de la leche materna. Las importantes diferencias composicionales entre las leches bo-
vina y materna hacen necesaria la suplementacion de la primera para la obtencion de
formulas infantiles con el perfil nutricional adecuado. La leche de vaca contiene una
concentracion de proteina total mayor que la leche humana, por lo que suele agregarse
lactosa, pero también presenta una menor relacion proteinas del lactosuero/caseinas que
hace necesaria la fortificacion con proteinas del lactosuero. Otra importante diferencia
composicional es la presencia de oligosacaridos, que en la leche humana representan el
tercer componente mayoritario, mientras que en la leche bovina se encuentra a nivel de
trazas (Kunz y Rudloff, 2008; Fenelon, et al., 2019). Los oligosacéridos permitidos en
la normativa europea vigente sobre formulas infantiles son los galacto - oligosacéridos
(GOS) y los fructo - oligosacéaridos (FOS) de cadena larga, o inulina con un grado de
polimerizacion superior a 10 (Boehm, 2013; Unién Europea, 2016).

Durante la producciéon de formulas infantiles, la aplicacion de tratamientos tér-
micos es una practica comun para asegurar la calidad microbiolégica y prolongar
la vida 1til del producto. La intensidad de los tratamientos es variable, pero los
mas severos pueden derivar en desnaturalizaciéon de las proteinas del lactosuero,
agregacion y, finalmente, pérdida de solubilidad. La estabilidad térmica reviste gran
importancia cuando concentrados lacteos o formulas infantiles son calentados antes
del secado spray (Huppertz, 2016).

Las proteinas del lactosuero se caracterizan por su solubilidad, propiedades tec-
no- funcionales (emulsionantes, espumantes, gelificantes, capacidad de retencion de
agua) y su excelente valor nutricional debido a una combinaciéon balanceada de ami-
noécidos esenciales y un alto score de digestibilidad (de Wit, 1998; Bouaouina, et al.,
2006). Sin embargo, las proteinas deben ser solubles, de lo contrario sus propiedades
funcionales se ven negativamente afectadas y su digestibilidad y biodisponibilidad
reducidas (Anandharamakrishnan, et al., 2008; Pellegrino, et al., 2013). La pérdida
de solubilidad durante el calentamiento depende de las condiciones del tratamiento
térmico (temperatura, tiempo y tipo de calentamiento) pero también del pH, fuerza
i6nica, concentracion proteica, presencia de otros componentes, entre otros (Packard
y Morris, 1984; de Wit y Klarenbeek, 1984; Anandharamakrishnan, et al., 2008).
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Dado que durante la produccion de formulas infantiles estan presentes compo-
nentes ausentes naturalmente en la leche bovina, y que la concentracion relativa de
proteinas del lactosuero/caseina y proteina total/lactosa esté alterada, resulta de
interés estudiar el efecto individual de cada uno de estos componentes en la pérdida
de solubilidad de las proteinas del lactosuero durante su calentamiento. Por lo tanto,
se propone como objetivo determinar los efectos de la composicion y el tratamiento
térmico en la pérdida de solubilidad proteica de sistemas modelo con WP, caseina,

lactosa y/o inulina.
MATERIALES Y METODOS
Materiales

Para la preparacion de los sistemas modelo se utilizaron como ingredientes: aislado
de proteinas del lactosuero (WPI, Provon®) 292, Glanbia Nutritionals Inc, Flitchburg,
USA), caseinato de calcio (Lactoprot, Kaltenkirchen, Alemania), lactosa (Variolac®
850, Arla, Viby J, Dinamarca) e inulina con polimerizacion promedio>10 (Orafiti®
GR, Beneo, Tienen, Bélgica). El contenido de proteina bruta (Nitrogeno total
x 6,38), determinado por el método de Kjeldahl (International Organization for
Standarization, 2014), fue 86,99% (m/m) en el WPI, 88,39% (m/m) en el caseinato
de calcio y 2,03% (m/m) en la lactosa.

Para la preparacion del reactivo de Bradford se utiliz6 Coomassie Azul Brillante
G250 (Merck, Burlington, Massachusetts, USA). Para la preparacion de soluciones
estandar se utilizo seroalbamina bovina (BSA; Merck, Burlington, Massachusetts,

USA) y el WP1 y caseinato de calcio con los que fueron preparados los sistemas modelo.
Preparacion de los sistemas modelo

Se prepararon dispersiones acuosas que contenian WPI solo y con el agregado de
caseinato de calcio, lactosa o inulina y todas sus combinaciones. Los célculos de las
concentraciones de los componentes individuales se realizaron de manera de obtener
25% (m/v) de solidos totales en una mezcla htimeda con la formulacion completa
(proteinas del lactosuero, caseinas, lactosa, inulina y aceite). El aceite fue excluido
de este estudio. La concentracion de los componentes individuales se calculé en base
al Reglamento Delegado (UE) 2016/127 (Union Europea, 2016). En todos los siste-
mas modelo se mantuvieron fijas las relaciones masicas 1:5 de proteina total:lactosa
y 60:40 de proteinas del lactosuero:caseina. La concentraciéon de inulina utilizada
corresponde al maximo nivel permitido de oligosacéridos totales en la normativa
europea (Unién Europea, 2016).

Considerando el nivel de proteina total de cada componente, los insumos pre-
viamente pesados (Tabla 1) se agregaron lentamente a aproximadamente 300 mL
de agua destilada a temperatura ambiente (aprox. 25 °C) en agitacién magnética.

El orden de agregado de los componentes fue el siguiente: WPI - Caseinato de
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calcio - Lactosa - Inulina. Una vez incorporados los componentes, se agregd agua

hasta un volumen final de 500 mL y se continu6 agitando durante 30 min.

TABLA 1.  Composiciéon de los sistemas modelo para ensayos

de solubilidad proteica.

Proteina Proteina Lactosa Inulina Solidos
Sistema modelo del lactosuero de caseina totales

,
(%, m/v)t (%, m/v)? m/v) (%, m/v)

(%, m/v)> (%,

WP 18 0,0 0,0 0,0 2,1

CAS 0,0 12 0,0 0,0 14

WP - CAS 1,8 1,2 0,0 0,0 3,4
WP-LAC 1,8 0,0 15,1 0,0 19,0

WP - INUL 1,8 0,0 0,0 1,5 3,6

WP - CAS-LAC 1,8 12 15,1 0,0 20,4
WP - CAS- INUL 1,8 12 0,0 1,5 49
WP -LAC-INUL 1,8 0,0 15,1 15 18,7
WP - CAS-LAC- INUL 1,8 1,2 15,1 1,5 20,1

)

1Corresponde al contenido de proteina en el ingrediente WPI agregado.
2Corresponde al contenido de proteina en el ingrediente caseinato de calcio agregado.

3Corresponde al contenido de la lactosa en el ingrediente lactosa agregado.
Tratamientos térmicos

Las muestras se dividieron en submuestras de 40 mL en tubos Falcon de 50 mL de
capacidad. Cada una de las submuestras se sometio a los siguientes tratamientos:
66 °C-30 min, 66 °C-60 min, 75 °C-30 min, 75 °C-60 min, 85 °C-30 min, 85 °C-60
min y sin tratamiento térmico (STT). El minimo tratamiento térmico (66 °C-30 min)
se selecciond por corresponder a la pasteurizacion en batch para productos lacteos
con un nivel de solidos totales superior a 18% (Food and Drug Administration, 2017).
Los tratamientos térmicos se realizaron en bafio de agua con agitacion (JP Selecta,
Barcelona, Espafia). Una vez cumplido el tiempo de calentamiento, las muestras
se enfriaron rdpidamente en baifio de hielo y se llevaron a camara de refrigeracion
(2°C) por 16 h.
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Solubilidad proteica

La solubilidad proteica en los sistemas modelo se determiné de acuerdo a la Ecuacion 1.

Contenido de proteina soluble

Solubilidad proteica (%,m/m)= x100 (Ec. 1)

Contenido de proteina total
Donde: el contenido de proteina total se calculé como la suma del contenido
de proteina total (determinada por Kjeldahl) de cada uno de los ingredientes pre-

sentes en el sistema y el contenido de proteina soluble se determiné por el método
de Bradford (1976).

Cuantificacién de proteina soluble

Para la cuantificacion de proteina soluble, cada sistema modelo se centrifugoé durante
20 min a 10.000 x g a temperatura ambiente (aprox. 25 °C) y se midi6 el contenido

de proteina en el sobrenadante por el método de Bradford (1976).
Preparacion de reactivo de Bradford

100 mg de Coomassie Azul Brillante G250 se diluyeron en 50 mL de etanol 95% (v/v)
y 100 mL de acido fosforico 85% (m/m), antes de llevar a un volumen final de

1000 mL con agua destilada. El reactivo se conservé al resguardo de la luz.
Procedimiento analitico

100 yL de una dilucién correspondiente del sobrenadante y 1000 uL de reactivo de
Bradford, previamente filtrado a través de papel Whatman N°1, se mezclaron en
un tubo Eppendorf y a los 10 min se midi6 la absorbancia a 595 nm (espectrofoto-
metro Shimadzu UV - 2550, Tokio, Japon). Para el calculo de la concentracion de
proteina soluble se utilizaron distintas curvas de calibraciéon segiin la composiciéon

proteica del sistema modelo.
Curvas de calibraciéon

Se prepararon soluciones estandar de BSA (0,35 pg uL1), WPI (0,36 pg pul-1), casei-
nato de calcio (0,31 pg uL') y WPI : caseinato de calcio en relacion 60:40 (0,15 pg
WPI uL- y 0,096 pg caseinato de calcio pL!), en agua destilada.

En tubos Eppendorf se agregaron volimenes de solucion patréon de entre 0 y
100 uL y el volumen de agua destilada correspondiente para completar 100 uL. En
cada tubo se agregd 1000 uL de reactivo de Bradford, se agit6 y se midi6 la absor-
bancia a 595 nm luego de 10 min de reposo. Cada punto de las curvas se determind
por triplicado. Se obtuvieron las cuatro curvas de calibracion (Asgs ., en funcion de

la masa de proteina expresada en pg), que se utilizaron para el calculo del contenido
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de protefna soluble. Las curvas de calibracion se obtuvieron por analisis de regre-

si6n lineal por minimos cuadrados utilizando el software Microsoft® Excel® 2013.
Analisis estadistico

Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) para comparar los resultados entre los
distintos sistemas o tratamientos. Se aplico el test de Tukey (P < 0,05) para detec-
tar diferencias significativas entre sistemas o tratamientos. Los anélisis de datos se
realizaron en el software Statgraphics Centurion XV (Addinsoft, New York, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION
Adaptacion del método de Bradford

El método de Bradford es una técnica rapida, sencilla, con alta sensibilidad y con
muy pocas interferencias para la cuantificacion de proteinas (Kamizake, et al., 2003),
hecho por el cual se selecciond para este estudio.

La seroalbtimina bovina (BSA) es comtinmente utilizada como estandar para la
construccion de las curvas de calibracion debido a que esté disponible en su forma
pura y su precio es accesible. Ademas, el hecho de ser ampliamente utilizada facilita
la comparacion con resultados con estudios previos. Sin embargo, la utilizacion de
BSA como estandar puede subestimar el contenido proteico debido a que presenta
una tincion inusualmente alta en el ensayo de Bradford. Por otro lado, la respuesta
del método a las distintas proteinas es muy variable (Kruger, 1994). Por lo tanto,
teniendo en cuenta que en este estudio la composicion proteica difiere entre los
distintos sistemas modelo, se decidio cuantificar la proteina soluble en cada sistema
utilizando una curva construida con una solucién de igual composiciéon proteica que
el sistema en cuestion. En la Figura 1 se presentan las curvas de calibracion obte-
nidas para cada solucion patréon. La curva de calibracion obtenida con la soluciéon
patrén de BSA obtuvo la mayor pendiente, mientras que para una concentracion
dada de proteina total la curva de WPI presenté una absorbancia mucho menor.
Por lo tanto, la utilizacion de una curva de BSA para todos los sistemas modelo

redundaria en una subestimacién del contenido de proteina.
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Figura 1. Curvas de calibracién para el método de Bradford obtenidas
con soluciones patron de seroalbtimina bovina (BSA), aislado de
proteinas del lactosuero (WPI), caseinato de calcio y WPI:caseinato

en relacion 1,5:1.

Efecto de la composicién en la pérdida
de solubilidad de los sistemas modelo

Los sistemas sin tratar térmicamente (STT) con mayor solubilidad proteica fueron
WP (89,3 +£2,0% m/m) y WP -INUL (89,6 + 1,8% m/m). Tanto el agregado de
caseinato como de lactosa provocaron una reduccién significativa de la solubilidad
(Figura 2). La lactosa se encuentra en una proporcién muy alta en los distintos
sistemas (Tabla 1). Por lo tanto, la pérdida de solubilidad puede explicarse por
una menor proporciéon de agua disponible para solubilizar las proteinas. El sistema
CAS present6 una solubilidad de 102,0 +9,3% m/m. Este resultado indica que la
reduccién de solubilidad obtenida en los sistemas que contenian caseina no se debe
a una menor solubilidad del caseinato. Posiblemente las caseinas interaccionen con

las proteinas presentes en el WP y formen agregados insolubles.

El sistema WP-CAS-LAC-INUL present6 la menor solubilidad (63,24+2,3% m/m).

Este sistema contiene los cuatro componentes y, por lo tanto, tiene el mayor nivel de

solidos totales y la menor cantidad de agua disponible para la solubilizacion proteica.
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Figura 2. Solubilidad proteica de los sistemas modelo sin tratar térmicamente.
Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre sistemas.

Efecto del tratamiento térmico en la pérdida
de solubilidad de los sistemas modelo

La solubilidad del sistema WP aument6 al tratarlo térmicamente a 66 °C. El tra-
tamiento a 75 °C -30 min redujo la solubilidad en un 39%, luego se observo una
disminucion paulatina con el incremento de la intensidad del tratamiento térmico
(Figura 3a). Las proteinas del lactosuero son proteinas globulares con altos niveles de
estructura secundaria y terciaria y son, por lo tanto, susceptibles a desnaturalizacion.
El mecanismo de desnaturalizacion de la B-lactoglobulina (proteina del lactosuero
mayoritaria) ha sido ampliamente estudiado. A temperaturas de aproximadamente
65 °C la B - lactoglobulina sufre desnaturalizacion reversible, pero a temperaturas
mayores a 70 °C comienza una serie de reacciones de agregaciéon que conducen a una
desnaturalizacion irreversible. Inicialmente las reacciones de agregacién involucran la
formacion de enlaces disulfuro intermoleculares, mientras que en una segunda etapa
también intervienen interacciones no covalentes, incluyendo enlaces hidrofébicos e
interacciones electrostaticas (Fox, et al., 2015).

El sistema WP - LAC present6 una pérdida de solubilidad mucho menor que
WP hasta el tratamiento a 75 °C -60 min (12% respecto a la solubilidad inicial)
y el descenso drastico se observo luego del tratamiento a 85 °C. Comparando el
comportamiento de los sistemas WP y WP - LAC se observa que, si bien la so-
lubilidad inicial del sistema WP - LAC es menor (debido al mayor contenido de
solidos), la presencia de lactosa reduce la pérdida de solubilidad de las proteinas
del lactosuero (Figura 3a). De hecho, luego de un tratamiento térmico a 75 °C
por 60 min el sistema WP present6 una solubilidad de 54,8% m/m mientras
que la correspondiente al sistema WP - LAC fue 61,9% m/m. Este resultado es
coincidente con reportes previos. Anema et al. (2006) determinaron que al au-
mentar la concentracion de lactosa, la velocidad de desnaturalizacion irreversible,

tanto de la B-lactoglobulina como de la o-lactalbiimina, disminuye. Los autores

ISSN 1688-6593 - INNOTEC 2020, No. 19 (23 - 36)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

31



RODRIGUEZ ARZUAGA, ANON, ABRAHAM
PERDIDA DE SOLUBILIDAD DE SISTEMAS MODELO DE AISLADO DE PROTEINAS... DOI: 10.26461/19.06

explicaron este efecto por la teoria de la hidratacién preferencial, de acuerdo a
la cual la presencia de aztcares en niveles altos favorece la autoasociacion de las
proteinas. Esta autoasociacion reduce el area superficial total y la energia libre
del sistema. La disociacion del dimero de 3 - lactoglobulina es el primer paso en
la desnaturalizacion irreversible, por lo tanto, estos autores indican que el efecto
estabilizador de la lactosa se debe a un cambio del equilibrio monémero - dimero,
lo que favorece la presencia de estos ultimos. Dissanayake et al. (2013) también
observaron que la adiciéon de lactosa aumenta la resistencia de las proteinas del
lactosuero a la desnaturalizacion durante la aplicacion de altas presiones hidrosta-
ticas. Los autores concluyeron que la lactosa favorece las interacciones intramole-
culares dentro de la estructura globular compacta de las moléculas proteicas, que
de esta forma presentan menor reactividad en ambientes acuosos. Por otro lado,
luego de calentamientos prolongados de proteinas y aztcares reductores, tales
como la lactosa, si las condiciones de pH y actividad acuosa para la reaccién de
Maillard estan dadas, los conjugados formados entre el grupo amino libre de la
proteina y el extremo reductor del aztcar pueden inducir la formacion de agregados
insolubles (Cardoso, et al., 2019). Sin embargo, en este estudio no se observaron
cambios de color durante el calentamiento de los sistemas modelo que contenian
lactosa, lo que indicaria presencia de compuestos formados en etapas avanzadas
de la reaccion de Maillard. Probablemente esto se deba a que la actividad acuosa
no era lo suficientemente baja como para propiciar la reaccion.

Por otro lado, la presencia de inulina no redujo la pérdida de solubilidad de las
proteinas del lactosuero. La solubilidad del sistema WP -INUL se mantuvo estable
hasta el tratamiento 75 °C-30 min que produjo una reduccion del 24,4%. A su vez,
el sistema WP - LAC-INUL present6 un comportamiento similar al de WP -LAC,
por lo que se puede concluir que el efecto protector de la lactosa se mantiene en
presencia de inulina (Figura 3a).

Para estudiar el efecto del agregado del caseinato fue necesario estudiar la solu-
bilidad y resistencia térmica de un sistema compuesto tinicamente por caseinato de
calcio (CAS). Como se observa en la Figura 4, este sistema mantuvo una solubilidad
cercana al 100% m/m que no vari6 significativamente al aplicar los distintos tra-
tamientos térmicos. Este resultado se explica por la alta resistencia térmica de las
caseinas, las cuales no son susceptibles a desnaturalizacion térmica. Se ha reportado
que el caseinato de sodio puede ser sometido a temperaturas superiores a 140 °C
por mas de 1 h sin que se observe ningin cambio fisicoquimico (Fox, et al., 2015).
Sin embargo, el agregado de CAS produjo cambios en la resistencia térmica de las
proteinas del lactosuero (Figura 3b). En los sistemas WP-CAS y WP-CAS-INUL
se observo un incremento de la solubilidad proteica al aumentar la intensidad del
tratamiento. Al comparar los resultados de WP-CAS y WP-CAS-INUL con sistemas
similares sin caseinato (WP y WP-INUL), se observa claramente que en presencia
de caseinato no hay una pérdida dréstica de la solubilidad luego del tratamiento
75 °C -30 min. Incluso luego de un tratamiento muy severo, como el de 85 °C -60
min, el sistema WP - CAS present6 una solubilidad del 93,2% m/m (52% maés alta
que la de WP luego del mismo tratamiento) y WP - CAS - INUL una solubilidad
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del 95,2% m/m (53% maés alta que la de WP - INUL luego del mismo tratamien-
t0). Cuando la § - lactoglobulina se desnaturaliza, su grupo reactivo sulfihidrilo se
expone y puede participar de reacciones de intercambio sulfihidrilo - disulfuro con
otras proteinas del lactosuero desnaturalizadas y con la x-caseina y/ la o,-caseina,
debido a que estas caseinas contienen residuos de cistina (Wijayanti, et al., 2019).
Por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio sugieren la existencia de una
asociacion preferencial entre las proteinas del lactosuero y las caseinas, lo que evi-
tarfa la formacion de grandes agregados entre proteinas del lactosuero e impide su
pérdida de solubilidad. Similarmente, otros autores han reportado que los agregados
formados en presencia de caseinas y proteinas del lactosuero son de menor tamafio
que aquellos formados por proteinas del lactosuero en ausencia de caseinas (Mounsey
y O’Kennedy, 2009; Kehoe y Foegeding, 2011; Gaspard, et al., 2017).

Por ultimo, en los sistemas con caseinato y lactosa (WP - CAS - LAC y
WP -CAS-LAC-INUL) la solubilidad se mantuvo constante (P > 0,05) hasta luego
del tratamiento 75 °C-60 min y present6 una reduccion al tratarlos a 85 °C (Figura 3b).
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Figura 3. Solubilidad proteica de los sistemas modelo con WP (a) y
WP - CAS (b) sin tratar térmicamente y tratados a 66, 75 y 85 °C

por 30 y 60 min.
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Letras distintas dentro de un mismo sistema indican diferencia significativa
(P < 0,05) entre tratamientos.
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Figura 4. Solubilidad proteica del sistema CAS sin tratar térmicamente
y tratado a 66, 75 y 85 °C por 30 y 60 min.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que las proteinas del lactosuero
presentan alta solubilidad en agua en sistemas sin tratar térmicamente y tratados
a 66 °C durante al menos 60 min. Sin embargo, esta solubilidad cae abruptamente
cuando el sistema es calentado a 75 °C por 30 min. La presencia de lactosa, a pe-
sar de disminuir la solubilidad inicial del sistema, redujo la pérdida de solubilidad
obtenida a 75 °C. A su vez, la presencia de caseina, en la proporcién encontrada en
formulas infantiles, impidi6 la pérdida de solubilidad, y se obtuvo un 100% m/m
de solubilidad en el sistema WP - CAS, incluso luego de un tratamiento a 75 °C
por 60 min (47% mayor que en el sistema sin caseina). Finalmente, la presencia de
inulina no afecto la solubilidad proteica en las condiciones estudiadas. Este estudio
provee informacién relevante sobre el rol de los principales ingredientes no grasos
de féormulas infantiles y de las condiciones del tratamiento térmico en la pérdida
de solubilidad de las proteinas del lactosuero. Futuros trabajos deberian centrarse
en investigar los cambios conformacionales que ocurren durante el tratamiento

térmico de los distintos sistemas modelo y que explican su pérdida de solubilidad.
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