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                             Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) 

 y su  impacto en la gelificación y espumado 

 
Resumen 
 

El objetivo de este trabajo fue estudiar mediante dispersión dinámica de luz (DLS) el 

autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP) en relación al pH, tipo de ácido y 

presencia de sales y su impacto en la gelificación y el espumado. A pH 7,0, las soluciones 

de CMP son estables con el tiempo y no gelifican aún bajo calentamiento. La forma 

predominante del CMP en estas condiciones es la monomérica. A pH < 4,5 ya sea a 

temperatura ambiente o por calentamiento, el CMP genera en el tiempo una estructura 

ordenada gelificada de características viscoelásticas, baja dureza y cohesividad. Dicha 

estructura es reversible a un cambio ulterior de pH pero no a la forma monomérica 

original. Se propuso un modelo de autoensamblaje y gelificación del CMP. El 

autoensamblaje del CMP y su gelificación están modulados por diferentes condiciones del 

medio: pH, temperatura, tipo de ácido y presencia de sales. El tipo de ácido y la presencia 

de sales impactan en la asociación del CMP por vía hidrofóbica, la cual constituye la 

primera etapa del autoensamblaje, conduciendo a dímeros (HCl), tetrámeros (ácido cítrico, 

ácido láctico, NaCl, CaCl2) o hexámeros (ácido acético). Estas formas asociadas del CMP 

son las que posteriormente interactúan a pH < 4,5 por via electrostática (segunda etapa del 

autoensamblaje) conduciendo en el tiempo a una estructura ordenada gelificada. Las 

propiedades de espumado del CMP también están relacionadas con su autoensamblaje y 

gelificación ya que la estabilidad de las espumas tanto al colapso como al drenado aumenta 

significativamente a pH < 4,5. 

 

 

 

 

 
 
 
 
Palabras claves: caseinomacropéptido, autoensamblaje, gelificación, espumado, péptidos 
lácteos. 
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Caseinmacropeptide (CMP) self-assembly 

and its impact on gelation and foam. 

 
 
Abstract 
 
The aim of this work was to study by dynamic light scattering (DLS) the self-assembly of 

caseinomacropeptide (CMP) as affected by pH, type of acid and salts as well as its effect 

on gelling and foaming. At pH 7.0, CMP solutions are stable over time and do not gel even 

under heating. The dominant form of CMP in these conditions is the monomer. At pH < 

4.5, at room temperature or upon heating, the CMP generates an ordered gelled structure 

with viscoelastic characteristics, low hardness and cohesiveness. This structure is 

reversible to a subsequent change of pH but not to the original monomeric form. CMP self-

assembly and gelation are modulated by different environmental conditions: pH, 

temperature, type of acid and presence of salts. A model to explain CMP self-assembly and 

the formation of a gel is proposed. The type of acid and the presence of salts have an 

impact on the association of CMP via hydrophobic interactions, which constitutes the first 

stage of self-assembly, leading to dimers (HCl), tetramers (citric acid, lactic acid, NaCl, 

CaCl2) or hexamers (acetic acid). These associated forms interact subsequently at pH < 4.5 

via electrostatic interactions (second stage of self-assembly) leading over time to a gelled 

structure. The foaming properties of CMP are also related to its self-assembly and gelation 

as the stability of foams both to drainaige or collapse were slightly increased at pH < 4.5. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: caseinmacropeptide, self-assembly, gelation, foam, milk peptides 
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El caseinomacropéptido (CMP) es un péptido que presenta valiosas propiedades bioactivas 

que lo hacen un ingrediente particularmente útil para aumentar la calidad de diversos 

productos alimenticios (Tolkach y Kulozik, 2005).  Originalmente, el estudio del CMP se 

enfocó en su detección, en especial para reconocer la falsificación de leche por el agregado 

de suero de queso (Thomä, Krause y Kulozik, 2006) o como seguimiento del proceso 

enzimático de la coagulación del queso (Coolbear, Elgar y Ayers, 1996). En la actualidad, 

la investigaciones se centran principalmente en sus propiedades bioactivas y en menor 

lugar en sus propiedades funcionales (Kreuß, Strixner y Kulozik, 2009b). 

 

1. Origen del caseinomacropéptido. 

 

El “suero de queso”, es un co–producto obtenido durante la elaboración del queso, proceso 

en la cual se agregan enzimas coagulantes a la leche, quimosina o pepsina, que catalizan la 

ruptura de un enlace específico de la -caseína (Phe 105-Met106). Debido a esta ruptura 

enzimática, la -caseína se rompe en dos porciones: el CMP que permanece soluble en el 

suero y la para--caseína que forma parte del coágulo. Por lo tanto, el CMP no se 

encuentra naturalmente en la leche ni el “suero ácido” que se obtiene después de la 

acidificación directa o indirecta de la leche para la preparación de caseína ácida y queso 

cottage.  

 

Se han descripto en la literatura muchos métodos para la obtención del CMP, en su 

mayoría patentados (Ayers, Coolbear, Elgar y Pritchard, 2003; Berrocal y Neeser, 1993; 

Etzel, 2001; Holst y Chatterton, 2002). Se puede obtener a partir de suero de quesería 

(aislado o concentrado) o directamente de la hidrólisis de -caseína por quimosina o 

pepsina.  Los primeros métodos de producción del CMP se basaron en la precipitación 

selectiva con etanol, ácido tricloro acético, calentamiento y precipitación por 

desnaturalización. Las técnicas más recientes utilizan ultrafiltración y resinas de 

intercambio iónico (Thöma-Worringer, Sørensen y López-Fandiño, 2006).  
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2. Estructura del caseinomacropéptido 

 

El CMP es en realidad un grupo heterogéneo de péptidos (El-Salam, El-Shibiny y 

Buchheim, 1996) de 64 aminoácidos que corresponden a la fracción C-terminal de la k-

caseína bovina (residuos 106-169) (Delfour, Jolles, Alais y Jolles, 1965). El CMP también 

es conocido como glicomacropéptido o caseinoglicomacropéptido debido al alto contenido 

de carbohidratos unidos a la cadena peptídica. Aproximadamente el 50-60% del CMP está 

glicosilado (Thomä et al., 2006). Es el tercer péptido/proteína en abundancia en el suero de 

queso después de la く-lactoglobulina (く-lg) y la α-lactalbúmina (α-la) (Thöma-Worringer 

et al., 2006) y constituye entre el 15% y el 25% de las proteínas del suero de queso.  

 

El CMP contiene las modificaciones post-translacionales de la κ-caseína de partida: 

fosforilación y glicosilación, y por consiguiente cantidades variables de carbohidratos y 

fósforo (El-Salam et al., 1996).  El CMP tiene dos variantes genéticas (A y B) (Daali, 

Cherkaoui y Veuthey, 2001; El-Salam et al., 1996; Mollé y Léonil, 2005) que difieren 

solamente en dos aminoácidos. Se considera que existen aproximadamente 20 formas 

moleculares del CMP (Mollé y Léonil, 2005).  

 

El CMP comercialmente disponible contiene una mezcla de las fracciones glicosiladas y no 

glicosiladas, la relación entre ambas fracciones dependerá tanto del procedimiento como de 

la fuente de obtención (Kreuß, Krause y Kulozik, 2008). En este trabajo se utilizará la 

nomenclatura de  Kreuß, Strixner y Kulozik (2009b) quienes nombran gCMP a las 

fracciones de caseinomacropéptido glicosiladas (y fosforiladas) y aCMP a las fracciones 

de caseinomacropéptido sin glicosilar (y fosforiladas). 

 

2.1 Composición aminoacídica.  

 

En este trabajo se utilizó CMP bovino, por ese motivo el texto se referirá a esta 

procedencia. La secuencia de aminoácidos del CMP fue reportada por primera vez por 

Mercier, Uro, Ribadeau-Dumas y Grosclaude (1972). En la Figura 1 se muestra la 

composición de aminoácidos de las dos variantes del CMP, A y B extraída de Brody 

(2000). Se conocen más de 11 variantes genéticas para la -caseína bovina (Farrell Jr., 
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Jimenez-Flores, Bleck, Brown, Butler, Creamer, Hicks, Hollar, Ng-Kwai-Hang y 

Swaisgood, 2004), pero son dos las variantes dominantes en el CMP, A y B (Thomä et al., 

2006). En la posición 136 la variante A posee treonina y la variante B isoleucina, mientras 

que en la posición 148, la variante A posee un residuo de aspártico y la variante B un 

residuo de alanina.  

 

 
Figura 1. Estructura primaria del CMP bovino de la variante A. Los aminoácidos entre paréntesis son los 

sitios correspondientes a diferencias en la variante B que se indican debajo de cada paréntesis. Los pequeños 

números en cursiva indican la secuencia de aminoácidos en base a la –caseína. Los sitios de glicosilación y 

fosforilación se señalan en negrita (Brody, 2000). 

 

El CMP no tiene aminoácidos aromáticos (Phe, Trp, Tyr) en su composición y por lo tanto 

no da señal a 280 nm, la longitud de onda común para la detección de proteínas (Brody, 

2000), pero puede ser detectado a 205-220 nm (El-Salam et al., 1996). Es bajo en 

metionina (solo contiene un residuo) y rico en aminoácidos de cadena ramificada (valina e 

isoleucina). El CMP también es pobre en otros aminoácidos esenciales (arginina, cisteína, 

histidina). Tiene muy alto contenido de treonina. 

 

2.2 Glicosilación y fosforilación. 

. 

Las formas glicosiladas del CMP bovino representan aproximadamente el 50 % del total 

(Mollé y Léonil, 2005). La cadena peptídica puede contener diferentes oligosacáridos, que 

incluyen al ácido N-acetilneuramínico o ácido siálico, NeuNAc (Figura 2); galactosa, Gal, 

y N-acetilgalactosamina, GalNAc, unidos covalentemente a los residuos de serina o 
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treonina del CMP (Fernando y Woonton, 2010). Se considera al CMP como fuente de 

ácido siálico en el suero de queso (Nakano y Ozimek, 1999). Algunos estudios consideran 

que no son sólo el péptido sino también los oligosacáridos unidos (especialmente el ácido 

siálico) los responsables de las propiedades biológicas del CMP (Dziuba y Minkiewicz, 

1996; Li y Mine, 2004; Manso y Lopez-Fandiño, 2004). 

 

  
Figura 2. Estructura del ácido siálico (Fernando y Woonton, 2010) 

 

A la fecha, se han identificado más de 50 carbohidratos derivados del ácido siálico, 

encontrándose en vertebrados, algunos invertebrados y microorganismos, incluyendo virus, 

bacterias y protozoos, pero también se han encontrado en plantas y protozoos (Spichtig, 

Michaud y Austin, 2010). El ácido siálico está involucrado en interacciones 

intermoleculares e intercelulares, en la diferenciación y proliferación celular incluyendo la 

carcinogénesis. Existen evidencias en animales, que indican que el ácido siálico exógeno 

influye en el crecimiento del cerebro y en la habilidad de aprender (Wang, Brand-Miller, 

McVeagh y Petocz, 2001). Las membranas de las neuronas contienen 20 veces más ácido 

siálico que otro tipo de membranas. Como los neurotransmisores tienen carga positiva, el 

ácido siálico de carga negativa asiste a la neurotransmisión facilitando la unión de las 

moléculas a la membrana sináptica (Wang et al., 2001). El CMP obtenido del calostro 

humano contiene cadenas de carbohidratos más complejas y variables que la leche; por 

ejemplo, el calostro contiene niveles de ácido siálico de aproximadamente 2000 mg/L, que 

disminuye a aproximadamente 200–300 mg/L después de la décima semana de lactación 

(Brand-Miller, Miller, McVeagh y Bull, 1994; Spichtig et al., 2010). La -caseína bovina 

está más glicosilada que la de otras especies como oveja, burro o cabra (Dziuba y 

Minkiewicz, 1996) sin embargo, la -caseína humana contiene tres veces más 
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carbohidratos que la -caseína bovina (Egito, Girardeta, Miclo, Mollè, Humberta y 

Gaillarda, 2001; Kim, Park, Oh, Kang, Kim y Lee, 2005). El grado de glicosilación se 

incrementa con infecciones como la mastitis (Dziuba y Minkiewicz, 1996). Las cadenas de 

oligosacáridos son las responsables de la estabilización de la micela de caseína, la mayor 

parte del ácido siálico está localizado en la  superficie de las micelas (Dziuba y 

Minkiewicz, 1996).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Cadenas de oligosacáridos identificadas en el CMP bovino donde Gal = galactosa, 

GalNAc = N-acetilgalactosamina y  NeuNAc = ácido siálico. Entre paréntesis figura la composición relativa 

de cada grupo glicosilado (Brody, 2000; Saito y Itoh, 1992). 

 

El CMP contiene todos los carbohidratos de la -caseína de origen (Tran, Daali, 

Cherkaoui, Taverna, Neeser y Veuthey, 2001). Se han identificado cinco diferentes 

cadenas de carbohidratos en el CMP bovino (Figura 3): un monosacárido que contiene 

GalNAc; un disacárido con GalNAc y Gal; dos trisacáridos  con GalNAc, Gal y NeuAc y 

un tetrasacárido formado por GalNac, Gal y dos residuos de NeuAc (Brody, 2000). 

Generalmente, el ácido siálico altamente cargado es el carbohidrato terminal (Kreuß et al., 

2009b). Se ha encontrado que el tetrasacárido es dominante en un 56%  en las cadenas de 

oligosacáridos del CMP (Figura 3). La glicosilación de la -caseína ocurre en una unión 

O-glicosídica a través de residuos de serina y treonina sin localización específica. Ha sido 

demostrado que son sitios de glicosilación T131 y T133 (Brody, 2000), T135 y T136 

(variante A) (Kanamori, Kawaguchi, Ibuki y Doi, 1980), S141 (Tran y col., 2001) y que 

T165  es un sitio de glicosilación menor (Pisano, Packer, Redmond, Williams y Gooley, 

1994).  

El principal sitio de fosforilación es Ser 149 (Brody, 2000; Dziuba y Minkiewicz, 1996) y 

el segundo más importante Ser 127 (Yuleivys, Escobar y Ponce, 2002). Según Talbo, 

Monosacárido GalNAc-O-R (0,8%),

Disacárido Gal →3 GalNAc-O-R (6,3%),

Trisacárido NeuAc →3 Gal →3 GalNAc-O-R (18,4%),

Trisacárido Gal 1 →3 (NeuAc →6) GalNAc-O-R (18,5%),

Tetrasacárido NeuAc 2 →3 Gal 1 →3 (NeuAc → 6)GalNAc-O-R (56%),
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Suckau, Malkoski y Reynolds  (2001) el residuo Ser 149 siempre está fosforilado. Mollé y 

Leonil (1995) reportaron la presencia de una forma disfosforilada del CMP que posee una 

sola cadena del tetrasacárido. La poca abundancia del CMP di o trifosforilado, indicaría 

que la multifosforilación inhibe drásticamente la capacidad de glicosilación de la -

caseína, posiblemente porque los sitios de glicosilación y fosforilación se encuentran 

situados en un corto segmento de apenas 20 aminoácidos dentro del CMP (Mollé y Léonil, 

1995). La glicosilación en las células mamarias tendría un mecanismo al azar (El-Salam et 

al., 1996). 

 

2.3 Estructura secundaria 

 

Ono, Yada, Yutani y Nakai, (1987) estudiaron la conformación de la molécula de CMP por 

dicroísmo circular y sugirieron que tiene una estructura muy poco organizada. 

Prácticamente no tiene estructura secundaria, es un péptido desordenado con pequeñas 

regiones -plegada (Loucheux-Lefebvre, Aubert y Jolles, 1978; Ono et al., 1987; Smith, 

Edwards, Palmano y Creamer, 2002). La estructura conformacional del CMP tipo “random 

coil” no es afectada por el grado de glicosilación de la cadena peptídica (Smith et al., 

2002). 

 

El CMP está considerado como un péptido íntrínsicamente desordenado, IDP por sus siglas 

en inglés (Kreuß et al., 2009b). Uversky (2011) describió en un reciente trabajo que 

mientras que las proteínas ordenadas “normales” son ricas en aminoácidos promotores del 

orden como Ile, Leu, Val, Trp, Tyr, Phe, Cys y Asn, las IDP son sustancialmente ricas en 

Ala, Arg, Gly, Gln, Ser, Glu, Lys y Pro. Las IDP, caracterizadas por una secuencia única 

de aminoácidos, tienen además baja hidrofobicidad y alta carga neta. Las investigaciones 

en las IDP son uno de los campos más dinámicos de la ciencia moderna de las proteínas 

(Uversky, 2011). 
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2.4 Peso molecular 

 

Las formas A y B del CMP no glicolisado tienen una masa molecular teórica de 6787 y 

6755 Da, respectivamente y el CMP altamente glicosilado de la variante A tiene una masa 

molecular de 9631 Da (Minkiewicz, Slangen, Lagerwerf, Haverkamp, Rollema y Visser, 

1996). La masa molecular promedio es aproximadamente 7500 Da (Mollé y Léonil, 2005). 

Experimentalmente se han determinado masas moleculares mayores. La masa molecular 

detectada por filtración en gel fue entre 20 y 50 kDa a pH 7 y entre 10 y 30 kDa a pH 3,5 

(Kawasaki, Kawakami, Tanimoto, Dosako, Tomizawa, Kotake y Nakajima, 1993; 

Minkiewicz et al., 1996; Xu, Sleigh, Hourigan y Johnson, 2000). Estos cambios 

dependientes del pH fueron atribuidos a la asociación del CMP en oligómeros a través de 

interacciones no covalentes a pH neutro y la disociación parcial de estos oligómeros a pH 

ácido (Kawasaki et al., 1993). Sin embargo, algunos autores no están de acuerdo con estos 

resultados. Benítez, Ponce y Noa (2001) hallaron un peso molecular experimental para el 

CMP de 10 kDa por filtración por gel de alta resolución (GFC-HPLC). Por electroforesis 

SDS-Page, se encontró que la banda mayoritaria obtenida para el CMP también presentó 

un peso molecular alto, entre 20 y 24 kDa (Kim et al., 2005; Morr y Seo, 1988; Nakano, 

Ikawa y Ozimek, 2007; Rojas, Valbuena, Torres, García, Piñero y Galindo, 2009). 

Mikkelsen, Frøkiær, Topp, Bonomi, Iametti, Picariello, Ferranti y Barkholt, (2005) 

sugirieron que el CMP se puede agregar como un tetrámero resistente a los cambios de pH. 

 

2.5 Punto isoeléctrico 

 

Las proteínas comúnmente son caracterizadas por su punto isoeléctrico (pI), que es el pH 

en el cual su carga neta es cero. El valor preciso del pI del CMP depende de la naturaleza y 

el contenido de cadenas de carbohidratos que presente y el grado de fosforilación (Lieske, 

Konrad y Kleinschmidt, 2004; Nakano y Ozimek, 2000). Kreuく, Strixner y Kulozik 

(2009b) han reportado que es 3,15 y 4,15 para gCMP y aCMP, respectivamente. El pI del 

CMP es menor al de otras proteínas del suero de queso. La α-la, la く-lg y la seroalbúmina 

bovina (BSA) son proteínas débilmente ácidas con un pI de 4,8, 5,3 y 5,1, respectivamente. 

Las inmunoglobulinas  (Ig) tienen un alto pI: la Ig1 tiene un pI de 5,5-6,8 y la Ig2 entre 7,7 

y 8,3 (Xu et al., 2000). El bajo pI del CMP también está relacionado con la alta cantidad de 
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aminoácidos ácidos en la cadena peptídica (6 Glu y 2 Asp) (Kreuß et al., 2009b) y las 

serinas fosforiladas (Nakano y Ozimek, 2000; Silva-Hernández, Nakano y Ozimek, 2002). 

La alta concentración de ácido siálico (con un valor de pKa de 2,2) es el responsable del 

menor pI del CMP (Kreuß et al., 2009b; Nakano y Ozimek, 2000; Silva-Hernández et al., 

2002).  

 

3. Importancia nutricional 

 

La fenilcetonuria es un desorden genético causado por la deficiencia de la fenilalanina 

hidroxilasa hepática que requiere de una dieta baja en fenilalanina durante toda la vida del 

fenilcetonúrico (van Spronsen y Enns, 2010). Aproximadamente 1 de cada  10000 niños 

nacidos en Argentina tienen ausencia o deficiencia de esta enzima (Asociación de 

Fenilcetonuria de Argentina (FENI)). Si la dieta de estos individuos no se modifica durante 

los primeros 20 días de vida, la Phe se acumula en la sangre y el cerebro, causando daño 

neurológico y retardo mental. Las dietas bajas en fenilalanina requieren de la restricción de 

las proteínas naturales y la suplementación con aminoácidos sintéticos. La composición 

única de aminoácidos del CMP permite que éste pueda ser incluido en dietas de 

fenilcetonúricos (Marshall, 1991; Ney, Hull, van Calcar, Liu y Etzel, 2008). La 

incorporación del CMP podría mejorar la textura, palatabilidad y flavour de los alimentos 

para fenilcetonúricos, donde la fuente proteica son aminoácidos sintéticos. Marshall (1991) 

fue precursor en la utilización del CMP en la formulación de diversos alimentos para 

fenilcetonúricos. Lim, van Calcar, Nelson, Gleason y Ney, (2007) diseñaron con éxito 

budines, galletitas tipo cracker y bebidas para fenilcetonúricos con CMP. Se han publicado 

diversos trabajos en los cuales se utilizó CMP en diversos productos para el manejo de la 

fenilcetonuria focalizados todos ellos en los niveles plasmáticos de fenilalanina en sangre, 

con buenos resultados (La Clair, Ney, Leod y Etzel, 2009; Ney et al., 2008).  

 

El CMP es bajo en metionina (solo contiene un residuo) y rico en aminoácidos de cadena 

ramificada (valina e isoleucina), por ello, se lo considera un ingrediente útil para el control 

de varias enfermedades hepáticas en las cuales los aminoácidos de cadena ramificada son 

utilizados como fuente energética (El-Salam et al., 1996). 
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El alto contenido de Thr puede causar hipertreonimenia en lactantes (Rigo, Boehm, 

Georgi, Jelinek, Nyambugabo, Sawatzki y Studzinski, 2001). Se recomienda la reducción 

del aminoácido treonina para disminuir la incidencia de hipertreoninemia, que se presenta 

en infantes alimentados con fórmulas lácteas elaboradas en base a suero de queso con 

CMP, porque podría afectar su desarrollo cerebral (Rigo et al., 2001). El contenido de 

treonina en la leche humana es similar al de la leche bovina pero el enriquecimiento de las 

fórmulas para lactantes con suero de leche, rico en CMP, puede aumentar el contenido de 

treonina en un 20%. 

 

4. Propiedades biológicas. 

 

Las propiedades biológicas del CMP han sido muy estudiadas en los últimos años (Brody, 

2000; Dziuba y Minkiewicz, 1996; El-Salam et al., 1996; Kawasaki et al., 1993; Thöma-

Worringer et al., 2006).  Entre ellas se encuentran la inhibición de infecciones bacterianas 

y virales, neutralización de endotoxinas, inhibición de las toxinas del cólera, inhibición del 

crecimiento de Escherichia coli (Isoda, Kawasaki, Tanimoto, Dosako y Idota, 1992; 

Nakajima, Tamura, Kobayashi-Hattori, Yoshida, Hara-Kudo, Ikedo, Sugita-Konishi y 

Hattori, 2005), Salmonella typhimurium (Otani y Monnai, 1993), Salmonella entediritis 

(Nakajima et al., 2005) y Shigella flexneri (Brück, Kelleher, Gibson, Graverholt y 

Lönnerdal, 2006), de la adhesión de las bacterias Streptococcus mutans (Janer, Díaz, 

Peláez y Requena, 2004),  S. Vangis y S. Sobrinus en la cavidad oral (causante de caries) y 

del virus de la influenza (Dosako, Kusano, Deya y Idota, 1992).  

 

Se conoce que el CMP cumple un efecto en la modulación de las hormonas de saciedad, 

especialmente colecistocinina (CCK) (Burton-Freeman, 2008; Requena, Daddaoua, 

Guadix, Zarzuelo, Suárez, Medina y Martínez-Augustin, 2009) además inhibe la secreción 

gástrica en terneros y ratas (Chung Chun Lam, Moughan, Awati y Morton, 2009). En 

humanos, su efecto en la saciedad no está aún demostrado (Chung Chun Lam et al., 2009; 

Gustafson, McMahon, Morrey y Nan, 2001; Keogh y Clifton, 2008; Veldhorst, 

Nieuwenhuizen, Hochstenbach-Waelen, Westerterp, Engelen, Brummer, Deutz y 

Westerterp-Plantenga, 2009). Sin embargo, estudios recientes mostraron que el CMP 
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puede inhibir la proliferación, diferenciación y acumulación de lípidos en preadipositos in 

vitro (Xu, Mao, Ren y Che, 2011) 

 

El CMP ha sido recientemente objeto de estudio por su efecto en la modulación de la 

composición de la placa dental bacteriana, la reducción de la disolución de hidroxiapatita 

(componente estructural de los dientes) (Nejad, Kanekanian y Tatham, 2009; Setarehnejad, 

2011) y la promoción de la remineralización (Aimutis, 2004).  

 

El CMP es promotor del crecimiento de prebióticos (Janer, Peláez y Requena, 2004) y 

Bifidobacteria (Idota, Kawakami y Nakajima, 1994) y tiene un efecto anti-inflamatorio 

indirecto en el intestino (Brück et al., 2006; Brück, Kelleher, Gibson, Nielsen, Chatterton y 

Lönnerdal, 2003; Daddaoua, Puerta, Zarzuelo, Suárez, Medina y Martínez-Augustin, 2005; 

Requena et al., 2009; Requena, González, López-Posadas, Abadía-Molina, Suárez, 

Zarzuelo, Medina y Martınez-Augustin, 2010).  

 

Está considerado como antitrombótico (Chabance, Jolles, Izquierdo, Mazoyer, Francoual y 

Drouet, 1995; Rutherfurd y Gill, 2000), como también algunos péptidos resultado de su 

digestión (Chabance et al., 1995).  

 

Estudios recientes en animales revelaron un efecto antihipertensivo del CMP hidrolizado 

(Miguel, Manso, López-Fandiño, Alonso y Salaices, 2007).  

 

Kelleher, Chatterton, Nielsen y Lönnerdal, (2003) hallaron que suplementando una 

fórmula para monos rhesus lactantes con CMP aumentó la absorción de Zinc, permitiendo 

una reducción de este mineral en la fórmula.  

 

Algunos estudios han considerado que no solo el péptido sino también los grupos 

glicosilados son responsables de las propiedades biológicas y funcionales del CMP (Li y 

Mine, 2004; Manso y Lopez-Fandiño, 2004). El ácido siálico es particularmente 

importante en la actividad biológica del CMP y en algunos casos su pérdida reduce la 

bioactividad (Daali et al., 2001). 
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Todas estas actividades biológicas demuestran que el CMP posee una amplia gama de 

posibilidades para utilizarlo en la formulación de diversos alimentos.  

 

5. Propiedades funcionales 

 

El CMP se encuentra hoy disponible comercialmente como un polvo blanco, similar a la 

leche en polvo, ideal para utilizarse como suplemento dietario (Ahmed y Ramaswamy, 

2003). Como ingrediente nuevo, se necesita estudiar en detalle como actúa en la matriz 

alimentaria y sus propiedades funcionales (Ahmed y Ramaswamy, 2003; Thöma-

Worringer et al., 2006). Sin embargo, se conoce poco de las propiedades funcionales del 

CMP (Kreuß, Krause y Kulozik, 2009a; Thöma-Worringer et al., 2006) y muchos 

resultados contradictorios se han reportado en la literatura. 

 

El CMP es altamente hidrofílico, muy soluble en agua aún a bajos pH, con una solubilidad 

mínima entre pH 1 y 5 (Chobet, Touati, Bertrandharb, Dalgalorrondo y Nicolas, 1989). Los 

resultados publicados por Moreno, López-Fandiño y Olano (2002) mostraron que la 

solubilidad se incrementa alrededor de pH 5. Según Kreuß et al. (2009b) la solubilidad de 

las dos fracciones (aCMP y gCMP) fue del 100% en el rango de pH entre 2 y 10. 

 

El CMP tiene buena capacidad emulsificante, con un máximo de actividad a pH alcalino y 

un mínimo a pH 4,5-5,5. Sin embargo, las emulsiones no son estables a las 24 hs de 

almacenamiento, particularmente a pH neutro y alcalino (Chobet et al., 1989). Moreno et 

al. (2002) encontraron resultados similares para el CMP ovino. Según Kreuß et al. (2009b) 

las propiedades emulsificantes del aCMP son superiores en comparación a las del gCMP 

en el rango de pH entre 2 y 10 indicando la influencia de las cadenas glicosiladas en la 

actividad superficial del CMP, ambas fracciones mostraron mejores propiedades 

emulsificantes a pH ácido. La diferencia entre las propiedades emulsificantes entre las dos 

fracciones es una combinación de efectos estéricos, hidrofílicos y electrostáticos 

adjudicados a la cadenas glicosiladas del CMP (Kreuß et al., 2009b).  
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Moreno et al. (2002) glicosilaron con lactosa al CMP de origen ovino a través de la 

reacción de Maillard, mejorando la actividad emulsificante pero sin afectar la solubilidad y 

la estabilidad al calor. 

 

Pocos y contradictorios datos existen en la literatura sobre la capacidad de gelificación del 

CMP. Burton y Skudder (1987) obtuvieron un gel con una solución de CMP a 9,3% (p/p) a 

pH 4,5 a 20 °C, pero no cuando la solución se calentó a 90 °C. Sin embargo, Marshall 

(1991) no reprodujo esos resultados. Ahmed y Ramaswamy (2003) concluyeron que una 

solución de CMP al 12,5% (p/p) gelifica a 80°C y pH 7. 

 

Estudios realizados con diferentes concentrados de suero comerciales (15% p/v, pH 7,0) 

revelaron que la presencia de CMP fue perjudicial en la fuerza de gel y la capacidad de 

retención de agua. El CMP no se incorporó a la red de proteínas y compitió con las otras 

proteínas del suero por el agua (Veith y Reynolds, 2004). Sin embargo, Martin-Diana, 

Peláez y Requena (2004) investigaron las propiedades reológicas de leche fermentada de 

cabra suplementada con CMP (pH 4,6): la adición de CMP incrementó la estabilidad, 

redujo el ángulo de fase y resultó en un gel más ordenado y estructurado comparado con 

geles hechos con concentrado de suero proteico. El CMP presumiblemente actuó como 

puente interconectando las micelas de caseína, acercando así las estructuras y favoreciendo 

el cross-linking interno. 

 

Ahmed y Ramaswamy (2003) estudiaron la influencia del tratamiento con alta presión 

durante 30 min a 20°C en las características reológicas de las dispersiones de CMP a 

12,5% (p/p) y pH neutro. La consistencia y la viscosidad aparente se incrementaron con 

presiones superiores a 300 MPa; sin embargo, decrecieron cuando la presión se incrementó 

a más de 400 MPa. Martin-Diana (2001), observó una viscosidad ligeramente superior para 

los aislados de CMP ovino y caprino en relación a CMP bovino en condiciones de pH 

neutro. Cuando se utilizó CMP en geles de fruta y carragenina como gelificante se mejoró 

la apariencia y la firmeza de los mismos a pH 4,5 (Marshall, 1991). 

 

Marshall (1991) estudió las propiedades espumantes de soluciones de CMP al 10% (p/p) a 

pH 6,0, las cuales resultaron tener una alta capacidad de espumado, pero poca estabilidad 
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comparada con espumas de clara de huevo. La espuma de CMP en sistemas reales como 

merengues no fue estable y presentó una baja densidad al cocinarse. Thomä y Kulozik 

(2004) mostraron que la capacidad de espumado del CMP es superior a la clara de huevo, 

el concentrado de suero de leche y la -lg. 

 

6. ¿Por qué estudiar el CMP? 

 

Por todo lo mencionado anteriormente, se resumen los motivos principales que sustentan el 

presente trabajo: 

 

i) Los conocimientos acerca de las propiedades fisicoquímicas y funcionales del 

CMP son pocos y contradictorios. 

 

ii)  Por sus importantes propiedades biológicas, el CMP constituye un ingrediente 

de interés para la elaboración de alimentos funcionales, 

 

iii)  Es una fuente proteica de interés en el tratamiento de la fenilcetonuria. 
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Objetivo general 

 

 Determinar las interacciones a nivel molecular del CMP en solución y su impacto 

en la formación de geles y espumas. 

 

Objetivos específicos 

 

 Evaluar el efecto del pH y el tipo de ácido utilizado en el autoensamblaje del CMP 

a temperatura ambiente. 

 

 Evaluar el efecto de la temperatura en el autoensamblaje del CMP. 

 

 Analizar el efecto de la presencia de sodio y calcio en el autoensamblaje del CMP. 

 

 Evaluar la dinámica de gelificación y las propiedades de los geles de CMP.  

 

 Analizar el impacto del autoensamblaje del CMP en sus propiedades de espumado. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Materiales y métodos 
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1. Materiales 

 

Se utilizaron dos productos comerciales de caseinomacropéptido (CMP).  

- BioPURE-GMP® es la marca comercial del CMP provisto por Davisco Foods 

International, Inc. (Le Sueur, Minnesota, USA).  

Su composición, según el proveedor fue (en base seca): 90,0 ± 3,0% (p/p) de CMP  

(N x 7,07), 0,6 ± 0,2% (p/p) de grasa, 6,3 ± 0,2% (p/p) de cenizas, 6,0 ± 0,2% (p/p) de 

humedad. El contenido de ácido siálico fue 7% (p/p) (Fernando y Woonton, 2010). 

- LACPRODAN® CGMP-10 es la marca comercial del CMP de Arla Foods Ingredients 

(Viby J., Dinamarca) que fue gentilmente donado para esta investigación. Su composición, 

según datos del proveedor fue (en base seca): 85 ± 2% (p/p) de proteínas (N x 6,38) siendo 

80 ± 5% (p/p) del total el correspondiente a CMP, máximo de lactosa 2% (p/p), máximo de 

grasa 0,5% (p/p), máximo de cenizas 6,5% (p/p) y máximo de humedad  5% (p/p). El 

contenido de ácido siálico fue 4,2% (p/p). 

 

En el texto se menciona al CMP provisto por Arla, CMP A, y al provisto por Davisco, 

CMP D. Cuando se nombra simplemente CMP se refiere al caseinomacropéptido provisto 

por Davisco.  

 

Los minerales fueron determinados mediante espectofotometría de absorción atómica 

previa calcinación en mufla a 500 ºC. La composición de minerales fue la siguiente 

(mg/100 g de muestra): 

CMP D: 950% Na; 125% K y 540% Ca. 

CMP A: 316% Na, 241% K y 978% Ca. 

 

El agua utilizada se obtuvo mediante una unidad Millipore (Milli–Q) y su resistividad fue 

18 mΩ⋅cm. Las soluciones de CMP fueron preparadas disolviendo la cantidad apropiada 

de polvo en agua Milli-Q ultrapura a temperatura ambiente y con agitación durante 30 

minutos y luego mantenidas en heladera (4 °C) por 24 hs previas a la realización de los 

ensayos.  
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El pH se ajustó entre 2,0 y 8,0 usando HCl o NaOH de alta normalidad para evitar 

dilución. El ajuste de pH con ácidos orgánicos (acético, láctico y cítrico) también se realizó 

con diluciones de alta concentración.  

 

Las soluciones de CMP con sales (NaCl o CaCl2) se prepararon agregando a la solución de 

CMP de pH original, la cantidad apropiada de sal sólida.  

 

Las concentraciones de las soluciones de CMP utilizadas en los ensayos de gelificación 

fueron 3,0, 5,0, 8,0, 10,0 y 12,0% (p/p). Para evitar el crecimiento bacteriano en estas 

soluciones se adicionó  0,02% (p/p) de  NaN3  a cada muestra. Las concentraciones de las 

soluciones de CMP utilizadas en los estudios de dispersión dinámica de luz láser 

estuvieron entre 1,0 y 8,0 % (p/p). En ellas no se adicionó azida sódica.  

 

2. Métodos 

 

2.1 Electroforesis 

 

Las proteínas del suero fueron analizadas por electroforesis SDS-PAGE usando una celda 

doble Mini-Protean II (Bio-Rad Laboratorios, Hercules, CA, USA) en condiciones 

disociantes (2% p/p de SDS) de acuerdo al procedimiento de Laemmli (1970). 

 

Las proteínas analizadas fueron: aislado proteico de suero de leche (WPI) de Arla Food 

Ingredients, Viby J., Dinamarca; concentrado proteico de suero lácteo enriquecido (88% en 

base seca) con -lactoglobulina (-la) de Arla Food Ingredients, Viby J., Dinamarca; -

lactoglobulina, -lg, (97,8% en base seca) de Davisco Food Internacional, Le Suer, MN, 

USA y CMP A y D. 

 

Las proteínas fueron diluidas en agua desionizada Milli-Q al 0,2% (p/p) y luego mezcladas 

con el buffer de muestra (1:4) en presencia de -mercaptoetanol como agente reductor a 

temperatura ambiente. El buffer de muestra fue el siguiente: 0,5 M de Tris–HCl (pH 6,8); 
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25% (v/v) de glicerol; 0,05% (p/v) de azul de bromofenol; 2% (p/v) de dodecil sulfato de 

sodio (SDS). 

 

Dos geles fueron preparados simultáneamente. El volumen de siembra fue 20 µl y se 

depositaron 40 µg de proteína por calle.  

 

El buffer de corrida fue 0,025 M de Tris–Base (pH 8,3); 0,192 M de glicina; 0,1% (p/v) de 

SDS. El gel separador fue 1,5 M de Tris–HCl (pH 8,8); 15% de acrilamida (30% p/v 

acrilamida; 0,8% p/v de bisacrilamida) y  0,1% p/v de SDS. El gel concentrador 0,5 M de 

Tris–HCl (pH 6,8); 4% de acrilamida (30% p/v acrilamida; 0,8% p/v de bisacrilamida); 

0,1% p/v de SDS. La polimerización de los geles se inició por el agregado de 10% (p/v) de 

persulfato de amonio y 0,5% (p/v) de N, N, N,´N´–tetrametil–etilén–diamida (TEMED). 

 

Las geles de acrilamida fueron teñidos con una solución 0,1% (p/p) de Azul Coomassie y 

desteñidos con una mezcla 8:1:1 de metanol:ácido acético glacial:agua de manera tal de 

visualizar las bandas de proteínas. 

 

Temperatura: ambiente. Voltaje: 200 V. Corriente: 500 mA La duración de este 

procedimiento fue aproximadamente 45 min.  

 

Los estándares de proteína de Bio-Rad fueron utilizados como marcadores: miosina 200 

kDa; く–galactosidasa 116 kDa; fosfolipasa B 97,1 kDa; sero albúmina bovina 66 kDa; 

ovoalbúmina 45 kDa; anhidrasa carbónica 31 kDa; inhibidor de tripsina 21,5 kDa; lisozima 

14,5 kDa y aprotinina 6,5 kDa.  

 

2.2 Análisis por RP-HPLC 

 

Los análisis de cromatografía líquida de alta resolución en fase reversa (RP-HPLC, siglas 

en inglés) fueron realizados con una concentración de proteína de 4 mg/mL usando una 

columna Hi-Pore RP-318 (250 x 4.6 mm de diámetro interno) (Waters, Milford, MA) en 

un sistema Waters 600 HPLC. El solvente A fue 0,37% (v/v) de ácido trifluoracético 

(Scharlau Chemie, Barcelona, España) en agua bi-destilada y el solvente B fue 0,27% (v/v) 
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ácido trifluoracético en acetonitrilo para HPLC (Lab-Scan, Gliwice, Polonia). Las 

condiciones cromatográficas fueron recomendadas por Quirós, Chicón, Recio y López-

Fandiño (2007). La detección fue a 220 nm y los datos fueron procesados usando el 

software Empower 2 (Waters). 

 

2.3 Medición del tamaño de partícula del CMP. 

 

La técnica de dispersión dinámica de luz (DLS, por sus siglas en inglés: dynamic light 

scattering) proporciona información cuantitativa sobre la asociación de las moléculas 

proteicas. La intensidad de dispersión de luz de una partícula es proporcional a su 

(diámetro)6. Por lo tanto, esta técnica es muy sensible a la aparición de formas asociadas o 

agregadas de las proteínas y a la presencia de impurezas, aún a bajas concentraciones. DLS 

también permite determinar las poblaciones existentes en una muestra con múltiples 

tamaños de partículas. 

 

Una de las ventajas más importantes de esta técnica es el hecho de que es un método no 

invasivo que permite monitorear el tamaño de partícula en tiempo real y por lo tanto se 

puede analizar cómo evoluciona una muestra ante diferentes efectos. Además se requiere 

un volumen muy pequeño de muestra. 

 

 

 

Figura 4. Equipo de dispersión dinámica de luz láser, Zetasizer Nano–Zs, Malvern Instruments. 
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El autoensamblaje del CMP fue determinado por DLS en un Zetasizer Nano-Zs, Malvern 

Instruments (Malvern, Inglaterra) que está provisto de un láser He-Ne (633 nm) y un 

correlador digital, modelo ZEN3600. Las mediciones se realizaron a un ángulo fijo de 

dispersión de 173º. Se realizaron mediciones de tamaño de partícula a temperatura 

ambiente y también durante la exposición de la muestra a una rampa de calentamiento 

dentro del equipo. La rampa de calentamiento constó de un aumento desde 25 hasta 85 °C 

en etapas de 5 °C y manteniendo la muestra durante 5 minutos a cada temperatura, durante 

ese tiempo se registraba el tamaño de partícula. El rango de medición del equipo es de 0,6 

nm a 6 m. Para las mediciones de tamaño de partícula a temperatura ambiente se 

utilizaron celdas de poliestireno descartables y celdas de vidrio para realizar en las 

muestras un tratamiento térmico. Las soluciones fueron filtradas a través de microfiltros 

Whatman International Ltd. (Maidstone, Inglaterra) de 0,45, 0,22 y 0,02 µm. Las 

mediciones de tamaño de partícula se informan como el promedio y la desviación estándar 

de al menos tres mediciones. La muestra se coloca en la celda dentro del compartimento 

que se observa abierto en la Figura 4. 

 

En DLS la muestra es iluminada con un haz de láser y la intensidad de la luz dispersada es 

registrada por un detector óptico. La intensidad de la luz dispersada por las partículas 

fluctúa a una velocidad que es dependiente del movimiento Browniano que es el 

movimiento aleatorio de las partículas en el solvente. Las partículas pequeñas se mueven 

rápidamente y las partículas grandes se mueven más lentamente. Cuanto mayor sea el 

tamaño de la partícula, menor será el movimiento Browniano y viceversa. Si se sigue este 

movimiento de las partículas a intervalos de tiempo cortos, puede obtenerse información 

de cuánto se ha movido y relacionarlo así con su tamaño y distribución.  

 

La función de correlación de intensidad, g2está dada por la Ecuación 1 (Alatorre-Meda, 

Taboada, Sabín, Krajewska, Varela y Rodríguez, 2009).: 

 

22 )(

)()(
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tItI
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                                                                                              (Ecuación 1) 
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I(t) es la intensidad de la luz dispersada por la muestra en el tiempo t y I(t+ τ) es la 

intensidad de la luz dispersada por la muestra en el tiempo t más el tiempo de correlación, 

τ, dado en s. 

 

g2está relacionada por la función de correlación g1 
)1)(()( 21   gg                                                                                           (Ecuación 2) 

 

Las partículas esféricas monodispersas muestran una exponencial simple en g1 
 

 2

)(1
Dqeg                                                                                                      (Ecuación 3) 

 

donde D es el coeficiente de difusión translacional de la partícula (m2 s-1) y q es la longitud 

del vector de dispersión (m-1) que está relacionado con el ángulo de dispersión  
 





2

sin
4 

n

q                                                                                                  (Ecuación 4) 

donde  es la longitud de onda usada en el vacío y n es el índice de refracción de la 

muestra. 

 

Para muestras polidispersas la función exponencial (Ecuación 3) debe ser reemplazada por 

las contribuciones de las diferentes poblaciones. Así, g1(queda expresada: 

 




  max

)()(1

mín

dGeg                                                                                        (Ecuación 5) 

 

Donde Γ (velocidad de decaimiento) es igual a Dq2 y G(Γ) es la función de distribución 

relacionada con la velocidad de decaimiento. Para obtener el valor de D de la Ecuación 5 

se utilizan paquetes de sofware como CONTIN y Cumulantes (Alatorre-Meda et al., 2009). 
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Finalmente, D se relaciona con el díametro hidrodinámico, d(H) de la partícula mediante la 

ecuación de Stokes-Einstein:  

 

 (Ecuación 6) 

 

donde, d(H): diámetro hidrodinámico (m); D: coeficiente de difusión translacional (m2 s-1); 

k: constante de Boltzmann (1,38 x 10-23 N m K-1); T: temperatura absoluta (K); : 

viscosidad del solvente (N s m-2). 

 

Las dos aproximaciones utilizadas para obtener el tamaño de partícula, CONTIN y 

Cumulantes, se ajustan para obtener diferentes parámetros de la medición.  

 

En primer lugar, el análisis de CONTIN ajusta una exponencial múltiple a la función de 

correlación para obtener los percentiles de distribución de los tamaños de partículas. Los 

mismos se informan en un gráfico de intensidad de luz relativa dispersada por las 

partículas en varios rangos de tamaños (distribución de tamaños por intensidad). La 

distribución por tamaños es un gráfico de la intensidad relativa de la luz dispersada por las 

partículas en función del tamaño de partículas y se conoce como “distribución de tamaños 

de partículas”. Aunque la distribución de tamaños es fundamentalmente generada en DLS 

por la intensidad, esta puede ser convertida, de acuerdo a la teoría de Mie (1908), en una 

“distribución por volumen”. En segundo lugar, el análisis de Cumulantes ajusta una 

exponencial simple a la función de correlación para obtener el tamaño de diámetro 

promedio (diámetro hidrodinámico promedio o z-average), el tamaño de una partícula que 

corresponde a la media de la distribución de intensidad y una estimación del ancho de la 

distribución (índice de polidispersidad) que es considerada como un indicador del grado de 

agregación. El valor del z-average es adecuado para obtener un simple valor con el 

propósito de comparación pero inadecuado para dar una completa descripción de los 

resultados para sistemas polidispersos.  

 

Un ejemplo muy utilizado (Malvern-Instruments) para comprender las diferencias entre las 

distribuciones de tamaños de partícula por intensidad, volumen y número es considerar una 

D

kT
Hd 3

)( 
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muestra comprendida por partículas esféricas de dos tamaños, 5 nm y 50 nm, presentes en 

igual cantidad.  

 

La Figura 5 A muestra la distribución por número de estas dos poblaciones de partículas, 

en la que se observan dos picos ubicados en 5 nm y 50 nm y en una relación 1:1. Cuando 

se analiza la distribución por volumen (Figura 5 B), la relación entre estas dos poblaciones 

es ahora 1:1000, debido a que el volumen de una esfera es 4/3π.(diámetro/2)3. Si se quisiera 

graficar una distribución por intensidad (Figura 5 C), la relación entre los dos picos sería 

de 1:1000000, porque la intensidad de dispersión es proporcional al diámetro6 a partir de la 

aproximación de Rayleighs. Es importante recordar que en DLS, la distribución de 

tamaños que se obtiene originalmente es en intensidad y que las distribuciones de volumen 

y número son obtenidas a partir de ésta, de aquí la importancia de que la lectura del tamaño 

de partícula se haga a partir de la distribución de tamaños por intensidad. La distribución 

de tamaños en volumen es analizada para obtener información de la proporción de cada 

pico de la muestra. La distribución en número no se analizará en este trabajo ya que 

arrastra muchos errores a partir de su cálculo y no aporta información extra. 

 

 
Figura 5. Distribución en número (A), volumen (B) e intensidad (C) de una muestra bimodal de partículas de 

5 y 50 nm presentes en igual cantidad. 
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2.4 Transición Sol-gel 

 

El tiempo para que ocurra  la transición sol-gel se determinó por el ensayo de la inclinación 

o “tilting test” modificado (Relkin, Meylheuc, Launay y Raynal, 1998). Tubos de 4 ml de 

capacidad conteniendo 2,0 g de solución de CMP se mantuvieron  a temperatura constante 

(desde 25 a 90 ºC). Los tubos fueron sellados para evitar la evaporación de agua. El tiempo 

de gelificación (ttil) se asumió como el tiempo donde no hubo deformación del menisco al 

inclinar el tubo. La velocidad de gelificación obtenida por este método se denominará Vtil y 

se calcula como 1/ttil. Los valores reportados fueron la media de al menos triplicados.  

 

2.5 Dinámica de gelificación y propiedades viscoelásticas de los geles 

 

La reología dinámica es una técnica que involucra pequeñas deformaciones por lo cual es 

de suma utilidad para el estudio de la transición sol-gel y para la caracterización del 

comportamiento viscoelástico de los geles en la “región lineal”, en la cual las amplitudes 

de deformaciones y esfuerzos son suficientemente bajos para asegurar la proporcionalidad 

deformación-esfuerzo (Baeza, 2003). 

 

Para una respuesta elástica ideal, el esfuerzo resultante estará en fase con la deformación 

aplicada; para un material viscoso ideal, la respuesta estará desfasada en 90º respecto a la 

deformación aplicada. 

 

En un experimento de reología dinámica oscilatoria, la relación entre la deformación y el 

esfuerzo está descripta por el módulo complejo: 

 

G* = G’ + i G’’                                                                                                   (Ecuación 7) 

 

donde G’ es el módulo de almacenamiento o elástico y G’’ el módulo de pérdida o viscoso. 

G’ da una idea de la energía almacenada en la red tridimensional, G’’  de la energía 

disipada por la muestra en forma de flujo. La tangente de pérdida, tan δ, es la relación 

entre el módulo viscoso y el elástico, G’’  / G’, e indica la viscoelasticidad relativa del 

material. El ángulo de desfasaje δ indica su carácter viscoelástico. 
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La viscosidad compleja,  está relacionada con la viscosidad de los componentes 

viscosos y elásticos, ’ y’’  como sigue: 

 

22 ´´)(´)(*                                                                                             (Ecuación 8)              

 

La parte real de la viscosidad compleja, ’ , se llama viscosidad dinámica y para un fluido 

Newtoniano corresponde a la viscosidad de corte.  

                                                                            

 
Figura 6. Reómetro de esfuerzo de corte controlado. 

 

Las mediciones se realizaron en un reómetro de esfuerzo de corte controlado Paar Physica 

(MCR 300) con sistema de platos paralelos con un gap de 1 mm (Graz, Austria) (Figura 

6). Inmediatamente ajustado el pH, se vertieron 700 l de solución de CMP en el plato del 

reómetro. La temperatura fue controlada por un sistema Peltier (Viscotherm VT2, Paar 

Physica). Se aplicó en la superficie expuesta parafina para evitar la evaporación de las 

muestras. La frecuencia fue de 1 Hz  y la deformación 0,01%, estas condiciones 

corresponden a la región viscoelasticidad lineal. Durante las mediciones se registró la 

evolución de G’, G’’  y la tangente del ángulo de pérdida, tan δ.  
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Las muestras fueron rápidamente calentadas desde 25ºC hasta alcanzar la temperatura de 

los ensayos (entre 40 y 90 ºC) en un minuto para simular un calentamiento isotérmico 

como en el ensayo del “tilting test” y se mantuvo ésta temperatura durante 30 minutos, 

tiempo suficiente para permitir que G’ alcance el equilibrio. Luego se enfrió el sistema a 

25 ºC en 10 min.  

Cuando la tan el material se comporta como sólido y cuando tan el material se 

comporta como líquido. La transición de una estructura viscosa (sol) a una viscoelástica 

(gel) durante el calentamiento es determinada por el punto de cruce entre G’’  y G’, 

momento en el cual el ángulo de desfasaje, δ, es de 45º y la tan δ es igual a 1. Luego de 

este punto de cruce o “punto gel” G’ asciende notoriamente y se observa el consecuente 

descenso de la tan δ. La velocidad de gelificación obtenida por este método se denominará 

como Vgel y se calcula como 1/tgel. 

 

Las propiedades viscoelásticas del gel formado se midieron en función de la frecuencia de 

oscilación entre 0,05 y 10 Hz a 25 ºC con la misma deformación, 0,01%. Los datos 

informados son la media de al menos duplicados.  

 

El grado de dependencia de G’ con la frecuencia puede ser expresado por medio de la 

constante n según la siguiente ecuación (Stading y Hermansson, 1990): 

 

log G’ =  n. log f + K                                                                                           (Ecuación 9) 

 

donde, G’ es el modulo elástico,  f  la frecuencia de oscilación y K una constante. 

 

La dependencia del módulo elástico con la frecuencia da información sobre el tipo de 

estructura que presenta el gel (Stading y Hermansson, 1990). 

 

2.6 Formación de geles 

 

La obtención de geles para su observación visual y evaluación de la textura se llevó a cabo 

a temperatura ambiente en recipientes herméticamente cerrados a 25 ºC o mediante 
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calentamiento en un baño seco (Thermolyne Dry Bath) a temperatura constante (40 - 70 

ºC). Las soluciones fueron gelificadas en envases de 2,8 cm de diámetro y 3,5 cm de altura, 

de material plástico para los geles formados a temperatura ambiente y vidrio para aquellos 

formados por calentamiento. Los geles de CMP al 5 - 20% (p/p) fueron obtenidos a 

diferentes valores de pH (entre 2,0 y 4,0) y almacenados bajo refrigeración al menos 24 

horas antes de su análisis. Es importante aclarar que los geles de CMP no pudieron ser 

desmoldados y las propiedades texturales fueron medidas directamente en el recipiente en 

el cual se prepararon. 

 

2.7 Textura de los geles 

 

Los métodos empíricos son importantes en la evaluación de características de geles 

alimentarios. Dentro de éstos se encuentran los ensayos de compresión y penetración, que 

permiten la obtención de parámetros tales como la dureza o firmeza de los geles. El 

análisis de perfil de textura (TPA) es un método objetivo que se correlaciona con el 

análisis sensorial adaptado por Bourne (1982) para ser realizado originalmente en la prensa 

Instron.  

 

El ensayo de TPA está basado en el reconocimiento de la textura como un atributo de 

múltiples parámetros. El mismo consiste en comprimir una pieza de alimento del tamaño 

de un bocado dos veces en un movimiento que imita la acción de la mandíbula y extraer de 

la curva resultante fuerza-tiempo un número de parámetros de textura. Se pueden distinguir 

parámetros primarios (por ejemplo dureza, fracturabilidad, cohesividad, elasticidad) y 

parámetros secundarios calculados a partir de los primarios (masticabilidad y gomosidad). 

 

A continuación se detallan los parámetros utilizados en el presente trabajo y su cálculo a 

partir de la curva fuerza-tiempo (Figura 7): 

 

1. Fracturabilidad (N): es la fuerza máxima antes de producirse una caída en la curva 

de fuerza y corresponde a F1. 

2. Dureza (N): es la fuerza máxima de compresión en la primera mordida y 

corresponde a P1. 
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3. Cohesividad (sin unidades): fuerza de los enlaces internos que componen al 

producto. Se calcula como la relación entre las áreas A2/A1. La cohesividad puede 

ser tomada como una medida de la velocidad con la que el material se desintegra 

bajo acción mecánica.  

4. Adhesividad (J): trabajo necesario para superar las fuerzas de atracción entre la 

superficie del alimento y la superficie de los otros materiales con los que el 

alimento entra en contacto. Es el valor del área A3. 

5. Elasticidad: corresponde a la relación d1/d2. 

 

 

 
 

 

Figura 7. Esquema de un típico perfil de textura con un ciclo de compresión de dos mordidas. Extraído de 

Mehmet Ak y Gunasekaran (2003). 
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Figura 8. Texturómetro. 

 

Los ensayos de perfil de textura (TPA) se realizaron sobre muestras cilíndricas de geles en 

un texturómetro TA-XT2i de Stable Micro Systems (Figura 8). Para la compresión de los 

geles se utilizó una punta de prueba cilíndrica de ebonita de ½ pulgadas de diámetro 

(P/05). Se comprimió la superficie de los geles un 20% de su altura original, a una 

velocidad de deformación de 0,5 mm min-1. Este porcentaje de compresión fue 

determinado de modo de obtener repetitividad en los ensayos. El software del equipo 

(Textura Expert Exceed) permitió obtener a partir de las curvas de fuerza en función del 

tiempo los diferentes parámetros texturales. Los ensayos se hicieron por cuadruplicado.  

 

2.8 Propiedades de espumado.  

 

2.8.1 Formación  de espuma. 

 

Las espumas se formaron por agitación de 20 ml de solución de CMP al 3,0 y 4,0% (p/p) 

durante 3 minutos tiempo suficiente para obtener el máximo volumen de espuma, a 

temperatura ambiente (20 – 25º C) en una probeta graduada de 3,5 cm de diámetro. Se usó 
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un agitador de tres palas Griffin & George a 2500 rpm. Las propiedades de espumado se 

estudiaron sin trasvasar la espuma. Este método posee la ventaja que puede ser aplicado a 

sistemas de alta concentración proteica.  

 

2.8.2 Capacidad espumante. 

 

La capacidad espumante, CE (%), fue calculada como:  

 

CE (%) = (VE-VSN)/ VSN . 100                                                                       (Ecuación 10) 

 

Donde: VE es el volumen de espuma obtenido (tomado como el total del volumen de la 

dispersión) y VSN es el volumen de la solución a partir del cual se produjo la espuma (20 

ml).  

 

Los ensayos se hicieron por duplicado o triplicado resultando en un error menor al 15%. 

 

2.8.3 Estabilidad de las espumas. 

 

Una vez espumada la muestra, se registró el descenso de la altura de la espuma en la 

probeta graduada y simultáneamente el drenado de líquido, en la base de la probeta, a 

temperatura ambiente. 

 

Se evaluó el tiempo necesario para que drenen 15 ml de líquido, como una medida de la 

velocidad de drenado, y se denominó tiempo de drenado. 

 

Se evaluaron dos parámetros para describir el colapso de las espumas (disminución de la 

altura de las espumas): a) el tiempo requerido para que la espuma comience a colapsar, 

tiempo lag y b) el tiempo requerido para que colapsen 50 ml de la espuma, llamado tiempo 

de colapso.  

 

 Los datos reportados fueron el promedio de duplicados. El error fue menor al 15%. 
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2.9 Análisis estadístico 

 

Se utilizó el paquete estadístico SPSS (version 15.0; IBM, Inc., Chicago, IL, USA) para 

Windows. Los datos fueron analizados a través de un análisis de varianza (ANOVA). Las 

diferencias fueron determinadas por la prueba de Tukey para P < 0,05. 
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Capítulo I 

 

Estudio del autoensamblaje del CMP  

por dispersión dinámica de luz  
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Se describen aquí algunos conceptos que ayudarán a la lectura de esta tesis: 

 

Autoensamblaje (o “self assembly”): es una organización (asociación) espontánea y 

reversible de moléculas por medio de interacciones no covalentes, es decir, puente 

hidrógeno, hidrofóbicas, van der Waals, electrostáticas que organiza las moléculas en 

estructuras ordenadas a múltiples escalas. Algunos ejemplos de este tipo de asociación son 

la formación de micelas, de cristales de lípidos y de monocapas.  

 

Asociación: son cambios a nivel molecular caracterizados por uniones débiles entre sitios 

específicos de unión, por ejemplo formación de monómeros, dímeros. 

 

Agregación: es el término general que describe diferentes tipos de interacciones proteína–

proteína promovidas por factores externos como temperatura que puede involucrar uniones 

covalentes y puede entonces ser irreversible. 
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Introducción al Capítulo I: 

 

Las proteínas y los péptidos, son propensos al autoensamblaje en medio acuoso como 

resultado de la formación de uniones físicas débiles, característica que varía marcadamente 

con las condiciones del medio, como la acidez, la adición de iones divalentes o sustancias 

de bajo peso molecular, temperatura, tratamientos con alta presión o fermentación 

(Semenova, 2007). El autoensamblaje está recibiendo una considerable atención de varias 

disciplinas, como la química, la física, la medicina, la biología, la ciencia de materiales y la 

ciencia de los alimentos (van der Linden y Venema, 2007).  En el área médica, se están 

desarrollando péptidos anfifílicos que se autoensamblan en una variedad de 

nanoestructuras. Los péptidos anfifílicos son una clase de moléculas que combinan las 

características estructurales de los surfactantes anfifílicos con las funciones de los péptidos 

bioactivos que se autoensamblan en una variedad de nanoestructuras. Un tipo específico de 

péptidos anfifílicos son conocidos por autoensamblarse en nanoestructuras 

unidimensionales bajo condiciones fisiológicas, predominantemente nanofibras con 

estructura cilíndrica. Las nanoestructuras resultantes podrían ser altamente bioactivas y son 

de gran interés en muchas aplicaciones biomédicas, que incluyen la ingeniería de tejidos, la 

medicina regenerativa y el “delivery” de drogas (Cui, Webber y Stupp, 2010). 

 

El mecanismo que conduce a la asociación de cadenas polipeptídicas en estructuras 

proteicas tridimensionales es el punto de partida para comprender las interacciones 

proteína–proteína en gran escala. En la cadena polipeptídica de la mayoría de las proteínas 

existen porciones que están organizadas en una estructura definida, y forman cadenas tipo 

hélices, cadenas tipo láminas o cadenas curvas. Estas porciones constituyen la estructura 

secundaria de las proteínas y son el resultado de interacciones entre aminoácidos 

específicos. Las proteínas también se caracterizan por una configuración tridimensional 

única que se define como su estructura terciaria. Si se asocian estructuras terciarias 

independientes, la proteína tendrá una estructura cuaternaria (Milena, 2005).  

 

A diferencia de las proteínas, los péptidos normalmente tienen muy baja organización 

secundaria e inexistente estructura terciaria y/o cuaternaria. Los péptidos, en general, 

tienen una conformación al azar en solución. En cambio, las proteínas mantienen su 
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conformación mediante un equilibrio de fuerzas hidrofóbicas, uniones hidrógeno, fuerzas 

van der Waals e interacciones electrostáticas (que pueden ser atractivas o repulsivas). 

Además, la estructura terciaria y cuaternaria de una proteína puede estar estabilizada por la 

presencia de uniones covalentes entre aminoácidos, por ejemplo, uniones por puente 

disulfuro o uniones lisina-alanina (Milena, 2005). 

 

La estructura de una proteína es dinámica, y el equilibrio entre las fuerzas estabilizantes de 

la estructura tridimensional puede cambiar por variaciones en las condiciones ambientales 

como temperatura, calidad del solvente, pH y presión. Durante el procesamiento o 

cambiando las condiciones del medio, las fuerzas que estabilizan a las proteínas pueden 

debilitarse, permitiendo el desplegamiento o la desnaturalización proteica y exponiendo 

aminoácidos reactivos antes ocultos en el interior de la estructura proteica. Los 

aminoácidos cargados de la cadena polipeptídica interactúan unos con otros causando 

atracción o repulsión de las cadenas laterales. Al cambiar el pH del medio, ocurre una 

redistribución de cargas en la cadena polipeptídica. Las interacciones electrostáticas no 

actúan sólo localmente entre grupos específicos estabilizando la estructura terciaria de una 

proteína, sino también interactúan entre diferentes proteínas. La proteína tiene carga neta a 

un pH lejos del punto isoeléctrico de la proteína (el pH en la cual su carga neta es nula). La 

carga neta de la proteína causa atracción o repulsión electrostática.  

 

A una distancia corta, las proteínas pueden interactuar mediante fuerzas de van der Waals. 

Estas fuerzas, inversamente proporcionales a la distancia entre moléculas, son fuerzas 

atractivas débiles entre dipolos transientes.  

 

Otra fuerza que es importante en la interacción de moléculas proteicas es la unión puente 

hidrógeno. Las uniones hidrógeno están formadas por dipolos, por ejemplo los grupos 

amino y carboxilo de una proteína.  

 

Las interacciones hidrofóbicas juegan un rol fundamental en las interacciones proteína–

proteína y la presencia de aminoácidos no polares es considerada una característica muy 

importante en la determinación del potencial de una proteína como ingrediente 

“funcional”, ya que está relacionada con su potencial como agente espumante o gelificante. 
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Uniones proteína–proteína pueden también formarse por medio de interacciones covalentes 

entre aminoácidos de diferentes proteínas. La formación de uniones disulfuro entre las 

gluteninas del trigo es fundamental para determinar la fuerza de la masa de pan (Li y Lee, 

2000).  

 

La presencia de aminoácidos cargados puede causar una coordinación específica con iones. 

Algunas proteínas son estabilizadas por puentes de sales específicos. Por ejemplo, la 

rigidez de la estructura tridimensional de la α–la es aumentada por los puentes de Ca+2 

(Kuwajima, Harushima y Sugai, 1986). En ausencia de Ca2+, esta proteína tiene una 

estructura relajada con una baja temperatura de desnaturalización (Milena, 2005). 

 

Existen numerosas técnicas para evaluar la presencia de interacciones proteína–proteína en 

solución. Entre ellas se pueden mencionar: cromatografía, espectroscopía, microscopía, 

calorimetría diferencial de barrido, técnicas de dispersión de luz, etc. Muchas de estas 

técnicas han avanzado en precisión y calidad de resultados. Entre ellas se encuentran las 

técnicas de dispersión de luz que brindan gran cantidad de información para evaluar y 

caracterizar dichas interacciones. Las técnicas de dispersión dinámica de luz láser (DLS, 

por sus siglas en inglés: dynamic light scattering) son utilizadas para determinar el peso 

molecular, el radio hidrodinámico y la cinética de asociación/autoensamblaje de 

biopolímeros. Estas técnicas se caracterizan por ser más rápidas, no invasivas y directas 

(Jachimska, Wasilewska y Adamczyk, 2008), permitiendo trabajar con concentraciones de 

proteína muy altas (la concentración típica es de 5% p/p) (Kaszuba, Connah y Mattison, 

2004.). 

 

En los años recientes, DLS ha sido usada para estudiar el grado de asociación/agregación 

de proteínas en solución, por ejemplo, de -lactoglobulina (Baeza, Gugliotta y Pilosof, 

2001; Elofsson, Dejmek y Paulsson, 1996; Harnsilawat, Pongsawatmanit y McClements, 

2006; Sharma, Haque y Wilson, 1996), -lactoalbúmina (McGuffey, Otterb, van Zantenc y 

Foegeding, 2007), caseínas (Eliot y Dickinson, 2003; Mehalebi, Nicolai y Durand, 2008; 

Vauthey, Santoso, Gong, Watson y Zhang, 2002), de mezclas de lisozima y -caseína 

(Pan, Yu, Yao y Shao, 2007), caseinato de sodio y sacarosa (Dickinson y Matia Merino, 
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2002), caseinato de sodio y surfactante aniónico-CITREM (Semenova, Belyakova, 

Polikarpov, Stankovic, Antipova y Anokhina, 2007). Por otro lado, la técnica de DLS ha 

sido utilizada con éxito para entender la asociación entre proteínas relacionadas con 

enfermedades neurodegenerativas como el Alzeheimer, el Huntington y el Parkinson, entre 

otras (Rubin, San Miguel, Bommarius y Behrens, 2010). También ha sido utilizada para 

estudiar las micelas formadas por moléculas de surfactantes, obteniendo información con 

respecto a la forma, el tamaño, y peso molecular (Gracia, S., González-Pérez, Nimo y 

Rodríguez, 2004). Sin embargo, no hay estudios en la bibliografía sobre la 

asociación/agregación del CMP. 

 

Objetivo del Capítulo I: 

 

El objetivo del presente capítulo fue analizar el autoensamblaje pH-dependiente del CMP. 

Se estudiará el efecto de la temperatura, la acidificación con ácidos orgánicos (láctico, 

cítrico y acético) y la presencia de sales (NaCl y CaCl2). 
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I.1 Caracterización del CMP. 

 

I.1.1 Perfil electroforético. 

 

Los perfiles electroforéticos en SDS-PAGE, de los CMP D y A así como de otras proteínas 

del suero de queso se muestran en la Figura I.1. 

 

 
 

Figura I.1. Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) del CMP D y CMP A.  Se incluyen los perfiles de aislado 

de proteínas de suero, WPI; -lactoglobulina, -lg y -lactoalbúmina, -la. 

 

 

El perfil electroforético del aislado de proteínas de suero, WPI, en condiciones reductoras 

(2-Mercaptoetanol) presentó numerosas bandas, siendo las proteínas presentes en mayor 

proporción: -lg (18,3 kDa) y -la (14,2 kDa). En la misma figura se pueden observar 

además los perfiles de aislados de -lg y -la respectivamente. En el perfil electroforético 

del aislado de -la es posible observar la presencia de importantes cantidades de -lg.  
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Las bandas CMP D y CMP A mostraron una banda mayor de forma irregular cuya 

movilidad fue superior a la anhidrasa carbónica (31 kDa) y correspondió a una masa 

molecular entre  23 y 28 kDa (Egito, Girardeta, Miclo, Mollè, Humberta y Gaillarda, 2001; 

Nakano, Ikawa y Ozimek, 2007; Nakano y Ozimek, 2000; Silva-Hernández, Nakano y 

Ozimek, 2002; Silva-Hernández, Nakano, Verdalet-Guzmán y Ozimek, 2004). En ambos 

CMP (D y A) también se observó una banda menor débilmente teñida localizada entre la 

aprotinina (6,5 kDa) y la lisozima (14,5 kDa). Esta banda correspondería a la forma 

monomérica del CMP. Nakano et al. (2007) también hallaron esta banda menor débilmente 

teñida por Azul Coomassie en la electroforesis de CMP. El CMP A mostró además la 

presencia de otras proteínas del suero (-la y -lg), reflejando una menor pureza en 

comparación con el CMP D.  

 

La amplitud e irregularidad de la banda mayor se atribuye a la variación en el grado de 

glicosilación del CMP (Nakano y Ozimek, 2000; Silva-Hernández et al., 2002). Nakano et 

al. (2007) analizaron  el contenido de ácido siálico de cada fracción proteica obtenida en 

una electroforesis SDS–PAGE del CMP D. Encontraron que el ácido siálico está presente 

mayoritariamente en la banda mayor e irregular del perfil electroforético aunque también 

en una región con menor movilidad que no se tiñó con Azul Coomassie, por encima de la 

banda mayoritaria. Además, en el mismo trabajo los autores mostraron que sólo una 

pequeña cantidad de ácido siálico fue detectado en las áreas donde se observó la mayoría 

de las bandas teñidas con Azul Coomassie en la electroforesis del CMP en acetato de 

celulosa. Por el contrario, la mayor parte del ácido siálico del CMP (cerca de un 70 %) se 

encontró en la región correspondiente a la banda más débilmente teñida con Azul 

Coomassie, que presentó la mayor movilidad. Esto se atribuye a que el CMP glicosilado 

negativamente cargado con ácido siálico y grupos fosfatos tiene baja afinidad con el 

colorante Azul Coomassie (Doultani, Turhan y Etzel, 2003; Hernández Ledesma, 2002; 

Nakano et al., 2007; Nakano y Ozimek, 2000; Tek, Turhan y Etzel, 2005).  

 

Considerando que la masa molecular de la forma más glicosilada del gCMP es 

aproximadamente 11 kDa (Kreuß, Strixner y Kulozik, 2009) y la de aCMP es 

aproximadamente 7 kDa, la banda irregular entre 23 y 28 kDa de la Figura I.1 podría 
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consistir en formas asociadas por ejemplo: tetrámeros de aCMP o dímeros de gCMP, 

probablemente formados durante la ruptura enzimática de la -caseína o bien en la 

purificación del CMP. Sin embargo, estas formas asociadas estarían presentes junto a las 

formas monoméricas del CMP. Silva-Hernández et al. (2002) mostraron, mediante técnicas 

electroforéticas, que la mayoría del CMP proveniente de leche de cabra contiene al menos 

dos componentes separados, uno que no se disocia y otro que se disocia en presencia de 

SDS, pero que el último es el componente menor. Sin embargo, es posible que la forma 

disociada del CMP descripta por Silva-Hernández et al. (2002) y observada en la Figura 

I.1 no sea el componente menor. Las aparentes formas asociadas del CMP también pueden 

adjudicarse a la baja afinidad entre el SDS y el CMP (Galindo-Amaya, Valbuena-

Colmenares y Rojas-Villarroel, 2006), que conferiría menor carga negativa al péptido. Las 

lipoproteínas, que llevan unidos lípidos y las glicoproteínas, presentan un comportamiento 

anómalo en SDS-PAGE (Bagger, Hoffmann, Fuglsang y Westh, 2007; Gavilanes, 1996). 

Las cargas propias de las proteínas quedan enmascaradas o anuladas debido al SDS. Como 

cada molécula de SDS proporciona una carga negativa (grupo SO4
-), los complejos 

proteína/SDS se cargan negativamente de modo uniforme. La parte no proteica, que puede 

constituir una fracción importante de la masa total, no se une al SDS y puede impedir el 

acceso de las micelas de SDS a las cadenas proteicas. Así, las glicoproteínas unen menos 

SDS que la mayoría de las proteínas. Esto hace que la relación carga/tamaño de estos 

complejos sea menor, y también su movilidad relativa, con lo que se comportan como si 

tuvieran una masa molecular mayor (Gavilanes, 1996). Kim, Park, Oh, Kang, Kim y Lee 

(2005) obtuvieron CMP humano recombinante por cultivo de Saccharomyces cerevisiae y 

compararon sus resultados con CMP bovino (Sigma). Estos autores encontraron que la 

deglicosilación del CMP bovino produjo una mayor movilidad y una menor tinción de la 

banda (tinción con nitrato de plata) en SDS-PAGE. Pero cuando hicieron el mismo 

tratamiento de deglicosilación al CMP recombinante no encontraron diferencias entre las 

bandas electroforéticas, demostrando el menor grado de glicosilación del CMP 

recombinante con respecto al CMP bovino. 
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Figura I.2. Perfiles cromatográficos obtenidos mediante RP-HPLC de A) CMP D que incluye una 

ampliación de los picos obtenidos y B) -lg (Davisco Foods Internacional). gCMPAB (variantes genéticas A y 

B del CMP glicosilado), aCMPA (variante genética A del CMP sin glicosilar), aCMPB (variante genética B 

del CMP sin glicosilar).  
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I.1.2 Perfil cromatográfico. 

 

La Figura I.2 A muestra el cromatograma del CMP D obtenido por RP-HPLC. Los 

resultados obtenidos fueron similares a los reportados en la bibliografía por numerosos 

autores (Coolbear, Elgar y Ayers, 1996; Minkiewicz, Slangen, Lagerwerf, Haverkamp, 

Rollema y Visser, 1996; Mollé y Léonil, 1995; 2005; Taylor y Woonton, 2009; Thomä, 

Krause y Kulozik, 2006). Las formas glicosiladas del CMP de las variantes genéticas A y 

B fueron las primeras que eluyeron. Se obtuvieron a continuación dos picos mejor 

resueltos correspondientes a las formas monoméricas sin glicosilar de las variantes 

genéticas A y B del CMP (aCMPA y aCMPB). El cromatograma muestra que el CMP 

analizado contiene tanto la fracción sin glicosilar como la glicosilada. Según lo reportado 

por Mollé y Léonil, (2005) aproximadamente el 50% del CMP está glicosilado. 

 

A modo de comparación se muestra en la Figura I.2 B el cromatograma correspondiente a 

un aislado de -lg (Davisco Food International), donde se resolvieron los picos 

pertenecientes a la -lg junto a aquellos correspondientes a la -la. Es importante señalar 

aquí la pureza de la muestra de CMP D, ya que no se observaron los picos de estas 

proteínas mayoritarias del suero de queso, -la y -lg. Estos resultados indican que todas 

las bandas del perfil electroforético del CMP D de la Figura I.1 correspondieron a 

diferentes isoformas del CMP. 

 

I.2 Efecto del pH en el autoensamblaje del CMP. 

 

I.2.1  Caracterización a pH  6,5. 

 

El pH del CMP D en solución acuosa fue 6,5. En la Figura I.3 A se muestra la distribución 

de tamaños de partículas por intensidad obtenida por Dispersión Dinámica de Luz (DLS) 

de soluciones de CMP D al 5% (p/p) a este pH, la cual presentó tres poblaciones. El 

diámetro hidrodinámico, d(H), del primer pico se encontró entre 1 y 5 nm con un valor 

máximo a 2,5 nm. Se observaron además otros picos con d(H) alrededor de 15 y 100 nm. 
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Figura I.3. Distribuciones de tamaños de partículas por (A) intensidad y (B) volumen a pH 6,5 

para soluciones de CMP D (■) y CMP A (○) al 5% (p/p). Se incluye la solución de く-lg () al 5% (p/p) a 

modo de comparación. Temperatura: 25 ºC.  
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Sin embargo estos últimos fueron despreciables cuantitativamente como puede apreciarse 

en el gráfico de la distribución por volumen (Figura I.3 B). Por lo tanto, el primer pico de 

la distribución de tamaños de partícula por intensidad de la Figura I.3 A fue la población 

predominante. Es importante señalar que en esta técnica la intensidad de la luz dispersada 

es proporcional al diámetro de la partícula elevado a la potencia sexta por la aproximación 

de Rayleighs (Malvern-Instruments) por lo cual las partículas de mayores tamaños 

producirán una intensidad de luz muy significativa aún estando presentes en una 

proporción muy baja. 

 

El software del Zetasizer Nano-Zs permite estimar el d(H) que tendría una proteína 

globular de masa molecular conocida. La estimación del d(H) para la forma monomérica 

del CMP (aproximadamente 7,5 kDa) arrojó un valor de 2,6 nm. Esta estimación debe ser 

tratada con precaución porque el CMP no es una proteína globular (Smith, Edwards, 

Palmano y Creamer, 2002). Dado que el pico predominante de la distribución de tamaños 

de partículas por intensidad para el CMP D se encontró en 2,5 nm se infiere que a pH 6,5 

el CMP D se encuentra predominantemente en la forma monomérica, sin embargo, el 

ancho de este primer pico (1 a 5 nm) sugiere la presencia de otras estructuras asociadas 

como dímeros, trímeros y tetrámeros. 

 

Los resultados obtenidos de la distribución de tamaño de partícula a pH 6,5 coincidieron 

con los resultados electroforéticos ya que estos indicaron la presencia de dos formas 

predominantes en el CMP: una monomérica y otra asociada (de máximo cuatro unidades 

de CMP), todas ellas incluidas en el pico de menor tamaño. La electroforesis PAGE reveló, 

en forma opuesta a los estudios de DLS, que la forma asociada fue la predominante. Puede 

decirse entonces que, la concentración real de CMP monomérico glicosilado sería mucho 

mayor que la aparente observada en el perfil electroforético debido a la poca afinidad del 

CMP con el colorante Azul Coomassie y/o el SDS. En la Figura I.3 A  también se muestra 

la distribución de tamaños de partículas por intensidad de la solución de CMP A que 

presentó tres poblaciones. El d(H) del pico predominante fue de 3,5 nm, indicando que la 

forma monomérica del péptido (d(H) = 2,6 nm) no prevaleció. Se encontraron otros picos 

de tamaños de 10 y 200 nm pero fueron despreciables en cantidad como lo muestra el 

gráfico de distribución de tamaño de partícula por volumen (Figura I.3 B). Esta 
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distribución de tamaños de partícula por intensidad tan diferente para las soluciones de 

CMP de distinta procedencia se debería a la presencia de otras proteínas del suero, 

principalmente -lg, en el CMP A como se mostró en la Figura I.1. Martinez, Carrera 

Sánchez, Rodríguez Patino y Pilosof (2009) estudiaron sistemas mixtos CMP:-lg por 

DLS, calorimetría diferencial de barrido (DSC, siglas en inglés), fluorometría y 

electroforesis PAGE nativa con el objeto de analizar las posibles interacciones entre el 

CMP y la -lg en fase acuosa y pH neutro. Los resultados obtenidos por DLS para sistemas 

mixtos mostraron una distribución de intensidad monomodal similar a la distribución de -

lg  donde el pico predominante no incluyó a la forma monomérica del CMP. Los estudios 

por DSC de las mezclas indicaron la formación de complejos CMP/-lg debido a 

interacciones electrostáticas y/o uniones puente hidrógeno (Martinez et al., 2009). Así, la 

ausencia de formas monoméricas en el CMP A podría ser atribuida a la formación de 

complejos entre CMP y -lg.  

 

I.2.1.1 Efecto de la concentración del CMP  a pH 6,5. 

 

La Figura I.4 A muestra las distribuciones de tamaños de partícula por intensidad a 

temperatura ambiente de soluciones de CMP D a diferentes concentraciones (1, 3, 5 y 8% 

p/p) a pH 6,5. Las distribuciones fueron bimodales para las concentraciones 1 y 3% (p/p) y 

trimodales para 5 y 8% (p/p). La concentración de CMP influyó muy levemente en la 

posición del primer pico predominante, que se encontró entre 1 y 5 nm. De los gráficos de 

distribución por volumen (Figura I.4 B) se deduce que solamente el primer pico de 

intensidad fue el predominante. La intensidad de los picos de tamaños mayores a 30 nm 

aumentó con la concentración (Figura I.4 A), sin embargo, estas formas más asociadas 

fueron despreciables cuantitativamente como se observa en las distribuciones de tamaño 

por volumen de la Figura I.4 B. En esta Figura se observa un desplazamiento del pico de 

la distribución por volumen hacia tamaños superiores con el aumento de la concentración 

de CMP, sugiriendo la presencia de una mayor proporción de formas asociadas (dímeros, 

trímeros y tetrámeros).  
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Figura I.4. Distribuciones de tamaños de partículas por intensidad (A) y por volumen (B) a pH 6,5 y 25 ºC 

para soluciones de CMP D a diferentes concentraciones: 1 (); 3 (○); 5 (□) y 8% (p/p) ().  
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Figura I.5. Dependencia del diámetro hidrodinámico promedio, Z-average, con la concentración de CMP D 

a 25 ºC. Las barras representan el desvío estándar. 

 

Mediante el análisis de Cumulantes se evaluó el d(H) promedio o Z-average para cada 

concentración del péptido (Figura I.5). A valores de concentración superiores a 3% (p/p) 

de CMP el valor del Z-average aumentó con la aparición de las poblaciones de mayor 

grado de asociación (superiores a 100 nm) aún cuando en cantidad son marginales. La 

tendencia a la asociación con la concentración fue observada también para la lg por 

Martinez (2010) por dispersión dinámica de luz. 
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Figura I.6. Distribuciones de tamaños de partículas por intensidad de soluciones de CMP D (■) y CMP A (○) 

al 5% (p/p) inmediatamente después de ajustar el pH a diferentes valores con HCl. Temperatura: 25 ºC. 
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Figura I.7. Distribuciones de tamaños de partículas por volumen de soluciones de CMP D (■)  y CMP A (○)  

al 5% (p/p) inmediatamente después de ajustar el pH a diferentes valores con HCl. Temperatura: 25 ºC. 
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I.2.2  Caracterización a pH < 6,5. 

 

El pH tiene mucha influencia sobre la carga neta superficial del CMP (Kreuß et al., 2009) 

lo cual impacta sobre la interacción entre las moléculas de CMP. En las Figura I.6 y I.7 se 

muestra el efecto del pH en la distribución de tamaño de partícula por intensidad y por 

volumen respectivamente de las soluciones de CMP inmediatamente después de ajustar el 

pH a diferentes valores. Así, con la disminución del pH desde 6,5 a 3, el d(H) del pico 

predominante de la distribución de tamaño por intensidad de las soluciones de CMP se 

desplazó hacia valores mayores, desde 2,5 nm a 6,6 nm para el CMP D  y desde 3,6 a 7,5 

nm para el CMP A. Los picos correspondientes a las formas más asociadas (100-150 nm) 

fueron despreciables en cantidad para ambos CMP como puede verse en las distribuciones 

por volumen de la Figura I.7 lo cual indica que, la mayoría de las partículas tuvieron un 

d(H) menor a 10 nm. No hubo diferencias significativas en las distribuciones de intensidad 

y volumen de las soluciones de CMP D al disminuir ulteriormente el pH desde 3,0 hasta 

2,0 siendo el valor máximo del pico predominante de 6,5 nm (datos no mostrados). Debido 

a la dificultad que presentó en el filtrado, la muestra de CMP A no pudo analizarse por 

DLS a pH menores a 3,5.  

 

En la Figura I.8 se encuentra ampliado, el pico predominante de la Figura I.6 para el 

CMP D con el objeto de analizar con mayor detalle los estados de asociación 

predominantes. Se puede visualizar el desplazamiento del pico predominante hacia 

tamaños superiores al disminuir el pH, evidenciando que se incrementaron las formas 

asociadas del CMP. Los pesos moleculares de estas formas asociadas fueron estimados 

mediante el software del Zetasizer Nano–Zs. En la Figura I.9 A se muestra el valor de 

d(H) máximo del pico predominante y las formas asociadas del CMP que le 

correspondieron de acuerdo al peso molecular estimado por el software del equipo. Se 

observó un comportamiento similar a una concentración de 3 y 5% (p/p) de CMP D. El 

valor máximo de d(H) del pico predominante por encima de pH 6,0 fue 2,5 nm, 

correspondiente a la forma monomérica del CMP. Al disminuir el pH se incrementaron las 

formas asociadas. Se observó que a pH inferior a 4,0, predominaron las formas más 

asociadas del CMP, con un d(H) entre 6 y 7 nm. 

 



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP)  y su  impacto en la gelificación y espumado 

 

 
 69

1 10
0

5

10

15

20

pH 6,5

pH 5,5

pH 4,0

pH 3,5

pH 4,5

pH 5,0

d(H) (nm)

In
te

n
si

d
ad

 (
%

)

 
 

Figura I.8. Ampliación del pico predominante de la Figura I.6  para los siguientes valores de pH:  

(○) 3,5; (∆) 4,0; (□) 4,5; () 5,0; (◊) 5,5 y (●) 6,5. Temperatura 25 °C. El pH fue ajustado con HCl. 

 

Para las soluciones de CMP A al 5% (p/p) (Figura I.9 B) también se observó que el valor 

máximo de d(H) del pico predominante se incrementó desde 3,6 nm hasta 8 nm al 

disminuir el pH pero debido a la presencia de otras proteínas contaminantes no se realizó la 

estimación de la masa molecular. 
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Figura I.9. Valor máximo del d(H) del pico predominante (de las distribuciones de intensidad de la  

Figura 1.6 a 25 ºC) inmediatamente después de ajustar el pH con HCl. 

A) CMP D a las siguientes concentraciones: 3% (p/p) (□) y 5% (p/p) (∆). Se indica el estado de asociación 

predominante estimado mediante el software del Zetasizer Nano-Zs.  

 B) CMP A al 5% (p/p). Las barras de error representan el desvío estándar (n = 3). 
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I.2.2.1  Efecto del tipo de ácido. 

 

El tipo de acidulante empleado podría afectar la formación de las estructuras asociadas de 

CMP. Por este motivo se analizaron las soluciones al 5% (p/p) de CMP D en las cuales el 

pH se disminuyó desde 6,5 (pH original del CMP) hasta 3,5 con diferentes ácidos 

orgánicos: acético, láctico y cítrico. El análisis por DLS se realizó inmediatamente después 

de ajustar el pH. 

 

Las soluciones presentaron distribuciones de tamaños de partículas por intensidad (Figura 

I.10) y volumen (Figura I.11) semejantes entre ellos y al HCl. De los resultados se puede 

concluir que el grado de asociación del CMP apenas ajustado el pH no es afectado por el 

ácido utilizado.  

 

I.3 Evolución del autoensamblaje del CMP en el tiempo.  

 

En las soluciones de CMP a pH menor a 4,5 ocurrió un cambio en la distribución de 

tamaños de partícula con el tiempo a temperatura ambiente; mientras que en aquellas cuyo 

pH fue 4,5 o superior no se observaron cambios. A pH menor a 4,5, con el tiempo, 

disminuyó la intensidad del primer y predominante pico y simultáneamente aumentó la 

intensidad de los picos correspondientes a las formas asociadas de tamaño superior a 200 

nm. En otras palabras, el CMP a valores de pH menores de 4,5 mostró una progresión de 

su autoensamblaje con el tiempo. Como ejemplo del proceso de autoensamblaje, se 

muestra la evolución en el tiempo de las distribuciones de tamaños de partícula por 

intensidad de las soluciones de CMP D y CMP A a pH 3,5 en las Figuras I.12 A y I.13 A 

respectivamente. Se observa que el pico predominante disminuyó su intensidad con el 

tiempo, apareciendo picos a mayores d(H). Estas formas asociadas de mayor tamaño 

formadas fueron sin embargo despreciables como se muestra en las distribuciones de 

tamaños de partículas por volumen (Figuras I.12 B y I.13 B). El pico de la distribución de 

tamaños por volumen se desplazó ligeramente hacia tamaños mayores. Estos resultados 

muestran la gran sensibilidad de la técnica de DLS para detectar la aparición de formas 

asociadas.  
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Figura I.10 Distribuciones de tamaños de partículas por intensidad de soluciones al 5% (p/p) de CMP D 

inmediatamente después de ajustar el pH con diferentes ácidos: 

Láctico (), acético (), cítrico () y HCl (■). Temperatura 25 ºC. 
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Figura I.11. Distribuciones de tamaños de partículas por volumen de soluciones al 5% (p/p) de CMP D 

inmediatamente después de ajustar el pH con diferentes ácidos:  

Láctico (), acético (), cítrico () y HCl (■). Temperatura 25 ºC. 
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Figura I.12. Distribuciones de tamaños  de partículas por intensidad (A) y volumen (B) de soluciones  de 

CMP D al 5% (p/p) a pH 3,5 en el tiempo (minutos): () 0, () 20, () 30, () 60 y (◊) 1β0.  

El pH fue ajustado con HCl. Temperatura 25°C. 
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Figura I.13. Distribuciones de tamaños de partículas  por intensidad (A) y volumen (B) de soluciones  de 

CMP A al 5% (p/p) a pH 3,5 en el tiempo (minutos): () 0, () 20, () 30, () 60 y (◊) 1β0. 

El pH fue ajustado con HCl. Temperatura 25°C. 
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Como se mostró previamente, inmediatamente después de ajustar el pH  (t = 0), el 

diámetro hidrodinámico promedio (Z-average) varió entre 5,4 y 17 nm para el CMP D y 

entre 14 y 21 nm para el CMP A (Figura I.14 A y B). El Z-average del CMP A fue mayor 

que el CMP D debido a la presencia de otras proteínas contaminantes (ver electroforesis de 

la Figura I.1). Las soluciones de ambos CMP mostraron un evidente incremento del Z-

average con el paso del tiempo para pH < 4,5 indicando el progreso del autoensamblaje. 

Sin embargo, para el CMP A el incremento del d(H) promedio con el tiempo fue menor, 

posiblemente por la presencia de く-lg. Por ejemplo, a pH 3,5 a los 60 minutos de ajustado 

el pH, el Z-average para CMP A fue 40 nm mientras que para CMP D fue 2000 nm. El 

CMP D no mostró ninguna transición térmica a pH 3,5 y 7,0 (Martinez et al., 2009), 

posiblemente debido a su conformación tipo “random coil” y la ausencia de uniones 

disulfuro. La estructura del CMP por dicroismo circular se mostró muy poco organizada 

(Ono, Yada, Yutani y Nakai, 1987). Wang (2007) reportó que a pH 3,5 el CMP se agrega  

debido a la aparición de picos exotérmicos en estudios por microcalorimetría. Esto 

coincidió con los resultados obtenidos por DLS, mostrando que el autoensamblaje del 

CMP solo es posible a pH menores a 4,5. 
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Figura I.14. Z-average en función del pH a distintos tiempos (minutos) luego de ajustado el pH con HCl: 

(□) 0, (○) β0, () 40 y () 60 para soluciones al 5% (p/p) de CMP D (A) y  CMP A (B). 

Temperatura 25°C. Las barras de error representan la desviación estándar (n=3). 
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Inmediatamente después de ajustar el pH con los ácidos orgánicos cítrico, láctico y acético 

(Figura I.15, t=0), el valor máximo del Z-average del CMP D se obtuvo a pH 6, 

correspondiendo a los siguientes valores: 10,7 nm el ácido acético, 10,4 nm para el ácido 

láctico y 15,1 nm para el ácido cítrico. Las formas asociadas entre 20 – 100 nm (Figura 

I.10) contribuyeron en las diferencias observadas en el valor del Z-average. El valor 

mínimo para el Z-average de las soluciones de CMP se obtuvo para pH 4,5 

inmediatamente después de ajustar el pH con cualquier tipo de ácido (HCl u orgánico). Las 

soluciones de CMP acidificadas con los ácidos orgánicos (cítrico, láctico y acético) 

también incrementaron su Z-average con el tiempo a pH < 4,5 (Figura I.15). Sin embargo, 

el Z-average al cabo de 60 min presentó el siguiente orden: cítrico > láctico > acético. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.15. Z-average en función del pH y el tiempo (minutos) luego de ajustado el pH: 

(■) 0, () 20, (○) 40, (x) 60 para soluciones de CMP D al 5% (p/p). 

El pH fue ajustado con los siguientes ácidos: A) acético B) láctico y C) cítrico. 

Las barras de error representan el desvío estándar (n = 3). Temperatura 25 °C. 
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Para cuantificar el efecto del pH en la velocidad de autoensamblaje del CMP se graficó el 

log de Z-average en función del tiempo para soluciones de CMP D acidificadas con HCl 

(Figura I.16). La pendiente de las rectas obtenidas es una medida de la velocidad de 

autoensamblaje, k. Los coeficientes de correlación lineal, R2, variaron entre 0,928 y 0,986. 

En la Figura I.17 están graficados estos valores de k en función del pH, y se puede 

observar que k fue máxima para pH 2,5-3,0. A pH 2,0 la velocidad de autoensamblaje 

disminuyó nuevamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.16. Representación gráfica de log (Z-average) en función del tiempo para soluciones de CMP D al 

5% (p/p). El pH fue ajustado con HCl.  El valor de la pendiente, k, y el coeficiente de regresión lineal, R2, 

están detallados y provienen de duplicados o triplicados. 
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Figura I.17. Efecto del pH en la velocidad de autoensamblaje (k) obtenidas de la Figura I.16.  

El pH fue ajustado con HCl. 

 

A fin de evaluar el efecto de la dilución en la velocidad de autoensamblaje del CMP se 

realizó el siguiente experimento: una solución al 5% (p/p) de CMP D se ajustó a pH 3,0 

con HCl y 30 minutos después, se diluyó 1:2 o 1:5 (según ensayo) con agua también a pH 

3,0. Durante los 30 min previos a la dilución, se observó que el pico predominante en la 

distribución de tamaños de partícula disminuyó su intensidad al transcurrir el tiempo y 

simultáneamente aumentó la intensidad de los picos de mayores tamaños (no mostrado), 

evidenciándose en un aumento del Z-average. Después de la dilución, el proceso continuó 

pero más lentamente. Se evaluaron las velocidades de autoensamblaje, k, antes y después 

de la dilución (Figura I.18). Cuando la solución se diluyó a la mitad (Figura I.18 A), el 

valor de k disminuyó aproximadamente en la misma proporción (desde 0,039  a  0,018 

min-1). Cuando la solución se diluyó a la quinta parte (Figura I.18 B), el valor de k fue 

aproximadamente 7 veces menor que en la solución original (desde 0,046 a 0,006 min-1). 

Estos resultados indican que la concentración es un factor restrictivo en la velocidad del 

proceso de autoensamblaje. La dilución podría ser una estrategia para estabilizar el tamaño 

de las partículas formadas a pH ácidos.  
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Figura I.18. Representación del log (Z-average) en función del tiempo para soluciones CMP D al 5% (p/p) a 

pH 3. Las soluciones se diluyeron a: (A) 1:2 y (B) 1:5 con agua a pH 3 a los 30 min. El valor de la pendiente, 

k, y el coeficiente de regresión lineal, R2, están detallados. El pH fue ajustado con HCl 

 

A partir de los datos obtenidos en la Figura I.15, se graficó el log del Z-average de las 

soluciones de CMP D en función del tiempo de modo de analizar la dependencia de la 

velocidad de autoensamblaje del CMP con el tipo de ácido utilizado (Figura I.19). Las 

velocidades de autoensamblaje obtenidas, k, dependieron del tipo de ácido y el pH. Los 
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valores de k fueron mayores a pH 3,5 que a 4,0 para todos los ácidos estudiados. Se 

observó que el tipo de ácido no influyó en la cinética de autoensamblaje a pH 4,0 con 

excepción del ácido acético que  presentó la menor k. Sin embargo, a pH 3,5, el tipo de 

ácido influyó significativamente en la velocidad de autoensamblaje, k, en el siguiente 

orden: ácido cítrico > ácido láctico = HCl > ácido acético.  
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Figura I.19. Velocidad de autoensamblaje, k, en función del pH con ajustado con diferentes ácidos.  

La concentración de CMP D fue 5% (p/p). Las barras de error representan el desvío estándar (n = 2).  

Letras diferentes indican diferencias significativas a P < 0,05. 

 

Los resultados muestran que el autoensamblaje en el tiempo del CMP a temperatura 

ambiente sólo es posible para valores de pH inferiores a 4,5 y que la velocidad del proceso 

dependió del pH, la concentración y el tipo de ácido. Cuando el pH fue 3,5 se observó un 

fuerte incremento de la velocidad de autoensamblaje cuando las soluciones de acidificaron 

con ácido cítrico y un decrecimiento cuando las soluciones se acidificaron con ácido 

acético.  
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El autoensamblaje del CMP a temperatura ambiente con HCl como acidificante condujo 

con el tiempo a la gelificación de las soluciones a pH inferiores a 4,5. Esta gelificación 

espontánea del CMP se discutirá más adelante.  

 

I.4 Evaluación de la reversibilidad por pH del autoensamblaje del CMP. 

 

Dado que el autoensamblaje del CMP ocurre a temperatura ambiente en forma espontánea 

a pH < 4,5, es factible que este proceso se revierta al aumentar el pH por encima de 4,5. 

Para evaluar la reversibilidad por pH del autoensamblaje del CMP se analizaron las 

distribuciones de tamaños de partículas y los d(H) promedio (Z-average) del CMP antes 

del autoensamblaje (pH 7,0), durante el autoensamblaje a pH 3,5 y luego al retornar el pH 

a 7,0. En la Figura I.20 A se muestra el Z-average de una solución de CMP (3% p/p) sobre 

la cual se realizaron sucesivos cambios de pH. En primer lugar se midió el Z-average de la 

solución a pH 7 (minuto 0 a 10), luego el pH se ajustó a 3,5 con HCl (minuto 10 a 50) y 

finalmente se regresó al pH original 7,0 (minuto 50 a 135). El Z-average de la solución 

inicial a pH 7 fue 8 nm. Luego de ajustar el pH a 3,5 con HCl, el Z-average aumentó 

rápidamente con el tiempo, llegando a un valor de 600 nm debido al autoensamblaje del 

CMP. Cuando el pH se restauró a 7,0, el Z-average decreció rápidamente hasta alcanzar un 

valor cercano al inicial. Como puede verse en el gráfico de distribución de tamaños de 

partícula por intensidad (Figura I.20 B), las distribuciones a pH 7,0 antes y después del 

experimento no coinciden. En ambos casos se presentaron tres poblaciones aunque el pico 

predominante fue el de menor tamaño (Figura I.20 C). El valor máximo del pico 

predominante se desplazó desde 2,3 a 3,6 nm, lo cual correspondería a las formas 

monoméricas y diméricas del CMP, respectivamente (calculadas a partir del software del 

Zetasizer Nano-Zs). Estos resultados indicarían que la reversibilidad del autoensamblaje 

del CMP por HCl no fue total ya que la forma monomérica no se volvió a encontrar luego 

de promover la asociación a pH 3,5. Esto indica la estabilidad de la forma dimérica del 

CMP la cual una vez formada no se disocia por pH. 

 

 

 

 



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP)  y su  impacto en la gelificación y espumado 

 

 
 83

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.20. (A) Z-average en función del tiempo para una solución de CMP D al 3% (p/p) a 25 ºC con el 

cambio de pH desde 7,0 a 3,5 y luego restaurando el pH a 7,0. Distribuciones de tamaños de partículas por 

intensidad (B)  y volumen (C) antes (□) y después (○) del test de reversibilidad. El pH fue ajustado con HCl 
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Para evaluar la reversibilidad por pH del autoensamblaje del CMP obtenido con ácidos 

orgánicos (cítrico, láctico y acético) se realizó un ensayo similar al detallado en la Figura 

I.20 para las soluciones ajustadas con HCl. 

 

El comportamiento del Z-average fue similar al observado en presencia de HCl (datos no 

mostrados), presentando diferentes velocidades de autoensamblaje según el tipo de ácido 

según lo mostrado en la Figura I.19.  

 

Las distribuciones de tamaño de partícula por intensidad y volumen antes y después del 

ensayo de reversibilidad se muestran en la Figura I.21 donde puede observarse que las 

distribuciones a pH 7,0 antes y después del experimento no coinciden. El valor máximo del 

pico predominante se desplazó desde 2,5 a 4,8 nm cuando la acidificación fue realizada 

con ácido láctico y cítrico, lo cual correspondería a la forma tetramérica del CMP 

(calculada a partir del software del Zetasizer Nano-Zs). Por otro lado, cuando la 

acidificación fue realizada con ácido acético el valor máximo del primer pico fue 5,6 nm 

que correspondió a la forma hexamérica. El gráfico de distribución de tamaños de partícula 

por volumen (Figura I.21 B), mostró que la mayoría de las partículas tienen un d(H) < 10 

nm. 
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Figura I.21. Distribuciones de tamaños de partículas por intensidad (A)  y volumen (B) después del test de 

reversibilidad  (pH 7,0) para soluciones de CMP D al 5% (p/p). El pH fue inicialmente ajustado a 3,5 con 

ácidos orgánicos: () láctico; () cítrico y () acético  y luego revertido a 7,0. 

(■) Solución original a pH 7,0. 

 

Estos resultados indicarían que la reversibilidad del autoensamblaje del CMP por ácidos 

orgánicos tampoco fue total ya que la forma monomérica no se volvió a encontrar luego de 

promover la asociación a pH 3,5. Sin embargo, la presencia de aniones orgánicos favorece 

la formación de estructuras estables más asociadas (tetrámeros y hexámeros) que no es 

posible disociar con el cambio de pH y por lo tanto involucrarían uniones hidrofóbicas. 

 

I.5 Efecto de la temperatura en el autoensamblaje del CMP. 

 

La Figura I.22 muestra el efecto de la temperatura de calentamiento desde 25 a 85 ºC en 

las distribuciones de tamaños de partícula por intensidad y volumen de soluciones de CMP 

(3% p/p) ajustadas a diferentes valores de pH con HCl. Para los valores de pH 3,0, 3,5 y 

4,0 la distribución de tamaños de partícula por intensidad cambió. En contraste, las 

distribuciones de tamaño de partícula por intensidad de las soluciones a pH 4,5 (datos no 

mostrados) y 6,5 no cambiaron con el calentamiento. 
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Figura I.22. Distribuciones de tamaños de partículas por intensidad  (izquierda) y volumen  (derecha) para 

soluciones de CMP D (3% p/p) para los valores de pH: 3,0; 3,5; 4,0 y 6,5 y para diferentes temperaturas de 

calentamiento: 25 (), 35 (▲), 45 (), 55 (►), 65 (), 75 () y 85  ºC (). El pH fue ajustado con HCl 
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Figura I.23. Distribuciones de tamaños de partículas por (A) intensidad y (B) volumen a pH 7,0 

para soluciones al 5% (p/p) de CMP D. Temperatura de medición: 25 ºC 

Tratamiento de las soluciones: sin calentamiento () y con calentamiento durante una hora a 70 ºC (). 

El pH fue ajustado con HCl 

 

 

Con el objeto de verificar si en condiciones más drásticas tampoco ocurre el 
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para evitar evaporación) y luego se enfrió a 25 ºC, se filtró y se determinó el tamaño de 

partícula. Los resultados, que se presentan en la Figura I.23 A, muestran que a ese pH, las 

distribuciones de intensidad del CMP calentado presenta un ligero aumento de la 

intensidad del pico correspondiente a 100 nm. Sin embargo, las distribuciones de tamaño 

de partícula por volumen que se muestran en la Figura I.23 B indicaron que esas formas 

asociadas de tamaños mayores son despreciables en cantidad. Así, a pH neutro tanto en el 

CMP calentado como en el CMP sin calentar prevalece la forma monomérica con un 

diámetro hidrodinámico aproximado de 2,5 nm, coincidiendo con lo estudiado para 

soluciones al 3% (p/p) de CMP (Figura I.22). 

 

Los resultados confirmaron que el CMP a pH 4,5 o superior no se autoensambla por 

calentamiento. Es conocida la alta estabilidad térmica del CMP (Brody, 2000; Moreno, 

López Fandiño y Olano, 2002). Esta propiedad fue utilizada por Martin-Diana, Fraga y 

Fontecha (2002) para separarlo de las otras proteínas del suero de queso que se 

desnaturalizan y precipitan por calor.  

 

Las distribuciones de tamaño por intensidad de las soluciones a pH 3,0 y 3,5 (Figura I.22) 

indicaron que al incrementar la temperatura ocurrió un importante decrecimiento de la 

intensidad del primer pico con un concomitante incremento de los picos de mayores 

tamaños que se desplazaron hacia tamaños superiores, indicando la formación de 

estructuras más asociadas con el aumento de la temperatura. Sin embargo, las poblaciones 

correspondientes a los mayores tamaños formadas por debajo de 55 ºC fueron 

despreciables como puede verse en las distribuciones por volumen de la Figura I.22. El 

pico de tamaños menores desapareció tanto para las distribuciones de tamaños por 

intensidad como por volumen al aumentar la temperatura desde 55 – 85 ºC, y 

predominaron estructuras más asociadas con tamaños superiores a 1000 nm. 

 

La intensidad del pico de menor tamaño en las distribuciones de tamaños de partícula por 

intensidad del CMP a pH 4,0 también se redujo al incrementarse la temperatura, con el 

aumento simultáneo de los picos de mayores tamaños. Sin embargo, las poblaciones de 

mayor tamaño fueron despreciables para todas las temperaturas como puede verse en la 

distribución por volumen de la Figura I.22. 
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Figura I.24. Evolución del diámetro hidrodinámico promedio, Z-average, en función del tiempo para 

soluciones de CMP D al 3% (p/p) a () 25 ºC y  () durante el calentamiento.  

Los valores de pH analizados fueron: A) 3,0; B) 3,5 y C) 4,0. Se informa el valor de la pendiente, k (min-1)  

El pH fue ajustado con HCl. 
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La Figura I.24 muestra la evolución del Z-average del CMP con el tiempo de 

calentamiento con el objetivo de mostrar el efecto que ejerce la temperatura sobre la 

velocidad de autoensamblaje. La velocidad de autoensamblaje, k, que es la pendiente de la 

gráfica de log del Z-average en función del tiempo, fue aproximadamente 5 a 10 veces 

superior bajo el efecto del calentamiento que a temperatura ambiente (R2 > 0,950). Estos 

resultados señalaron que el tratamiento térmico de las soluciones aumentó la velocidad de 

autoensamblaje del CMP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.25. Evolución del diámetro hidrodinámico promedio, Z-average, durante el calentamiento 

(hasta 70 ºC) y enfriamiento a 25 ºC de soluciones de CMP D al 3% (p/p) a diferentes valores de pH: () 

3,5, (▲) 4,0, () 4,5  y () 6,5. Se muestra también el perfil de temperatura (―).   

El pH fue ajustado con HCl. 

 

 

La Figura I.25 muestra el cambio del Z-average con el calentamiento y posterior 
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distribuciones de tamaño de partícula por intensidad de las soluciones a pH 4,5 y 6,5 no 

cambiaron significativamente, los valores finales de Z-average se incrementaron 

ligeramente con el tratamiento térmico. Esto podría deberse a sutiles cambios en la 

posiciones de los picos de tamaños mayores. Sin embargo, los valores de Z-average de 

estas soluciones decrecieron luego del enfriamiento y prácticamente volvieron al valor 

inicial. En contraste, las soluciones de CMP a pH por debajo de 4,5 mostraron un 

incremento importante del valor de Z-average con el calentamiento, relacionado con los 

marcados cambios en las distribuciones de tamaño por intensidad de la Figura I.22. Para 

estas soluciones (con pH menor a 4,5), el valor de Z-average se mantuvo constante durante 

el enfriamiento, sugiriendo que las estructuras autoensambladas del CMP formadas durante 

el calentamiento fueron estables unas vez formadas.  

 

Los resultados muestran que el CMP es estable a los tratamientos térmicos a pH superiores 

4,5 en cuanto no se modifica su estado de asociación. Mientras que a pH cercano al valor 

del pI (≈ 4) y por debajo del mismo es afectado por la temperatura formando estructuras 

asociadas irreversibles por enfriamiento. Estos resultados están de acuerdo con Lieske, 

Honrad y Kleinschmidt (2004) quienes estudiaron la influencia del pH y el calentamiento 

sobre la aislación de CMP por ultrafiltración del suero y verificaron que el CMP aumenta 

su sensibilidad al calor a pH ácidos (entre 3,8 y 5,2), mientras que a pH neutro no 

encontraron cambios significativos.  

 

A fin de estudiar si estas estructuras asociadas de CMP formadas por calentamiento a 

valores de pH inferiores a 4,5 son reversibles con el pH (por ejemplo retornando a pH 7,0) 

como lo fueron aquellas formadas a temperatura ambiente (Sección I.4), se evaluó la 

reversibilidad de las estructuras autoensambladas obtenidas por calentamiento desde 25 a 

70 ºC. La Figura I.26 muestra la evolución del valor del Z-average de una solución de 

CMP a pH 7,0 y 25 ºC, cuyo pH se ajustó a 3,5, con HCl, se calentó hasta 70 ºC y se enfrió 

a 25 ºC, momento en que el pH se ajustó nuevamente a 7,0. 
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Figura I.26. Evolución del  Z-average de soluciones de CMP (3% p/p) en función de la temperatura y el 

cambio de pH desde 7,0 (a 25 ºC) a 3,5 (desde 25 hasta 70 ºC) y luego regresando a pH 7,0 (a 25 ºC).  

El pH fue ajustado con HCl. 

 

La solución inicial de CMP (a pH 7,0 y 25 ºC) mostró un valor de Z-average entre 6 – 7 

nm (Figura I.26). Al ajustar el pH a 3,5, el valor de Z-average rápidamente aumentó con la 

temperatura hasta valores cercanos a 2000 nm. Después de terminado el tratamiento 

térmico, se enfrió hasta 25 °C (manteniendo la solución a pH 3,5) y durante ese período el 

valor del Z-average permaneció constante como también se mostró en la Figura I.25, 

indicando la estabilidad de las estructuras formadas. En ese punto, se cambió el pH a 7,0 y 

el valor de Z-average se determinó en el tiempo. Se observó un rápido y marcado 

decrecimiento, siendo su valor final cercano a 9 nm (que es ligeramente superior al valor 

inicial de 6 - 7 nm) (Figura I.26). Este comportamiento fue similar al observado para la 

prueba de reversibilidad del CMP autoensamblado a pH 3,5 a temperatura ambiente 

(Figura I.20). 
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Figura I.27. Distribuciones de tamaños de partículas por intensidad (A) y volumen (B) de una solución de 

CMP D al 3% (p/p), pH 7,0 y 25 ºC, antes (□) y después (●) de la prueba de reversibilidad de la Figura I.26.  

El pH fue ajustado con HCl. 
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La Figura I.27 compara las distribuciones de tamaño de partícula por intensidad y 

volumen de la solución inicial del CMP a pH 7,0 y la obtenida al final de la prueba de 

reversibilidad de la Figura I.26. Puede verse que la distribución de tamaños de partículas 

por intensidad antes y después del experimento no coincidió (Figura I.27 A). Antes del 

experimento, el valor máximo del primer pico fue 2,3 nm y correspondió a la forma 

monomérica y al finalizarlo, el valor fue 4,25 nm, que correspondería a una forma de CMP 

entre dimérica y trímerica. El desplazamiento del pico menor y predominante también se 

observó en la distribución por volumen (Figura I.27 B). Estos resultados indicaron que a 

pesar que el tratamiento térmico a pH < 4,5 promueve la formación de estructuras de CMP 

estables al enfriamiento, estas estructuras no fueron totalmente reversibles con el cambio 

de pH, por la formación de dimeros/trímeros de CMP (d(H) = 4,25 nm) estables. Nakano y 

Ozimek (1998) quienes fraccionaron el CMP por técnicas cromatográficas, sugirieron que 

el CMP obtenido fue una estructura asociada de tres monómeros y que su peso molecular 

no fue afectado por cambios en el pH. Mikkelsen et al. (2005b) demostraron en sus 

estudios que el peso molecular experimental del CMP es superior al peso molecular teórico 

debido a la asociación de monómeros de CMP y sugirieron que el CMP puede asociarse en 

hasta cuatro monómeros los cuales son resistentes a cambios de pH.  

 

I.6 Efecto del NaCl en el autoensamblaje del CMP. 

 

I.6.1 Caracterización a pH 7,0. 

 

En la  Figura I.28 A se presentan las distribuciones de tamaño de partícula por intensidad 

de soluciones de CMP solo (5% p/p) y en presencia de 0,01 y 0,2 M de NaCl, que 

corresponden a las relaciones de 0,2 y 4 milimoles de NaCl/g de CMP respectivamente. 

Las mediciones se realizaron inmediatamente después de ajustar el pH a 7,0 con NaOH. El 

CMP en presencia de NaCl presentó una distribución bimodal, aunque el primer pico fue 

predominante como puede observarse en la distribución por volumen (Figura I.28 B). Para 

la solución de CMP con una concentración de 0,01 M de NaCl, el pico predominante tuvo 

una amplitud entre 1,7 y 5,6 nm y para 0,2 M de NaCl entre 2,7 y 8,7 nm. Por lo tanto, 

puede apreciarse que la presencia de 0,01 M y 0,2 M de NaCl desplazó al valor máximo de 

d(H) del primer pico desde 2,3 nm (solución de CMP sin NaCl) a 3,2 nm y 4,8 nm 
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respectivamente. De igual manera que las soluciones de CMP solo a pH 7,0, las 

distribuciones de tamaños de partícula por intensidad y volumen de las soluciones en 

presencia de NaCl fueron transparentes y estables en el tiempo, es decir no se observó un 

cambio en el Z-average (datos no mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.28. Distribuciones de tamaños de partículas a pH 7,0 para soluciones de CMP D  (5% p/p) por 

A) intensidad y B) volumen a 25 ºC. El pH fue ajustado con HCl. 

Sin NaCl (■) y en presencia de  0,01 M (□) y  0,2 M de NaCl (∆). 
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Como se mostró previamente en la Sección I.2.1, las soluciones de CMP sin NaCl a pH 7,0 

se caracterizaron por el predominio de la forma monomérica (2,5 nm) debido a las fuertes 

cargas negativas de la molécula de CMP. Una estimación de la masa molecular del CMP 

obtenida en presencia de NaCl con el software del Zetasizer Nano-Zs indicó que el d(H) de 

3,2 nm corresponde a la forma dimérica del CMP y 4,8 nm a la tetramérica. Por lo tanto, la 

presencia de NaCl indujo la asociación del CMP. Un efecto similar de interacción entre las 

moléculas fue reportado para el caseinato de sodio en presencia de NaCl a pH 6,7 por 

HadjSadok, Pitkowski, Nicolai, Benyahia y Moulai-Mostefa (2008). El caseinato en 

condiciones de baja fuerza iónica (3 mM) está presente como moléculas individuales, pero 

forma estructuras asociadas (superiores a 100 nm) en condiciones de alta fuerza iónica. Al 

aumentar la fuerza iónica, ocurre un apantallamiento de las cargas de las proteínas. La 

disminución en la repulsión eléctrica favorecería la asociación.  

 

I.6.2 Caracterización a pH  ≤ 4.5. 

 

Dado que el pH 4,5 es el límite por debajo del cual se observó el autoensamblaje del CMP, 

fue importante estudiar el efecto que produjo la disminución del pH en las soluciones de 

CMP en presencia de NaCl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.29. Distribuciones de tamaños de partículas a pH 4,5 por (A) intensidad y (B)  volumen a 25 ºC  

para soluciones de CMP D  (5% p/p). El pH fue ajustado con HCl 

Sin NaCl (■) y en presencia de 0,01 M (□) y 0,2 M de NaCl (∆). 
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Las distribuciones de tamaño de partícula por intensidad y volumen de las soluciones de 

CMP solo y en presencia de NaCl, justo después de ajustarse el pH a 4,5, se presentan en la 

Figura I.29. No se observaron cambios por la presencia de NaCl. El valor máximo del 

primer pico, 5,6 nm, correspondió a la forma hexamérica del CMP tal como se mostró en 

la Sección I.2.2. En el tiempo, las distribuciones de tamaños de partícula por intensidad y 

volumen de las soluciones de CMP en presencia de NaCl a pH 4,5 no cambiaron (datos no 

mostrados) como tampoco lo hicieron las de CMP solo (Sección I.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.30. Distribuciones de tamaños de partículas a pH 3,5 por (A) intensidad y (B) volumen a 25 ºC  

para soluciones de CMP D al 5% (p/p). El pH fue ajustado con HCl 

Sin NaCl (■) y en presencia de  0,01 M (□) y  0,2 M de NaCl (∆). 

 

Inmediatamente después de ajustar el pH a valores por debajo de 4,5 se observó que, las 

distribuciones de tamaños de partícula por intensidad y volumen de soluciones de CMP en 

presencia de NaCl fueron similares a las obtenidas para CMP solo. En la Figura I.30 A se 

muestra, como ejemplo, la distribución de tamaños de partículas por intensidad de 

soluciones de CMP solo y en presencia de 0,01 y 0,2 M de NaCl a pH 3,5. El valor 

máximo del pico predominante de todas las distribuciones de tamaños por intensidad fue 

aproximadamente 6,6 nm y las grandes estructuras correspondientes al pico de mayor 

tamaño (≈ 100 nm) fueron despreciables en cantidad como puede observarse en la Figura 

1 10 100 1000
0

5

10

15
A 6,6 nm

d(H) (nm)

In
te

n
si

d
ad

 (
%

)

1 10 100
0

10

20

30

B

d(H) (nm)

V
ol

um
en

 (
%

)



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP)  y su  impacto en la gelificación y espumado 

 

 
 98

I.30 B. Sin embargo, las distribuciones de tamaños de partículas por volumen muestran 

que en las soluciones de CMP la presencia de NaCl desplazó ligeramente al pico hacia 

mayores diámetros hidrodinámicos.  
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Figura I.31. Valor máximo del pico predominante de las distribuciones de tamaños de partículas por 

intensidad de soluciones de CMP D (5% p/p) inmediatamente después de ajustar el pH. 

Sin NaCl  (■) y en presencia de  0,2 M de NaCl (∆). El pH fue ajustado con HCl. 

 

En la Figura I.31 se puede visualizar el valor máximo del pico predominante en función 

del pH para soluciones de CMP solo y en presencia de una alta cantidad de NaCl (0,2 M), 

que corresponde a una relación de 4,0 milimoles de NaCl/g de CMP, inmediatamente 

después de ajustar el pH. Las mayores diferencias entre las soluciones de CMP solo y en 

presencia de NaCl se encontraron a pH superiores a 5,0. En estas condiciones, se observó 

que predominó la forma tetramérica del CMP (4,8 nm). 

 

Con el transcurso del tiempo a pH < 4,5, las soluciones de CMP en presencia de NaCl 

(0,01 M y 0,2 M) presentaron autoensamblaje de la misma forma que el CMP solo 

(Sección I.3) que se manifestó como la disminución de la intensidad del primer pico de la 

distribución tamaños de partículas y el aumento simultáneo de la intensidad 
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correspondiente a los picos de mayores tamaños (aproximadamente 100 nm) (datos no 

mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.32.  Log (Z-average) en función del tiempo para soluciones de CMP D al 5% (p/p) a pH 3,0 y 3,5 

Sin NaCl (■) y en presencia de  0,01 M (□) y 0,2 M de NaCl (∆). El pH fue ajustado con HCl. 

 

El aumento de tamaño de las partículas en el tiempo a pH < 4,5, se evidenció también por 

el incremento del Z-average. En la Figura I.32 se presentan la evolución del log de Z-

average en el tiempo para soluciones de CMP solo y en presencia de diferentes cantidades 

de NaCl a pH 3,0 y 3,5. Las pendientes de las rectas obtenidas correspondieron a la 
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velocidad de autoensamblado, k (R2 > 0,976). Un análisis de ANOVA de los valores de las 

pendientes determinó que a pH 3,0, la presencia de NaCl en concentraciones hasta 0,2 M 

en las soluciones de CMP no afectó a la velocidad de autoensamblaje, k, cuyo valor fue 

0,042  0,001 min-1 (P > 0,05). A pH 3,5, la presencia de baja concentración de NaCl (0,01 

M) tampoco influyó en la velocidad de autoensamblaje que fue 0,037  0,001 min-1 (P > 

0,05) en comparación con la solución de CMP solo. En cambio, la presencia de 0,2 M de 

NaCl la disminuyó significativamente (P < 0,05) a 0,017 ± 0,001 min-1.  

 

Las sales alteran la interacción entre las proteínas, dado que apantallan la repulsión debido 

a las cargas eléctricas y favorecen su asociación (Bryant y McClements, 1998). De los 

resultados presentados se concluye que en las soluciones de CMP la presencia de NaCl 

afectó principalmente el estado de asociación del CMP a pH superior a 4,5, debido a la 

formación de estructuras asociadas donde predominaron los dímeros y tetrámeros de CMP, 

dependiendo de la concentración de NaCl. Para valores de pH inferiores a 4,5, el estado de 

asociación de las moléculas de CMP en presencia de NaCl inmediatamente después de 

ajustar el pH y el autoensamblaje en el tiempo no fueron afectados por el agregado de 

NaCl, con excepción de la presencia de alta cantidad de NaCl a pH 3,5. 

 

I.7 Efecto del CaCl 2 en el autoensamblaje del CMP 

 

I.7.1 Caracterización a pH 7,0. 

 

La adición de CaCl2 sólido a las soluciones de CMP produjo un ligero decrecimiento del 

pH desde 6,6 (pH original del CMP) hasta 6,1 (concentración final de CaCl2 en la solución  

0,2 M). Este mismo efecto fue encontrado por Pitkowski, Nicolai y Durand (2009) para 

soluciones neutras de caseinato de sodio a la que se le agregó CaCl2. La disminución del 

pH implicaría la liberación de protones por la unión del calcio a la proteína (Pitkowski et 

al., 2009). 
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Figura I.33. Distribuciones de tamaños de partículas a pH 7,0 para soluciones de CMP D  al 5% (p/p)  

por A) intensidad y B) volumen a 25 ºC. El pH fue ajustado con HCl. 

Sin CaCl2 (■) y en presencia de 0,01 M (∆); 0,04 M (); 0,06 M () y  0,2 M CaCl2 (□). 

 

En la Figura I.33 A se muestran las distribuciones de tamaños de partículas por intensidad 

de las soluciones de CMP solo al 5% (p/p) y en presencia de CaCl2 (0,01 - 0,2 M) 

inmediatamente después de ajustado el pH a 7,0 con NaOH concentrado para evitar 
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dilución. Todas las soluciones de CMP en presencia de CaCl2 presentaron distribuciones 

de intensidad bimodales pero sólo el primer pico fue el predominante como puede 

apreciarse en la distribución en volumen de la Figura I.33 B. La Figura I.34 presenta una 

ampliación del pico predominante de la Figura I.33 A con el objeto de analizar en detalle 

los estados de asociación del CMP en presencia de CaCl2. Para soluciones de CMP con 

0,01 M de CaCl2 (0,2 milimoles de CaCl2/g de CMP), el valor máximo del primer pico fue 

3,7 nm y su amplitud estuvo entre 2,0 – 6,5 nm. Para soluciones de CMP con 

concentraciones iguales o superiores a 0,06 M de CaCl2 (1,2 milimoles moles de CaCl2/g 

de CMP) el pico predominante tuvo un valor máximo en 5,6 nm y su amplitud entre 2,7 y 

10 nm. Puede observarse como la presencia de CaCl2 desplazó al valor máximo del pico 

predominante hacia d(H) mayores, evidenciando la ausencia de la forma monomérica del 

CMP (2,5 nm) cuando la concentración de CaCl2 fue superior a 0,04 M (0,8 milimoles de 

CaCl2/g de CMP). La amplitud de los picos indica que el calcio promueve la asociación del 

CMP a dímeros, tetrámeros, hexámeros y formas más asociadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.34. Ampliación del pico predominante de la Figura I.33 A.  

Sin CaCl2 (■) y en presencia de 0,01 M (∆); 0,04 M (); 0,06 M () y 0,2 M de CaCl2 (□). 
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Figura I.35.  Valor máximo de d(H) del primer pico de la distribución de intensidades de la Figura I.33 A  

en función de los milimoles de CaCl2  por g de CMP D a pH 7,0. Temperatura 25 ºC.  

Se indica el estado de asociación predominante estimado mediante el software del Zetasizer Nano-Zs. 

 

El estado de asociación predominante se puede observar más claramente en la Figura I.35 

que muestra la evolución del valor máximo de d(H) del primer pico de la distribución de 

intensidad de tamaños de partículas (de la Figura I.33 A) en función de la relación 

milimoles de CaCl2/g de CMP. A medida que aumenta la cantidad de CaCl2 en la solución 

de CMP las formas predominantes son dímeros, tetrámeros y por encima de 1,2 milimoles 

de CaCl2/g de CMP la forma predominante es hexamérica. A la forma dimérica y 

hexamérica del CMP corresponden pesos moleculares aproximados entre 15 y 45 kDa. 

Kawasaki, Kawakami, Tanimoto, Dosako, Tomizawa, Kotake y Nakajima (1993), en uno 

de los primeros trabajos publicados sobre la purificación del CMP, hallaron un peso 

molecular entre 20 y 50 kDa para el CMP a pH neutro. Esto se debería posiblemente a la 

presencia de importantes cantidades de Ca2+ en el CMP donde se hicieron esos estudios 

(2600 mg/100 g de muestra). 
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Figura I.36. Distribuciones de tamaños de partículas a pH 7,0 para soluciones de CMP D  (5% p/p) y 0,2 M 

de CaCl2 por A) intensidad y B) volumen a 25 ºC. (□) Inmediatamente después de ajustar el pH y () a las 

72 horas. El pH fue ajustado con HCl. 

 

En la Sección I.2.1 se discutió que a pH neutro en ausencia de sales prevaleció la forma 

monomérica del péptido, y que las soluciones de CMP fueron totalmente transparentes 

(datos no mostrados) y estables en el tiempo. Sin embargo, el comportamiento de las 

soluciones de CMP en presencia de CaCl2 en concentraciones superiores a 0,06 M (1,2 
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milimoles de CaCl2/g de CMP) a pH 7,0 fue totalmente diferente: se observó un 

enturbiamiento y aumento de la viscosidad con el transcurso de las semanas. La Figura 

I.36 A muestra la distribución de tamaños de partícula por intensidad y volumen de la 

solución de CMP con 0,2 M de CaCl2 (4,0 milimoles de CaCl2/g de CMP) luego de 72 

horas a temperatura ambiente. Se observa la disminución de la intensidad del primer pico 

(que correspondió a 5,6 nm) y la aparición, a las 72 horas, de mayor proporción de 

partículas con tamaños mayores a 100 nm, aunque estas poblaciones no fueron importantes 

cuantitativamente como se deduce por la ausencia de las mismas en la distribución por 

volumen (Figura I.36 B).  Kawasaki et al., (1993) también observaron el enturbiamiento 

de las soluciones de CMP, obtenido a partir de concentrado proteico de suero, a pH neutro 

a 25 ºC. 

 

Los sitios de unión principales para el calcio en las caseínas son los residuos de fosfoserina 

y los residuos de glutámico y aspártico de la cadena peptídica (Meisel y Olieman, 1998). 

Aunque los residuos de glutámico y aspártico también contribuyen con sitios carboxílicos 

libres potenciales para unir metales, estos presentan menor importancia a medida que el pH 

desciende (Kitts, 2006). Es necesaria menor concentración de iones divalentes que de iones 

monovalentes porque para los iones divalentes es más efectivo el apantallamiento por su 

habilidad de formar puentes (Bryant y McClements, 1998). Las formas glicosiladas de la k-

caseína contienen entre 0 – 5 moles de ácido siálico por mol, por lo tanto el fragmento C-

terminal, el CMP, contiene la misma relación (Mikkelsen, Bakman, Søresen, Barkholt y 

Frøkiær, 2005a). El ácido siálico es conocido por su habilidad para quelar calcio 

preferentemente a pH 7,0 (Jaques, Brown, Barrett, Brey y Weltner, 1977).  Por lo tanto, 

son tres las posibles maneras de unión del calcio con el CMP, a través de los residuos de 

aminoácidos ácidos, por las serinas fosforiladas y por los residuos de ácido siálico. 

 

I.7.2 Caracterización a pH  ≤ 4.5. 

 

En primer lugar, fue de interés estudiar el comportamiento del CMP en presencia de CaCl2 

en la condición límite de pH 4,5. En la Figura I.37 A se observa la distribución de 

tamaños de partículas por intensidad de las soluciones de CMP solo y en presencia de 0,2 

M de CaCl2 (4,0 milimoles de CaCl2/g de CMP), inmediatamente después de ajustar el pH 
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a 4,5. Se puede observar que no existieron diferencias en las distribuciones por intensidad 

y volumen, mostrando que la población predominante en ambos casos tuvo un valor 

máximo de d(H) aproximado de 5,6 nm, aunque también estuvieron presentes estructuras 

asociadas de aproximadamente 100 nm despreciables en cantidad (Figura I.37 B). La 

distribución de tamaño de partículas por volumen de la solución de CMP y CaCl2 mostró 

un sutil desplazamiento hacia tamaños superiores. Las soluciones de CMP y CaCl2 a pH 

4,5 también fueron estables en el tiempo. 
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Figura I.37. Distribuciones de tamaños de partículas a pH 4,5 por (A) intensidad y (B) volumen a 25 ºC para 

soluciones de CMP D al 5% (p/p). El pH fue ajustado con HCl. 

Sin CaCl2 (■) y en presencia de  0,2 M de CaCl2 (∆). 

 

La Figura I.38 muestra las distribuciones de tamaños de partículas por intensidad y 

volumen de soluciones de CMP sin y con agregado de 0,2 M de CaCl2 (4,0 milimoles de 

CaCl2 por g de CMP) inmediatamente después de ajustar el pH a diferentes valores (3,0, 

3,5 y 4,0). Se observa que no existieron diferencias significativas en el valor máximo y en 

la amplitud del pico predominante entre las soluciones de CMP solo y en presencia de 

CaCl2. Las partículas de tamaños de aproximadamente 100 nm fueron despreciables en 

cantidad, como puede observarse en las distribuciones de volumen en las tres condiciones 

de pH. Sin embargo, las distribuciones de tamaños de partícula por volumen de las 

soluciones de CMP con agregado de CaCl2 presentaron un ligero desplazamiento hacia 

tamaños mayores. 
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Figura I.38. Distribuciones de tamaños de partículas por intensidad  (izquierda) y volumen  (derecha) para 

soluciones de CMP D (5% p/p) para los valores de pH: 3,0; 3,5 y 4,0 inmediatamente después de ajustarlo 

con HCl. Sin CaCl2 (■) y en presencia de 0,2 M de CaCl2 (∆).  
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La Figura I.39 muestra el valor máximo del primer pico en función del pH para soluciones 

de CMP solo y en presencia de 0,2 M de CaCl2 (4,0 milimoles de CaCl2/g de CMP) 

inmediatamente después de ajustar el pH. Se observaron diferencias entre las soluciones 

para los valores de pH superiores a 5,0. Así, en esta concentración de CaCl2, el CMP se 

asoció para formar principalmente hexámeros (5,6 nm). 
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Figura I.39. Valor máximo del pico predominante de las distribuciones de intensidad para el rango de pH 

entre 3,0 y 7,0, inmediatamente después de ajustar las soluciones de CMP D (5% p/p) con HCl. 

(■) Sin agregado de CaCl2 y con agregado de (∆) 0,2 M de CaCl2. 

 

En la Figura I.40 se muestran las distribuciones de tamaños de partícula por intensidad y 

volumen para soluciones de CMP en presencia de 0,2 M de CaCl2 a diferentes tiempos 

después de ajustar el pH (3,0, 3,5 y 4,0). A pH 3,0 y 3,5, se observó la disminución de la 

intensidad del primer pico de las soluciones de CMP con 0,2 M de CaCl2 pero para 

tiempos mucho mayores que los observados con las soluciones de CMP solo. La 

distribución de tamaños por intensidad de la solución de CMP con 0,2 M de CaCl2 a pH 

4,0 prácticamente no cambió después de 5 días. 
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Figura I.40. Distribuciones de tamaños de partículas por intensidad  (izquierda) y volumen  (derecha) para 

soluciones de CMP D (5% p/p) con 0,2 M de CaCl2 para los valores de pH: 3,0; 3,5 y 4,0 inmediatamente 

después de ajustado el pH (∆) y a otros tiempos especificados en la figura (○).  
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Figura I.41.  Evolución del diámetro hidrodinámico promedio, log (Z-average), en función del tiempo para 

soluciones de CMP D (5% p/p) a pH 3,0 y 3,5. Sin CaCl2 (■) y en presencia de 

0,04 M (); 0,06 M (○) y  0,2 M (□) de CaCl2. El pH fue ajustado con HCl. 

 

A fin de cuantificar el efecto de la presencia de diferentes concentraciones de CaCl2 sobre 

la cinética del autoensamblaje de CMP a temperatura ambiente  para los valores de pH 3,0 

y 3,5, se evaluó la evolución  del log del Z-average en función del tiempo (Figura I.41). 

De dichos gráficos se obtuvieron rectas con un coeficiente de correlación lineal, R2, 

superior a 0,980. Las pendientes de las rectas son una medida de la velocidad de 

autoensamblaje, k. A pH 3,0, k disminuyó desde 0,042 ± 0,002 min-1 (solución de CMP 

solo) a 0,019 ± 0,001 min-1 (solución de CMP con 0,2 M CaCl2). Por otro lado, cuando el 

pH fue ajustado a 3,5, k fue 0,039 ± 0,001 min-1 (CMP solo). La presencia de 0,04 M 
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CaCl2 en la solución de CMP prácticamente no cambió a k, 0,033 ± 0,001 min-1. Sin 

embargo, una mayor concentración de CaCl2 (0,06 M o superior) suprimió el 

autoensamblaje a temperatura ambiente al menos durante los 40 minutos que duró el 

ensayo.  
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Figura I.42.  Diámetro hidrodinámico promedio (Z-average) en función del tiempo para soluciones de CMP 

D al 5% (p/p) a pH 3,5 y el efecto de una posterior incorporación de CaCl2 sólido.  

Los puntos señalados (A, B, C y D) son diferentes momentos del experimento. 

Temperatura: 25 ºC. El pH fue ajustado con HCl. 

 

Con el propósito de comprobar la reducción de la velocidad del autoensamblaje del CMP 

por la presencia de CaCl2, se realizó el siguiente experimento. A una solución de CMP D al 

5% (p/p) se le ajustó el pH a 3,5 con HCl e inmediatamente se determinó la evolución del 

tamaño de partícula en el tiempo. El Z-average inicial de la solución original fue 10,3 nm 

(punto A de la Figura I.42). Al transcurrir el tiempo, el Z-average de la solución aumentó 

hasta alcanzar aproximadamente 100 nm a los 25 minutos (punto B de la Figura I.42). En 

ese momento se agregó CaCl2 sólido a la solución para lograr que su concentración final 

sea 0,06 M (relación 1,2 milimoles de CaCl2/g de CMP) y se determinó la evolución del 

tamaño de partícula en el tiempo (punto C de la Figura I.42). Se pudo observar que, el 

agregado de CaCl2 disminuyó rápidamente el Z-average desde 100 nm a  7,7 nm, un valor 
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menor al inicial. Con el transcurso del tiempo (90 minutos después del agregado de CaCl2), 

aumentó el valor del Z-average hasta alcanzar nuevamente el valor de 100 nm, momento 

en el cual finalizó el experimento (punto D de la Figura I.42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.43.  Distribuciones de tamaños de partículas por (A) intensidad y (B) volumen de soluciones de 

CMP D (5% p/p) a  pH 3,5 para los diferentes momentos (A, B, C y D) mostrados en la Figura I.42:  

0 min, 0 M CaCl2 (momento A) (■); 25 min, 0 M CaCl2 (momento B) (); 30 min, 0,06 M CaCl2 (momento 

C) (□) y 140 min, 0,06 M CaCl2 (momento D) (). 
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La Figura I.43 A muestra las distribuciones de tamaños de partícula por intensidad y 

volumen de las soluciones de CMP cuyo Z-average se reportó en la Figura I.42. La 

solución de CMP mostró inicialmente una distribución de intensidad cuyo primer pico tuvo 

un valor máximo de d(H) de 6,6 nm (minuto 0, momento A). Luego de 25 min (momento 

B), se observó, como era esperado, la disminución de la intensidad del primer pico y el 

aumento simultáneo de la intensidad de los picos de tamaños mayores (despreciables en 

cantidad) (Figura I.43 B). El agregado de CaCl2 a la solución del CMP (a los 30 minutos 

de iniciado el experimento, momento C) mostró la ruptura de las grandes estructuras 

asociadas superiores a 100 nm y el aumento de la intensidad del pico predominante, cuya 

posición cambió ligeramente hacia tamaños menores (6,2 nm). Con el transcurso del 

tiempo, el pico predominante volvió a disminuir su intensidad mientras que aumentó la 

intensidad de los picos de mayores tamaños, evidenciado también por el incremento del Z-

average. En la Figura I.43 A se muestra como ejemplo la distribución de tamaños de 

partícula por intensidad de la solución a los 140 minutos (momento D) de iniciado el 

experimento. Los resultados mostraron que las grandes estructuras asociadas formadas 

durante el ensamblaje del CMP en el tiempo a pH inferiores a 4,5 se rompieron con el 

agregado de CaCl2 a la solución, pero que con el tiempo el CMP volvió a autoensamblarse. 

 

I.7.3 Reversibilidad por pH del autoensamblaje del CMP. 

 

Como se mostró en la Sección I.4, las estructuras de CMP formadas a valores de pH 

inferiores a 4,5 por ajuste con HCl no fueron totalmente reversibles con el pH (retornando 

a pH 7,0), porque los dímeros de CMP una vez formados, no fueron revertidos a 

monómeros con un posterior cambio de pH. Por otro lado, también se mostró que el 

agregado de CaCl2 a una solución de CMP a pH 3,5 disminuía la velocidad de 

autoensamblaje (Figura I.42). Por lo tanto es necesario plantearse  si estas estructuras 

formadas a pH 3,5 en presencia de CaCl2 son reversibles con un cambio de pH, es decir 

regresándolo por ejemplo a pH 7,0. Con este fin se evaluó la reversibilidad de las 

estructuras de CMP en presencia de CaCl2.  La Figura I.44 A muestra las distribuciones 

por intensidad de una solución de CMP (5% p/p) y 0,04 M de CaCl2 (relación 0,8 

milimoles de CaCl2/g de CMP) a pH 7,0 luego de haber sido llevada a pH 3,5 con HCl y 

regresada a 7,0. En la Figura I.44 A también se muestra a la solución de CMP original 
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(5% p/p y 0,04 M de CaCl2) a pH 7,0. Se observa que las distribuciones de tamaños por 

intensidad de la solución original y la que sufrió cambios de pH fueron similares, 

demostrando que las soluciones fueron reversibles con el pH. El pico predominante tuvo 

un valor máximo de 4,8 nm que correspondería al tetrámero de CMP. Es decir, los 

tetrámeros formados en presencia de CaCl2 a pH 7,0 serían estables a un cambio de pH 

posterior, indicando que estarían posiblemente estabilizados por uniones hidrofóbicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.44. Distribuciones de tamaños de partículas de soluciones de CMP D  (5% p/p) y 0,04 M CaCl2 por 

A) intensidad y B) volumen a 25 ºC. El pH fue ajustado con HCl. 

La solución fue sometida a los siguientes ajustes de pH: desde 7,0 a 3,5 para regresar a 7,0 (○).  

Como comparación se muestra  la solución original a pH 7,0 (■). 
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I.8 Modelo del autoensamblaje del CMP. 

 

Para interpretar el proceso de autoensamblaje y gelificación espontánea del CMP es 

importante considerar el tipo de uniones que pueden ocurrir entre sus moléculas. La 

formación de uniones covalentes no es posible debido a la ausencia de cisteína en su 

cadena peptídica. Mikkelsen, Frøkiær, Topp, Bonomi, Iametti, Picariello, Ferranti y 

Barkholt (2005b) demostraron la ausencia de uniones covalentes entre las moléculas de 

CMP obtenido de hidrolizados de -caseína por pepsina en cromatografías por exclusión 

por tamaño (SEC). Sin embargo, pueden tener lugar las interacciones electrostáticas, 

hidrofóbicas y puente hidrógeno que pueden promover el autoensamblaje y gelificación del 

CMP. 

 

El CMP es afectado por los cambios de pH debido a una importante cantidad de 

aminoácidos cargados en su composición, además de los grupos fosforilados y glicosilados 

(Chobet, Touati, Bertrandharb, Dalgalorrondo y Nicolas, 1989).  La cadena peptídica de 64 

aminoácidos del CMP contiene dos residuos de Asp, siete u ocho Glu (dependiendo de la 

variante genética), una o dos Ser fosforiladas y tres residuos de Lys. Al disminuir el pH, 

las moléculas de CMP pierden la carga negativa de los residuos de Glu y Asp, del grupo 

carboxílico N-terminal y de los residuos ácidos de ácido siálico del gCMP. El pI del aCMP 

está cercano a 4,1, lo cual se relaciona con la abundancia de residuos ácidos en la cadena 

peptídica. La sialilación es reconocida por cambiar el pI de las proteínas (Barrabés, Sarrats, 

Fort, De Llorens, Rudd y Peracaula, 2010). Holland, Deeth y Alewood (2004) calcularon 

que para la -caseína el pI decrece en 0,18 unidades por molécula de ácido siálico para la 

variante genética A y 0,21 unidades para la variante genética B. El pI del gCMP es 3,15, 

menor con respecto al aCMP, debido a la carga negativa adicional de los residuos 

glicosilados y en especial por la abundancia de ácido siálico (pKa del ácido siálico: 2,2-

2,6) que reduce la carga neta de la cadena de aminoácidos (Kreuß et al., 2009).  
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Figura I.45. Efecto del pH sobre el potencial zeta (mV) de soluciones puras de  aCMP (●) y  gCMP (○).  

Se indican con flechas las posiciones de los puntos isoeléctricos (Kreuく et al., β009). 

 

 

La Figura I.45 muestra el efecto del pH en el potencial zeta del CMP, reportado por Kreuく 

et al. (2009) para muestras puras de las fracciones aCMP y gCMP. Para pH superiores a 

pH 6,5, las cadenas de aminoácidos están deprotonadas, el potencial zeta permanece 

relativamente estable a aproximadamente -20 mV para aCMP y -30 mV para gCMP. Se 

observa que a pH superior a 6,5 hay un fuerte aumento del potencial zeta (negativo) hasta 

alcanzar el pI debido a que se incrementa la protonación de los aminoácidos ácidos de la 

cadena peptídica. Muchos de los residuos hidrofóbicos del CMP (AA1-5, 17-22, 35-39 y 

58-65) están enmascarados por una fuerte densidad de carga de los residuos de Glu y Asp 

en un amplio rango de pH neutro y básico para ambas fracciones, por lo tanto no pueden 

interactuar. Este efecto es más pronunciado para el gCMP debido a su carga neta negativa 

por los residuos terminales de ácido siálico. El decrecimiento de la carga negativa 

permitiría la interacción hidrofóbica entre las moléculas de CMP.  
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Figura I.46. Estructura tridimensional del aCMP variante genética A y el gCMP (si se une al tetrasacárido) a 

pH 7 y fuerza iónica nula. Se indican las zonas C- y N–terminal y los dominios hidrofóbicos libres 

(Kreuく et al., β009). 

 

La verdadera estructura tridimensional del CMP no puede ser determinada debido que no 

es posible su cristalización. Kreuく et al. (2009) presentaron una estructura tridimensional 

del CMP obtenida mediante un software de modelado de proteínas (Figura I.46). La 

estructura del CMP en la Figura I.46 permite analizar las dimensiones moleculares y la 

densidad de carga eléctrica de la fracción aCMP (a pH 7 y fuerza iónica nula). También se 

muestra un tetrasacárido sin carga (que estaría unido al péptido si se tratara de la fracción 

gCMP) con el objetivo de mostrar la dimensión de la cadena de glicano respecto al 

péptido. Mientras que la región C–terminal y gran parte del péptido tienen una fuerte carga 

negativa (con una carga negativa adicional del glicano si se tratara del gCMP) hay tres 

pequeños dominios cargados positivamente en la zona N–terminal. 
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Figura 1.47. Esquema del modelo propuesto para explicar el autoensamblaje y la formación de una 

estructura gelificada del CMP por HCl a temperatura ambiente en un medio de baja fuerza iónica. 
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Basado en nuestros resultados y en trabajos publicados anteriormente (Kreuß, Krause y 

Kulozik, 2008; Kreuß et al., 2009) se propone un modelo (Figura I.47) para explicar el 

autoensamblaje del CMP y la formación de una estructura gelificada a temperatura 

ambiente por disminución del pH con HCl. 

 

En un medio de muy baja fuerza iónica (ausencia de sales) se ha mostrado que el CMP a 

pH ≥ 6,5 está presente en forma monomérica y no se autoensambla en el tiempo, ni 

tampoco bajo calentamiento. Esto puede atribuirse a una elevada repulsión electrostática 

por el potencial Z altamente negativo (Figura I.45). La primera etapa del autoensamblaje 

del CMP inducido por pH a muy baja fuerza iónica podría ocurrir debido a fuertes 

interacciones entre los dominios hidrofóbicos a pH menores de 6,5. 

 

Disminuyendo el pH por debajo de 6,5, hay una fuerte disminución del valor absoluto del 

potencial zeta hasta el pI (Figura I.45) (Kreuß et al., 2009) debido a un aumento de la 

protonación de las cadenas de aminoácidos acídicos. Por lo tanto, el apantallamiento por 

las cargas negativas comienza a disminuir permitiendo que el dominio hidrofóbico 

terminal (AA 1–5), que no está apantallado por carga negativa, interactúe primero, seguido 

por dominios hidrofóbicos ubicados en el centro de la cadena peptídica.  

 

De esta forma, por acidificación con HCl a temperatura ambiente se formarían dímeros 

(Etapa I de la Figura 1.47). Una vez formadas, estas estructuras serían estables a ulteriores 

cambios de pH como se mostró en los estudios de reversibilidad (Figura I.20). La 

estabilidad de la forma dimérica del CMP fue reportada previamente por Mikkelsen et al. 

(2005b) quienes encontraron a pH 3,4 formas asociadas de 35 y 18 kDa por cromatografía 

de exclusión de tamaño (SEC). Considerando que el peso molecular del CMP es 

aproximadamente 7 kDa, Mikkelsen et al. (2005b) concluyó que el CMP existe como 

tetrámeros, dímeros y monómeros. Sin embargo, el análisis SDS–PAGE de las fracciones 

separadas por SEC revelaron una sola banda a 18 kDa sugiriendo que la forma dimérica 

del CMP es resistente a la disociación. 

 

La segunda etapa de autoensamblaje ocurre a pH menor a 4,5 por interacciones 

electrostáticas entre dímeros de aCMP con carga positiva neta y dímeros negativamente 
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cargados de gCMP, como también de dímeros mixtos aCMP-gCMP (Etapa II de la Figura 

1.47). 

 

A pH 4, el aCMP alcanza su pI, mientras que el gCMP se encuentra en su estado 

isoeléctrico a pH 3,15 (Kreuß et al., 2009). Sin embargo, debido al bajo pKa de los 

residuos de ácido siálico (2,2), a pH cercanos a 2,0 podrían permanecer aún cargas 

negativas locales, permitiendo la interacción con cargas positivas. Así en el rango de pH 

entre 2 y 4,5, el autoensamblaje podría proceder  mediante fuerzas electrostáticas para 

formar geles con el tiempo a temperatura ambiente (Etapa II de la Figura I.47). 

 

Cuando la acidificación se realiza con ácidos orgánicos se incrementan el número de 

moléculas de CMP que interaccionan irreversiblemente por uniones hidrofóbicas formando 

tetrámeros (ácidos cítrico y láctico) o hexámeros (ácido acético) los cuales a pH < 4,5 

interaccionan por uniones electrostáticas. La velocidad global del autoensamblaje del CMP 

está afectada por el tipo de ácido, siendo mayor para el ácido cítrico y mucho menor para 

el ácido acético. 

 

La presencia de sales (NaCl, CaCl2), debido al apantallamiento de las cargas negativas que 

el CMP posee, permiten su asociación por interacciones hidrofóbicas aún a pH neutro (6,5-

7), pudiendo formarse dímeros, tetrámeros, hexámeros o formas más asociadas de CMP, 

dependiendo del tipo de sal y de su concentración. Estas formas asociadas del CMP se 

autoensamblan posteriormente electrostáticamente al acidificarse con HCl (pH < 4,5). 

Elevadas concentraciones de sales (por ejemplo una relación de 4 milimoles de NaCl/g de 

CMP o igual o superior a 1,2 milimoles de CaCl2/g de CMP) producen una disminución de 

la velocidad de autoensamblaje del CMP o pueden suprimirla, posiblemente por excesiva 

neutralización de las cargas necesarias para que ocurran las interacciones electrostáticas. 

No obstante, los ensayos de reversibilidad del autoensamblaje en presencia de CaCl2 

indican que el CMP se asocia hidrofóbicamente formando un tetrámero resistente a 

ulteriores cambios de pH. 

 

El mecanismo de autoensamblaje del CMP por debajo de pH 4,5 propuesto a temperatura 

ambiente en la Figura I.47 es también válido a mayores temperaturas. El tratamiento 
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térmico aumentaría la velocidad del primer paso del autoensamblaje descripto en la Figura 

I.47 mediado por interacciones hidrofóbicas ya que éstas se ven favorecidas a altas 

temperaturas (Bryant y McClements, 1998). Más adelante se discutirá el efecto de la 

temperatura en la gelificación del CMP.  
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Introducción al Capítulo II: 

 

Una de las propiedades funcionales más importantes de las proteínas es la gelificación, que 

se define como un fenómeno de agregación ordenada en el cual fuerzas atractivas y 

repulsivas están balanceadas de modo de obtener una matriz o red proteica capaz de retener 

una gran cantidad de agua (Clark, 1991; Hermansson, 1979). La gelificación proteica 

puede ser promovida por calentamiento, cambios en el pH (Britten y Giroux, 2001), 

presencia de sales (por ejemplo adición de iones Ca+2) (Hongsprabhas y Barbut, 1996), 

hidrólisis enzimática moderada (Ju, Otte, Zakora y Qvist, 1997; Otte, Schumacher, Ipsen, 

Ju y Qvist, 1999) o altas presiones (He y Ruan, 2009).  

 

La gelificación de proteínas globulares, de gran importancia para la industria alimentaria, 

ha sido extensamente estudiada, especialmente la de -lg (Durand, Christophe Gimel y 

Nicolai, 2002). Las proteínas globulares se desnaturalizan con el calentamiento y 

generalmente este proceso conduce a la agregación y eventualmente, si la concentración de 

proteína es suficiente a la formación de un gel. En la Figura II.1  se representa 

esquemáticamente el proceso típico de gelificación de una proteína globular en el cual la 

proteína sufre una desnaturalización parcial (PD), luego se agrega con otras moléculas 

desnaturalizadas (PD)n y finalmente se forma la estructura gelificada primaria, al llegar al 

punto de gel (Foegeding y Hamann, 1992).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.1.  Esquema del proceso de gelificación de una proteína globular, involucrando la desnaturalización 
y la agregación proteica. 
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La secuencia de eventos que tienen lugar durante el proceso de gelificación pueden ser 

separados en aquellos que ocurren en la fase fluida (sol) y aquellos que se producen en la 

fase sólida (gel) (Figura II.1 ). La línea divisoria entre tales eventos es el punto de gel, 

donde el sistema líquido se transforma en sólido. El punto de gel se define como el 

momento en el cual se forma en la muestra una red infinita (Stading y Hermansson, 1990). 

La estructura primaria del gel, así como su desarrollo posterior, es resultado de los 

procesos de desnaturalización/agregación.  

 

Durante el calentamiento pueden liberarse los grupos SH- internos y se promueve la 

formación o intercambio de iones disulfuro entre moléculas vecinas, lo que lleva a la 

formación de agregados. El calentamiento además favorece las interacciones hidrofóbicas 

ya que también se activan grupos hidrófobos antes ocultos en el interior de la molécula 

proteica. La formación de la red tridimensional final implica también enlaces puente 

hidrógeno que se favorecen durante el enfriamiento. 

 

Stading y Hermansson (1990) sugirieron que las velocidades relativas de los procesos de 

desnaturalización y agregación durante el calentamiento juegan un papel determinante en 

la estructura del gel. A medida que la etapa de agregación sea más lenta con respecto a la 

de desnaturalización, los polipéptidos desdoblados se podrán orientar más fácilmente antes 

de la agregación, favoreciendo la formación de un gel más ordenado y homogéneo, muy 

elástico, transparente y estable a la sinéresis. Los geles formados por partículas proteicas 

agregadas groseramente, serán opacos, poco elásticos e inestables y propensos a la 

sinéresis. Estos geles estarían formados mayoritariamente por enlaces hidrófobos entre 

moléculas proteicas, expuestos durante el calentamiento y formados antes que pudiera 

darse un ordenamiento de los polipéptidos para formar los enlaces disulfuros con las 

moléculas vecinas. De este modo se formarían los agregados por medio de enlaces 

covalentes en sitios menos específicos, y daría lugar a agregados más grandes que luego 

formarían una red tridimensional. 

 

Desde el punto de vista microestructural se pueden encontrar varios tipos de geles 

proteicos. Se pueden clasificar básicamente en geles formados por una red de filamentos 

finos y geles agregados o particulados (Pilosof, 2000). Así, los geles de filamentos finos 
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están formados por una asociación ordenada de moléculas de proteína y el grosor de los 

filamentos es muy pequeño de tal forma que estos geles son transparentes. Mientras que 

los geles agregados se forman a partir de una agregación desordenada, son opacos y tienen 

menor capacidad de retención de agua. 

 

Existen básicamente dos teorías para describir la gelificación: la teoría de Flory–

Stockmayer (1953; 1974), y la teoría de la percolación atribuida a De Gennes (1979). 

Según el modelo de Flory–Stockmayer, la gelificación es un evento súbito que ocurre 

cuando es alcanzado un cierto grado de entrecruzamiento entre el polímero, valor crítico 

llamado punto gel, en el cual la viscosidad diverge a infinito. En la teoría de la percolación 

se asume que los monómeros forman agregados pequeños y que en un cierto punto se llega 

al punto gel en el cual los agregados se entrecruzan (Pilosof, 2000). 

La esencia del proceso de gelificación es sin duda el punto de gel, es decir, el punto donde 

ocurre la transformación de líquido a sólido. Esto indica que las propiedades que 

caracterizan esta transición son fundamentalmente mecánicas. Pero el método para 

determinarlas debe cumplir ciertos requerimientos: la medición debe ser muy rápida, no 

debe perturbar al sistema fuera del rango de respuesta lineal, debe proveer magnitudes 

físicas objetivas e indicadoras de las característica de la red formada y con una base teórica 

(Pilosof, 2000). La reometría oscilatoria  permite evaluar las características del sistema aún 

líquido en el que van creciendo los agregados proteicos, determinar el punto de gel y 

evaluar las propiedades del sistema gelificado, es decir, realizar un seguimiento de la 

dinámica de gelificación.  

 

Por lo general, hace falta aplicar más de una metodología para caracterizar a los geles 

adecuadamente. Previamente al punto de gel se utilizan técnicas como dispersión dinámica 

de luz (DLS), cromatografía líquida (HPLC), electroforesis o cromatografía de exclusión 

(SEC) que permiten medir la evolución del tamaño de los agregados.  

 

La transición de una estructura viscosa (sol) a una viscoelástica (gel) durante el 

calentamiento puede ser monitoreada por reología dinámica como el punto de cruce entre 

el módulo viscoso (G” ) y el elástico (G’), momento en el cual el ángulo de desfasaje es de 

45º y la tan δ = G” / G’ es igual a 1. Según las condiciones de calentamiento, puede 
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determinarse el tiempo de gelificación a una temperatura constante de calentamiento 

(usualmente por arriba de la temperatura de desnaturalización de la proteína) o la 

temperatura de transición, si se registra la variación de los parámetros durante por ejemplo 

una rampa a una baja velocidad de calentamiento.  

 

Todo lo mencionado hasta aquí es con respecto al proceso de gelificación de proteínas 

globulares; sin embargo, el CMP no es una proteína globular por lo que su proceso de 

gelificación es una excepción. La propiedad de gelificar en frío del CMP, mostrada en esta 

tesis, es una propiedad no común y con alto potencial para la industria alimentaria. 

 

En la leche, las caseínas están presentes como grandes agregados entre 50 y 300 nm  

conocidos como micelas. Cada micela contiene diferentes moléculas de caseína: s1-, s2-, 

- y -caseína, esta última casi esclusivamente localizada en la superficie de la micela. Su 

parte C-terminal, que corresponde al CMP, es muy hidrofílica y ofrece a la micela 

estabilidad (van Vliet, Lakemond y Visschers, 2004). Las s1-, s2- y - caseínas son 

insolubles en presencia de iones calcio. En contraste, la  -caseína de la cual se origina el 

CMP es insensible a los iones calcio y juega un importante rol en mantener la estabilidad y 

solubilidad de la estructura micelar (Creamer, Plowman, Liddell, Smith y Hill, 1998).  

 

Objetivo del Capítulo II: 

 

El objetivo de este capítulo fue evaluar el efecto de variables como el pH, concentración de 

CMP, tiempo, temperatura, tipo de ácido usado en ajustar el pH y presencia de CaCl2 en el 

proceso de gelificación del CMP y en las características de los geles formados.  
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II.1 Gelificación del CMP a temperatura ambiente. 

 

Como se mencionó en la Sección I.3, las soluciones de CMP en condiciones ácidas (pH < 

4,5) gelificaron con el tiempo a temperatura ambiente debido al proceso espontáneo de 

autoensamblaje. Se evaluó el tiempo de gelificación de las soluciones de CMP a 

temperatura ambiente mediante el ensayo de “tilting” que permite en forma sencilla y 

rápida estimar los tiempos de gelificación de proteínas (Baeza, 2003). Como se muestra en 

la Figura II.2 , la velocidad de gelificación, Vtil, calculada como la inversa del tiempo de 

gelificación obtenido por el ensayo de “tilting”, 1/ttil, mostró una fuerte relación con la 

velocidad de autoensamblaje del CMP, k, a temperatura ambiente (Sección I.3) que se 

incrementó a medida que el pH disminuyó desde 4,0 a 3,0, dado que la gelificación del 

CMP se produce por su autoensamblaje.  

3,0 3,5 4,03,0 3,5 4,0

10

20

30

40

 

 V
el

o
ci

da
d

 d
e

 a
u

to
e

n
sa

m
b

la
je

 (
k)

 . 
1

03

4.03.5

pH

3.0

 

V
e

lo
ci

d
ad

 d
e

 g
e

lif
ic

a
ci

ó
n

 (
1

/t til
) 

. 1
03

 
 

Figura II.2  () Velocidad de autoensamblaje, k,  obtenida mediante DLS y  () velocidad de gelificación 

obtenida mediante “tilting test” en función del pH para una solución de CMP D (5% p/p).  

El pH fue ajustado con HCl. Temperatura: 25 ºC.  
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Figura II.3.  Tiempo de gelificación (ttil) a 25 ºC en función de la concentración de CMP D (3-10%). 

El pH fue ajustado con HCl a los siguientes valores: 3,0 (□); 3,5 (○) y 4,0 (∆).  

Las barras representan el desvío estándar (n=3). 

 

En la Figura II.3  se muestra el efecto de la concentración de CMP  entre 3 y 10% (p/p) en 

los tiempos de gelificación obtenidos por el ensayo de “tilting test”, ttil, a temperatura 

ambiente para diferentes valores de pH (3,0; 3,5 y 4,0). La concentración mínima necesaria 

para la gelificación del CMP dependió del pH. A pH 3,0 y 3,5 el CMP gelificó a 

concentraciones tan bajas como 3% (p/p), sin embargo los tiempos necesarios para la 

gelificación fueron tan largos como 150-370 horas. Las soluciones a esta misma 

concentración a pH 4,0 no gelificaron,  aunque se observó un precipitado en el tiempo (21 

días). Tampoco gelificaron las soluciones a valores de pH ≥ 4,5 ni siquiera para 

concentraciones tan altas como 40% (p/p) lo cual está de acuerdo con el hecho que por 
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encima de pH 4,5 no ocurren interacciones electrostáticas (modelo de la Figura I.47). Para 

concentraciones superiores a 7 - 8% (p/p) el tiempo de gelificación se acortó (< 50 horas) y 

se redujo ligeramente con un posterior incremento de la concentración. 

 

Pocos estudios se encontraron en la literatura con respecto a la gelificación del CMP. De 

nuestro conocimiento, la única referencia a la gelificación a temperatura ambiente del 

CMP es de Gault y Fauquant (1992). Estos autores observaron que soluciones de CMP al 

15% (p/p) a pH 4,0 gelificaron espontáneamente a temperatura ambiente. Wang (2007) 

mencionó que el CMP forma un gel bajo condiciones ácidas (pH < 4) por calentamiento. 

Hiroshi y Kawasaki (2001) patentaron una aplicación del CMP como gelificante debajo de 

pH 5,0 y concentraciones entre 0,1 y 10% (p/p), sin embargo no hay información 

disponible al respecto. Burton y Skudder (1987) afirmaron en una patente que soluciones 

de CMP a 9,3% (p/p) gelificaron a pH 4,5 y 20 ºC, lo que no concuerda con el presente 

estudio ya que en ese pH no se observó gelificación. Estas diferencias pueden atribuirse a 

los diferentes grados de pureza del CMP. 
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Figura II.4.  Tiempo de gelificación obtenido mediante el ensayo del “tilting test” (ttil) a pH 3,5 en función 

de la temperatura para concentraciones de CMP D al 10 () y  12 %(p/p) ().  El pH fue ajustado con HCl. 

Las barras representan el desvío estándar (n= 3 o 4). 
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II.2 Gelificación del CMP por calentamiento. 

 

La Figura II.4  muestra el efecto de la temperatura en el tiempo necesario para formar un 

gel (determinado por el método de “tilting”) a pH 3,5 a altas concentraciones (10 y 12% 

p/p). El incremento de la temperatura desde 25 a 50 ºC decreció drásticamente el tiempo de 

gelificación de las soluciones de CMP desde 150-180 min a 10-30 min. Sin embargo, un 

posterior incremento de la temperatura más allá de los 50-60 ºC sólo lo redujo ligeramente.  

Por lo tanto, se eligió la temperatura de 70 ºC para realizar ensayos posteriores.  

 

La Figura II.5  muestra  los tiempos de gelificación obtenidos por el “tilting test” a 70 ºC 

en función de la concentración de CMP (5 al 12% p/p) para diferentes valores de pH entre 

2,0 y 3,5. El tiempo necesario para gelificar se redujo ampliamente con el aumento de la 

concentración, la disminución más importante se obtuvo con el incremento de la 

concentración hasta un 8-10% (p/p). Este comportamiento fue semejante al encontrado a 

25 ºC. Del mismo modo, los tiempos de gelificación obtenidos para pH 3,5 fueron 

superiores que a los otros valores de pH. Si se comparan las Figuras II.3 y II.5  se 

evidencia el efecto de la temperatura en la reducción de la velocidad de gelificación; 

mientras que a 25 ºC los tiempos de gelificación fueron de horas, a 70 ºC fueron de 

minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.5.  Tiempo de gelificación (ttil) a 70 ºC en función de la concentración de CMP D. El pH fue 

ajustado con HCl a los siguientes valores: 2,0 (); 2,5 (); 3,0 () y 3,5 (). 

Las barras representan el desvío estándar (n= 3 o 4). 
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II.2.1 Energía de activación (Ea). 

 

Como se ha mostrado en la Sección I.5, al aumentar la temperatura aumenta la velocidad 

de autoensamblaje del CMP, debido a que las interacciones hidrofóbicas se ven 

favorecidas con la temperatura (Bryant y McClements, 1998).  

 

Se determinaron las energías de activación correspondientes a la gelificación del CMP 

mediante la ecuación de Arrhenius (Ecuación II.1) de la misma manera que fue realizado 

por Baeza, Gugliotta y Pilosof (2003) para geles de -lg. 

 




 
RT

Ea
AV Ttil exp)(                                                                                     (Ecuación II.1)         

 

Donde Vtil es la velocidad de gelificación obtenida por el método de “tilting” que se 

expresó como la inversa del tiempo de gelificación (ttil), Ea es la energía de activación 

involucrada en la formación del gel, A es el factor pre-exponencial, R es la constante 

universal de los gases (8,314 J K-1 mol-1) y T es la temperatura absoluta (K). 

 

El ln Vtil  se graficó en función de 1/T para soluciones de CMP al 12% (p/p) a diferentes 

valores de pH (Figura II.6 A ). Las gráficas mostraron un comportamiento tipo Arrhenius 

entre 25 y 60-70ºC, y un quiebre a partir de esa temperatura. Aumentos ulteriores de 

temperatura no modificaron la velocidad de gelificación. Por medio de una regresión lineal 

se calculó la pendiente de las rectas obtenidas, Ea/R (R2 > 0,8260).  

 

La Figura II.6 B  muestra como el pH afectó a la Ea involucrada en la gelificación del 

CMP. La Ea presentó un valor máximo (aproximadamente 61 kJ/mol) a pH 3,0 - 3,5 y fue 

aproximadamente 50 kJ/mol a pH 2,0 y 2,5. Un experimento similar realizado por Baeza, 

et al. (2003) para una mezcla de 6% (p/p) de -lg y 0,5% (p/p) de alginato de 

propilénglicol a pH 6,0 arrojó una energía de activación de aproximadamente 161 kJ/mol, 

un valor dos veces superior al obtenido para la gelificación del CMP. Esto indicaría que la 
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gelificación del CMP está mucho menos afectada por la temperatura que la de una proteína 

globular típica como es la -lg.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.6. A) Gráficos de Arrhenius para las velocidades de  gelificación (Vtil) de soluciones de CMP D al 

12% p/p, para los siguientes valores de pH ajustados con HCl: 2,0 (); 2,5 (); 3,0 ()  y  3,5 (). 

B) Energía de activación en función del pH. Letras diferentes indican diferencia significativa a P < 0,05. 

Las barras representan el desvío estándar de la regresión. 

 

El mecanismo de gelificación del CMP es diferente al de otras proteínas. En general, las 

proteínas globulares gelifican por calor lo cual incluye una etapa de desnaturalización que 
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conlleva en primer lugar interacciones hidrofóbicas y luego interacciones por uniones 

covalentes (S-S) irreversibles. En cambio, el CMP presenta un mecanismo de gelificación 

por autoensamblado (Figura I.47) que no involucra desnaturalización ni la formación de 

uniones covalentes por la ausencia de aminoácidos azufrados; posiblemente sea este el 

motivo de una baja Ea. 

 

II.2.2 Dinámica de gelificación. 

 

Con el propósito de investigar el efecto de la temperatura en la dinámica de gelificación 

por reología dinámica, se registró la evolución de G’ y G’’ . Las soluciones se calentaron 

rápidamente (para simular el “tilting test”) desde 25 ºC hasta la temperatura final del 

ensayo (entre 40 y 90 ºC). Debido a la alta velocidad de calentamiento, puede considerarse 

que la gelificación ocurrió a temperatura constante. Por lo tanto, los tratamientos pueden 

considerarse isotérmicos. Luego de 30 min de calentamiento, los geles se enfriaron a 25 ºC 

en 10 minutos. No pudieron obtenerse los reogramas correspondientes a la gelificación del 

CMP a temperaturas inferiores a 40 ºC a pH 3,0 e inferiores a 50 ºC a pH 3,5 porque el 

tiempo necesario para la gelificación fue superior a 30 minutos (duración del ensayo).  

 

Cuando se evaluó la Ea de la gelificación mediante la velocidad de gelificación obtenida 

por reología dinámica (1/tgel) donde tgel corresponde al tiempo de cruce entre G’ y G’’, a 

pH 3,0 y 3,5 por la Ecuación II.1 se obtuvieron valores para la Ea de 45  11 y 52  18 

kJ/mol (entre 25 y 70 ºC), estando estos en el orden de los mostrados en la Figura II.6 B . 

 

La Figura II.7  muestra la dinámica de gelificación por calentamiento a 70 ºC de 

soluciones de CMP al 12% (p/p) en diferentes condiciones de pH (entre 2,0 y 3,5). Se 

estudió especialmente esa temperatura por el máximo efecto en la velocidad de 

gelificación. Es de destacar que en los sistemas a pH 3,0 y más marcadamente a pH 3,5 son 

dos los puntos de gel que se observaron, tgel y tgel2. Este comportamiento inusual puede ser 

descripto como la existencia, en este rango de pH, de dos diferentes estructuras que 

gelifican a diferentes tiempos, como se discutirá más adelante. 
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Figura II.7.  Evolución de G’ (■) y G’’ (○) durante la gelificación por calentamiento de soluciones de CMP 

D  (12% p/p) a  diferentes valores de pH ajustado con HCl. Se presenta también el perfil de temperatura (―). 

 

0 10 20 30 40
0.1

1

10

100

1000

10000

100000

1000000

0

10

20

30

40

50

60

70

80

tgel=1,5 min

T
G´

G´́

pH 2,0

G
´o

G
´´

(P
a)

T
em

p
eratu

ra
 (ºC

)

0 10 20 30 40
0.1

1

10

100

1000

10000

100000

1000000

0

10

20

30

40

50

60

70

80

tgel= 2,0 min

T
G´

G´́

pH 2,5

G
´o

G
´´

(P
a)

T
em

p
eratu

ra
 (ºC

)

0 10 20 30 40
0.1

1

10

100

1000

10000

100000

1000000

0

10

20

30

40

50

60

70

80

tgel=2,6 min

T

G´

G´́

pH 3,0

tgel2=5,0 min

G
´o

G
´´

(P
a)

T
em

p
eratu

ra
 (ºC

)

0 10 20 30 40
0.1

1

10

100

1000

10000

100000

1000000

0

10

20

30

40

50

60

70

80

tgel=2,6 min

T

G´

G´́

tgel2=9,8 min

pH 3,5

Tiempo (min)

G
´o

G
´´

(P
a)

T
em

p
era

tu
ra (ºC

)



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP)  y su  impacto en la gelificación y espumado 

 

 
 

143

La Figura II.8  muestra la dependencia del tiempo de gelificación a 70 ºC, tgel, con el pH 

para diferentes concentraciones de CMP. Para cada concentración analizada, tgel no 

dependió significativamente del pH (P > 0,05), como fue mostrado en los reogramas 

correspondientes a una concentración de 12% (p/p) de CMP en la Figura II.7 . El tgel  

disminuyó al aumentar la concentración de CMP desde 5 al 10% (p/p) pero no hubo 

diferencias entre los tgel (≈ β,5 min) correspondientes a las concentraciones de CMP de 10 

y 12% (p/p) (P > 0,05). Esto concuerda con lo observado a 25 ºC (Figura II.3 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.8.  Dependencia de tgel (obtenido por reología dinámica) con el pH para geles de CMP D  formados 

a 70 ºC a concentraciones entre 5 y 12% (p/p). El ajuste de pH se realizó con HCl. Para cada gráfico, letras 

diferentes indican diferencia significativa a P < 0,05. Las barras representan el desvío estándar (n = 2 o 3). 
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Es de notar que en el periodo de enfriamiento, G’ no sufrió un posterior incremento 

(Figura II.7 ) como ocurre típicamente en los geles de proteínas globulares. El incremento 

de G’ con el enfriamiento está relacionado con el fortalecimiento de las estructuras por la 

formación de uniones puente hidrógeno que se promueven por las bajas temperaturas 

(Bryant y McClements, 1998). Esto revela que las uniones puente hidrógeno no 

predominarían en la consolidación de las estructuras gelificadas de CMP.  Las estructuras 

asociadas de CMP observadas por DLS durante el calentamiento también permanecieron 

estables durante el período de enfriamiento (Figura I.25) lo cual coincide con lo observado 

aquí en los ensayos de reología dinámica. El valor plateau de G’ obtenido en el período de 

enfriamiento se denominó G’max. Las Figura II.9  muestran como los valores de G’max se 

incrementaron con el crecimiento del pH hacia 3,5. Conforme aumentó la  concentración 

de CMP también lo hizo G’max, sin embargo los valores obtenidos para 10 y 12% (p/p) 

fueron similares.  
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Figura II.9.  G’max obtenido durante la gelificación por calentamiento a 70 ºC de soluciones de CMP D  en 

función del pH. Las concentraciones del CMP fueron las siguientes: 5 (), 8 (), 10 ( ) y  12% (p/p) (). 

El pH fue ajustado con HCl. Las barras representan el desvío estándar (n = 2 o 3) 
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La dependencia del módulo de almacenamiento, G’, con la concentración da información 

de la eficiencia de la gelificación y de la estructura de la red (Avanza, Puppo y Añón, 

2005; Renkema y van Vliet, 2004) y puede ser aproximada a una función doble logarítmica 

según la Ecuación II.2 (Clark, 1992; Puyol, Pérez y Horne, 2001).  

 

G’= K C a                                                                                                        (Ecuación II.2) 

 

donde, K es la constante de proporcionalidad, C es la concentración y a, el exponente de la 

función exponencial, índice que refleja la naturaleza del comportamiento de la asociación y 

la estructura de la red (Clark, 1992).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.10. Dependencia de G’max con la concentración de CMP D para geles formados a 70 ºC a pH:  

2,0 (); 2,5 (); 3,0 () y 3,5 () ajustados con HCl. La flecha marca el cambio de pendiente. 

Las barras representan el desvío estándar (n = 2 o 3). 

 

Se graficó el logaritmo de los valores de G’max en función del logaritmo de la 

concentración para los diferentes valores de pH (Figura II.10) . Como era esperado, G’max  

se incrementó con la concentración de CMP, pero a partir de 10% (p/p) alcanzó el valor 

máximo y se mantuvo prácticamente constante. Normalmente para geles de proteínas 
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típicas, se espera que el valor plateau de G’, varíe continuamente con la concentración 

(Clark, 1992; Ross-Murphy, 2007). Las muestras, de diferentes valores de pH, dieron 

rectas cuyas pendientes, a, presentaron valores entre 3,3 y 4,3 (R2 > 0,97) hasta una 

concentración de 10% (p/p). Como se mostró en la Figura II.9 , G’max aumentó con el 

incremento del pH hacia 3,5. Un efecto similar se observó para la pendiente a, cuyo valor 

aumentó ligeramente con el crecimiento del pH hacia 3,5. 

 

Un parámetro frecuentemente evaluado para caracterizar la evolución de los sistemas 

durante la gelificación, es la tangente del ángulo de desfasaje  (tan ). La tan  representa 

la viscoelasticidad relativa del gel (G’’/G’ ) (Aguilera, Xiong y Kinsella, 1993). La tan  es 

considerada un indicador de la organización estructural del material. Valores de tan 

indican un predominio del comportamiento viscoso, mientras que valores de tan 

indican predominio del comportamiento elástico, típico de los geles.  

 

En la Figura II.11  se muestra en forma comparativa la evolución de tan   con el tiempo 

durante la gelificación del CMP (12% p/p) a 70 ºC a diferentes valores de pH. En todos los 

casos tan  disminuyó con el tiempo de calentamiento, y los valores finalmente se 

estabilizaron sin observarse posteriores cambios durante el periodo de enfriamiento lo que 

indicaría el completo desarrollo de la estructura del gel. El tiempo necesario para lograr la 

misma tan  fue mayor para pH 3,5 (20 min aproximadamente) en comparación con pH 

3,0 (8 min) o pH 2,0 (5 min), tendencia similar a la observada al estudiar tgel. Es decir, el 

desarrollo de la estructura del gel es más rápido a medida que el pH decrece entre 3,5 y 

2,0. 
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Figura II.11.  Evolución de tan   durante la gelificación a 70 ºC de CMP D (12% p/p) para los siguientes 

valores de pH ajustado con HCl: A) 2,0, B) 2,5, C) 3,0 y D) 3,5.  

Se presenta también el perfil de temperatura (―). 
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La Figura II.12  muestra el efecto de la temperatura sobre el valor de G’max para la 

gelificación de soluciones de CMP a pH 3,0 y 3,5. El incremento de la temperatura hasta 

70 - 80 ºC aumentó rápidamente el valor de G’max, sin embargo, el calentamiento más allá 

de los 80 ºC disminuyó su valor. En general los valores de G’max fueron superiores a pH 3,5 

para el rango de temperatura estudiado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.12. G’ máx de geles de CMP D  en función la temperatura de gelificación para los siguientes valores 

de pH: 3 (○)  y  3,5 (■). Concentración de CMP: A) 8 y B) 12% (p/p). 

El ajuste de pH se realizó con HCl. Las barras representan el desvío estándar (n = 2 o 3). 
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El análisis detallado de la evolución de tan  para diferentes temperaturas de calentamiento 

a  pH 3,0 y 3,5 (Figura II.13 ), mostró que tan  disminuye más rápidamente a medida que 

aumenta la temperatura. Al incrementarse la temperatura, la gelificación se produce 

rápidamente debido a la alta velocidad de autoensamblaje del CMP. Este comportamiento 

se ve reflejado en la rápida disminución de tan  con el tiempo y los valores más bajos 

alcanzados a estas temperaturas (≈ 0,0γ). Es posible que el valor bajo de G’max  a 

temperaturas inferiores a 50 ºC mostrado en la Figura II.12  esté relacionado con la falta de 

desarrollo de la estructura final del gel durante el tiempo del ensayo, tal como se observa 

en la Figura II.13  en la que tan  no alcanza un valor de equilibrio en el tiempo del 

ensayo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.13.  Evolución de tan   durante la gelificación de CMP D (12% p/p) para los siguientes valores de 

pH ajustados con HCl: A) 3,0 y B) 3,5. Temperaturas de gelificación: 40 (), 50 (▼) y  60 ºC (). 
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En la Figura II.14  se muestran los valores de tan  en el equilibrio (obtenidos como la 

media de al menos 5 valores al final del periodo de enfriamiento) en función del pH y la 

concentración de CMP (entre 5 y 12% p/p) cuando la gelificación del CMP fue realizada a 

70 ºC. Los geles de CMP presentaron valores de tan  muy bajos (inferiores a 0,05), 

revelando que son primariamente elásticos. Un análisis de varianza para la variable 

dependiente tan δ mediante dos factores, pH y concentración de CMP mostró que la 

concentración de CMP no afectó a la tan δ (P > 0,05), sin embargo, el  pH sí la afectó 

significativamente (P < 0,05). La Figura II.14  muestra gráficamente como los valores de 

tan  disminuyeron ligeramente con el incremento del pH hacia 3,5. A pH 3,5 la estructura 

de los geles se forma más lentamente pero poseen mayor G’max y menor tan 
 


Figura II.14.  Tan   en el equilibrio en función del pH (obtenida durante el período de enfriamiento luego 

del calentamiento a 70 ºC) para diferentes concentraciones de CMP: 5 (□); 8 (○); 10 (∆)  y 12% (p/p) (). El 

pH fue ajustado con HCl. Las barras representan el desvío estándar (n=2 o 3). 
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II.2.3 Propiedades de los geles 

 

El barrido de frecuencia de un gel puede proveer información acerca de la estructura de los 

mismos. En la Figura II.15 se observan los barridos de frecuencia (o espectros mecánicos) 

de los geles de CMP obtenidos a diferentes condiciones de pH y a 70 ºC, luego de ser 

enfriados a 25 ºC. Para las frecuencias de oscilación ensayadas, G’ fue siempre superior a 

G’’. Ambos módulos, G’ y G’’ , fueron independientes de la frecuencia, espectro 

característico de un gel verdadero (Ross-Murphy, 1995). Una pendiente plana de G’ en 

relación a la frecuencia de oscilación es indicativa de un gel fuerte y elástico (Rocha, 

Teixeira, Hilliou, Sampaio y Gonçalves, 2009), y se cumple la Ecuación II.3 (Stading y 

Hermansson, 1990): 

 

ln G’ = n ln f + K                                                                                            (Ecuación II.3) 

 

donde: G’ es el módulo de almacenamiento,  f es la frecuencia, n es la pendiente de la recta 

y K una constante.  

 

Para geles fuertes, la pendiente n es igual a cero, mientras que para geles débiles n > 0 

(Stading y Hermansson, 1990). El valor de la pendiente n también ha sido relacionado con 

el grado de agregación física en geles de -lg (Baeza, 2003). En general, la pendiente n 

presenta valores bajos para geles proteicos (Rocha et al., 2009). La Figura II.15  muestra 

los valores de n obtenidos a partir de la Ecuación II.3 para cada pH, los cuales variaron 

entre 0,014 y 0,023 indicando la predominancia de la naturaleza elástica. Estos valores 

fueron menores que los reportados, por ejemplo, para -lg, entre 0,35 y 0,60 a pH entre 2,0 

y 9,0 (Stading y Hermansson, 1990) y concentrado de suero lácteo, 0,28 (pH 3,75); 0,14 

(pH 4,2) y 0,25 (pH 7,0) (Yamul y Lupano, 2005). Los resultados mostraron que el pH no 

influyó significativamente en el valor de la pendiente n.  
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Figura II.15. Variación de G’ (), G’’ () y tan(▲) de geles de CMP D  (12% p/p) obtenidos a 70 ºC 

con la frecuencia de oscilación. El ajuste de pH se realizó con HCl. 

La temperatura de medición fue 25 ºC. Las barras representan el desvío estándar (n = 2 o 3). 

0.1 1 10
1

10

100

1000

10000

100000

1000000

0.01

0.1

1

pH 2,5

n = 0,023  0,004 R2= 0,776

G
´ 

o
 G

´´
 (

P
a

)
ta

n

0.1 1 10
1

10

100

1000

10000

100000

1000000

0.01

0.1

1

pH 2,0

n = 0,020  0,001  R2=0,986

G
´ 

o
 G

´´
 (

P
a

)
ta

n

0.1 1 10
1

10

100

1000

10000

100000

1000000

0.01

0.1

1

pH 3,0

n = 0,014  0,002 R2=0,828

G
´ 

o
 G

´´
 (

P
a)

tan

0.1 1 10
1

10

100

1000

10000

100000

1000000

0.01

0.1

1

pH 3,5

n = 0,017  0,004 R2=0,724

F recuencia (Hz)

G
´ 

o
r 

G
´´

 (
P

a)
ta

n



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP)  y su  impacto en la gelificación y espumado 

 

 
 

153

 

 

La viscosidad compleja, η*, es un indicador de la resistencia total del gel al esfuerzo de 

corte (Yamul y Lupano, 2005). Este parámetro decreció linealmente con la frecuencia de 

oscilación en todos los pH ensayados (Figura II.16 ), tendencia característica de geles 

fuertes (Puppo y Añón, 1998; Ross-Murphy, 1995). Este comportamiento es revelador de 

arreglos inter e intramoleculares permanentes entre las moléculas de proteínas globulares 

(Chronakis, 1996; Puppo y Añón, 1998). La misma Figura II.16  muestra que η* aumentó 

con el pH hacia 3,5, demostrando que la fuerza de las uniones involucradas en la 

formación del gel está relacionada con el pH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.16. Variación de η* con la frecuencia de oscilación de geles de CMP D  (12% p/p) obtenidos a 70 

ºC y enfriados a 25 ºC. El ajuste de pH se realizó con HCl a los siguientes valores: (●) γ,5; (○) γ,0; (□) 2,5 y 

(■) 2,0. Las barras representan el desvío estándar (n = 2 o 3). 

 

La Figura II.17  muestra el barrido de frecuencia de un gel (12% p/p) formado a 40 ºC y 

pH 3,0 y posteriormente enfriado a 25 ºC. En este caso, el espectro mecánico mostró que 

G’’  creció ligeramente a frecuencias de oscilación altas, alcanzando finalmente al valor de 
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G’ mostrando que, en el tiempo del ensayo (30 min), no se formó un gel verdadero a baja 

temperatura de calentamiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.17. Variación de G’ (■)  y G’’ (□) con la frecuencia de oscilación de geles de CMP D al 12% p/p) 

obtenidos a 40 ºC. El pH se ajustó a 3,0 con HCl. La temperatura de medición fue 25 ºC. Las barras 

representan el desvío estándar (n = 2 o 3). 

 

 

La Figura II.18 muestra la formación bajo calentamiento de una matriz tridimensional 

estable aún a una concentración tan baja del 5% (p/p). El barrido de frecuencia de un gel de 

CMP al 5% (p/p) a pH 3,0 formado a 70 ºC y posteriormente enfriados a 25 ºC indica que 

G’ fue superior a G’’  en todo el rango de frecuencia de oscilación con un comportamiento 

de gel. En general, para los geles proteicos se espera que a bajas concentraciones de 

proteína no se obtenga un gel verdadero. Por ejemplo, los geles de aislado proteico de soja 

presentaron un comportamiento de gel a partir de una concentración del 14% (p/p) a pH 

7,0 (Puppo y Añón, 1998) y la -lg a partir de una concentración de 10% (p/p) también a 

pH neutro (Ould Eleya y Turgeon, 2000). Los resultados demostraron que para la 

formación de un gel verdadero a temperaturas menores a 60 ºC es más importante utilizar 

tiempos largos que aumentar la concentración de CMP. 
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Figura II.18. Variación de G’ (símbolos cerrados), G’’ (símbolos abiertos) con la frecuencia de oscilación de 

geles de CMP D  (5% p/p) obtenidos a 70 ºC. El pH se ajustó a 3,0 con HCl. 

La temperatura de medición fue 25 ºC. Las barras representan el desvío estándar (n = 2 o 3). 

 

 

 

 
 

Figura II.19. Geles de de CMP D (12% p/p) formados a diferentes temperaturas de gelificación A) 25 ºC y 

B) 70 ºC y diferentes valores de pH entre 2,0 y 4,0. El pH fue ajustado con HCl. 
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Figura II.20.  Propiedades de textura de los geles de CMP D (12% p/p) obtenidos a diferentes temperaturas a 

pH 3,0. (A) Dureza, (B) cohesividad (■) y elasticidad () y (C) adhesividad de los geles en función de la 

temperatura. El pH fue ajustado con HCl. Las barras representan el desvío estándar (n= 4). 
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pH 2,0, independientemente de la temperatura en la que se formaron. La opacidad de los 

geles refleja el tamaño de los agregados que conforman la estructura del gel (Stading y 

Hermansson, 1990). Al disminuir el pH, los agregados que constituyen la matriz gelificada 

tendrían menor tamaño generando mayor transparencia. Además, ninguno de los geles 

obtenidos fueron desmoldables. 

 

Un análisis detallado del impacto de la temperatura de gelificación en las propiedades de 

textura de los geles de CMP se realizó para pH 3,0 (Figura II.20 ). La dureza de los geles 

fue extremadamente baja como también la cohesividad, propiedad característica de los 

geles que no se autosoportan (Baeza et al., 2003). No se encontraron diferencias 

significativas (P > 0,5) en la dureza y la cohesividad cuando la temperatura fue superior a 

40 ºC (Figuras II.20 A y B). Los geles formados a temperatura ambiente fueron 

ligeramente más duros (Figura II.20 A ). Cuando los geles de CMP se forman a bajas 

temperaturas (entre 25 y 50 ºC) es necesario mucho tiempo para el desarrollo del gel como 

fue mostrado anteriormente. Es posible que en estos largos tiempos de gelificación se 

produzca una deshidratación no deseada en el gel (a pesar de prevenirse con un cerrado 

hermético) y sea este el motivo de los mayores valores de dureza de los geles obtenidos a 

25 ºC. La elasticidad presentó valores altos (≈ 0,95) independientemente de la temperatura 

(Figura II.20 B). La adhesividad de los geles fue muy alta y aumentó con la temperatura 

de calentamiento desde -63 a -234 N (Figura II.20 C). 

 

Los ensayos de perfil de textura revelaron diferencias entre los geles de CMP debido al pH. 

En la Figura II.21 A se observa que la dureza de los geles fue muy baja en todos los casos 

y como fue antes dicho, los geles formados a 70 ºC presentaron menor dureza que los 

formados a 25 ºC. La dureza de los geles se incrementó con el pH hacia 3,5; estos 

resultados se correlacionan con los obtenidos por reología dinámica. Tanto la dureza de los 

geles como G ḿax aumentaron con el pH (Figura II.9 ). La cohesividad de los geles de 

CMP fue muy baja y disminuyó aún más al aumentar el pH, presentando un 

comportamiento inverso a la dureza (Figura II.21 B).  
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Figura II.21. Propiedades de textura de los geles de CMP D (12% p/p) en función del pH ajustado con HCl. 

(A) Dureza y (B) cohesividad  de los geles formados a 25 () y 70 ºC ().  

Las barras representan el desvío estándar (n = 4). 

 

La Figura II.22 A  muestra la evolución de la dureza de los geles formados a 25 ºC a pH 

3,0 y 3,5 en función de la concentración de CMP. La dureza de los geles se incrementó con 

la concentración de CMP, pero el aumento de la concentración más allá del 10% (p/p) no 

la afectó significativamente (P > 0,5). Estos resultados coincidieron con los obtenidos por 

reología dinámica que mostraron que no hay grandes diferencias en las propiedades 

viscoelásticas si la concentración de CMP supera el 10% (p/p) (Figura II.10 ). La 

concentración del péptido no influyó en la cohesividad de los geles, evidenciando que no 
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son autosoportables aún a altas concentraciones (Figura II.22 B). La elasticidad de los 

geles no varió con la concentración de CMP, ni con el pH, ni con la temperatura de 

formación y su valor fue cercano a 0,95 (datos no mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.22. Propiedades de textura de los geles de CMP D en función de la concentración. (A) Dureza y 

(B) cohesividad de geles de CMP D obtenidos a 25 ºC y  pH  3,0 () y 3,5 (). Las barras representan el 

desvío estándar (n= 4). El pH fue ajustado con HCl. 
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II.3 Reversibilidad por pH de los geles de CMP formados con HCl. 

 

Se analizó si los geles de CMP formados a pH por debajo de 4,5 tanto a temperatura 

ambiente como por calentamiento (70 ºC) son reversibles con un cambio de pH, por 

ejemplo, ajustando nuevamente el pH a 7,0 mediante un ensayo de reversibilidad similar al 

realizado anteriormente por DLS (Figura I.20). Para este fin, los geles de CMP (12% p/p) 

obtenidos a diferentes valores de pH con HCl se diluyeron 1:5 con agua Milli-Q ultrapura 

y el pH fue ajustado a 7,0. Las muestras fueron totalmente transparentes y no se 

observaron precipitados. Las distribuciones de tamaño de partícula por intensidad (Figura 

II.23 A, izquierda) para las soluciones de los geles de CMP formados a 25 y 70 ºC 

mostraron dos poblaciones, siendo predominante la correspondiente al primer pico, con un 

valor máximo de 3,6 nm  (dímeros) salvo cuando la gelificación fue realizada a 25 ºC a pH 

2,0 y 2,5 donde presentó un valor de 4,2 nm (dímeros / trímeros). Las poblaciones de gran 

tamaño (superiores a 100 nm) fueron despreciables como puede apreciarse en los gráficos 

de distribución de tamaños de partícula por volumen (Figura II.23 A, derecha).  

 

En la Figura II.23 B se incluyó la distribución de tamaño de partícula de la solución 

inicial de CMP a pH 7,0. Las soluciones originales a pH 7,0 no fueron afectadas por el 

tratamiento térmico y el primer pico presentó un valor máximo de 2,1 nm, que 

correspondió a la especie monomérica del CMP.  

 

Se puede concluir que las muestras gelificadas no revirtieron a la forma monomérica 

correspondiendo las formas asociadas principalmente a dímeros (3,6 nm). Además el pH y 

la temperatura en la que se formó el gel no afectaron a la reversibilidad por pH de los 

mismos. Estos resultados coinciden con lo resultados hallados en el Capítulo I, lo cual es 

esperable dado que los geles de CMP se forman debido al autoensamblado del mismo en el 

tiempo. 
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Figura II.23.  A) Distribución de tamaños de partículas por intensidad (izquierda) y volumen (derecha) a pH 

7,0 y 25 °C para diluciones (1:5) de geles de CMP D (12% p/p). La gelificación fue realizada a 25 (símbolos 

abiertos) y 70 ºC (símbolos cerrados). El pH del gel fue ajustado con HCl: 2,0 (□); β,5 (◊); γ,0 () y 3,5 (∆). 

B) Distribución de tamaños de partículas de la solución original diluida (1:5) a pH 7,0 a 25 ºC (○) y 

previamente calentada a 70 ºC (●). 
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II.4 Efecto de los ácidos orgánicos en la gelificación del CMP. 

 

II.4.1 Efecto del ácido cítrico. 

 

El proceso de gelificación del CMP a pH a 3,5 con ácido cítrico fue más rápido que con 

HCl. Por ejemplo, a 70 ºC, el tiempo de gelificación mediante el ensayo de “tilting” de 

soluciones de 12% (p/p) de CMP ajustadas con ácido cítrico fue 6,1 ± 0,2 min, valor 60% 

menor al obtenido cuando el ajuste de pH se realizó con HCl (15,4 ± 2,5 min).  

 

En la Figura II.24  se muestra la evolución del proceso de gelificación del CMP (12 % p/p) 

por reología dinámica cuando el ajuste de pH fue realizado con ácido cítrico a pH 3,5. En 

este caso la mínima temperatura en la que se logró gelificar en el tiempo del ensayos (30 

min de calentamiento) fue 40 ºC. En cambio, cuando el ajuste de pH se realizó con HCl fue 

50 ºC. 
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Figura II.24. Evolución de G’ (■) y G’’  (○) durante la gelificación isotérmica a diferentes temperaturas de 

soluciones de CMP D (12% p/p) a pH 3,5. El ajuste de pH se realizó con ácido cítrico. 

Se presenta también el perfil de temperatura (―). 
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Se hallaron dos puntos de gel a 60 ºC, pero a las otras temperaturas de gelificación, tgel2 no 

fue evidente (Figura II.24 ). Resultados similares fueron obtenidos para una concentración 

de CMP del 8% (p/p), en este caso, los dos puntos de gel se encontraron a 70 ºC (datos no 

mostrados).  

 

Se estimó la energía de activación correspondiente a la formación de la estructura primaria 

de los geles mediante la ecuación de Arrhenius (Ecuación II.1) expresando la velocidad de 

gelificación como la inversa de tgel  obtenidos de la Figura II.24 . El gráfico de Arrhenius 

se muestra en la Figura II.25.  El valor de Ea fue aproximadamente 24 kJ/mol, la mitad de 

la Ea obtenida cuando el pH se ajustó con HCl (≈52 kJ) (Sección II.2.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.25. Gráfico de Arrhenius para la velocidad de gelificación, Vgel,, (del primer punto de gel) 

de CMP D (12% p/p). El ajuste de pH a 3,5 se realizó con ácido cítrico. 

 

La dinámica de gelificación mostró que en todos los casos, tan disminuyó con el tiempo 

de calentamiento. No se observó una completa estabilización de tan  cuando el 

calentamiento se realizó a 40 ºC. Por otro lado, tan  alcanzó el equilibrio (≈ 0,0γ) para las 

temperaturas de calentamiento superiores a 50 ºC (datos no mostrados).  
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La Figura II.26  muestra la relación entre G ḿax y la temperatura de calentamiento. G ḿax 

aumentó desde 100 a 79000 Pa con la temperatura hasta 80 ºC, y disminuyó a 39000 Pa 

para los geles calentados a 90 ºC. Este comportamiento fue similar para los geles ajustados 

con HCl al mismo pH (Figura II.12 B), sin embargo en ese caso el valor máximo se 

obtuvo a 70 ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.26. G’ máx de geles de CMP D  (12% p/p) en función la temperatura de gelificación.  

El pH fue ajustado a 3,5 con ácido cítrico. 

 

Los barridos de frecuencia de los geles de CMP obtenidos a 40 y 50 ºC mediante el ajuste 

de pH con ácido cítrico se muestran en la Figura II.27 . Cuando la gelificación se realizó a 

40 ºC (Figura II.27 A ), G  ́fue independiente de la frecuencia. Sin embargo, a frecuencias 

altas, G´  ́igualó a G  ́con un comportamiento similar al obtenido ajustando el pH con HCl 

a 50 ºC. En este caso, la tan  aumentó con la frecuencia. Por otro lado, la Figura II.27 B  

muestra que a 50 ºC, los barridos de frecuencia obtenidos correspondieron a geles 

verdaderos donde G ,́ G´  ́y tan  fueron independientes de la frecuencia de oscilación. Es 

decir, por debajo de 50 ºC en el tiempo de ensayo en el reómetro no se conformó un gel 

verdadero. 
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Figura II.27. Variación de G’ (■), G’’ (□) y tan   () con la frecuencia de oscilación de geles de CMP D 

(12% p/p) formados a A) 40 y B) 50 ºC y luego enfriados a 25 ºC. El pH fue ajustado a 3,5 con ácido cítrico. 
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formados con HCl. La adhesividad de los geles fue menor a los obtenidos con HCl y 

aumentó con la concentración de CMP desde -2 hasta -11 N (Figura II.28 D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.28. A) Dureza, (B) elasticidad, (C) cohesividad y (D) adhesividad de los geles obtenidos a 25 ºC en 

función de la concentración de CMP. El pH fue ajustado a 3,5 con ácido cítrico. 

Las barras representan el desvío estándar (n= 4). 

 

II.4.2 Efecto del ácido láctico. 

 

En la Figura II.29  se muestra la evolución de la gelificación del CMP cuando el pH fue 

ajustado a 3,5 con ácido láctico. En este caso, fueron evidentes dos puntos de gel para 

todas las temperaturas, tgel y tgel2, en forma similar a la gelificación realizada con HCl. 

Excepcionalmente a 80 ºC solo se encontró un punto de gel. 
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Tan disminuyó con el tiempo de calentamiento y no se observó su completa 

estabilización durante el ensayo (30 min) cuando el calentamiento se realizó a temperaturas 

≤ 50 ºC. Por otro lado, tan  alcanzó el equilibrio (≈ 0,0γ) para las temperaturas de 

calentamiento superiores a 60 ºC cuando la gelificación se realizó con ácido láctico (datos 

no mostrados). 
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Figura II.29. Evolución de G’ (■) y G’’  (○) durante la gelificación a diferentes temperaturas de soluciones 

de CMP D (12% p/p) a pH 3,5. El ajuste de pH se realizó con ácido láctico. 

Se presenta también el perfil de temperatura (―). 

 

La Figura II.30  muestra el gráfico de Arrhenius correspondiente a las velocidades del 

primer punto de gel. La Ea presentó un valor bajo (17,3  6 kJ/mol) similar al obtenido con  

ácido cítrico ( 24  6,5 kJ/mol respectivamente) y menor que con HCl (52  18 kJ/mol). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.30. Gráfico de Arrhenius para la velocidad de gelificación, Vgel,, (del primer punto de gel) 

de CMP D (12% p/p). El ajuste de pH a 3,5 se realizó con ácido láctico. 
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G ḿax aumentó desde 200 a 48000 Pa con la temperatura hasta 80ºC, y disminuyó a 7000 

Pa para los geles calentados a 90 ºC (Figura II.31) . Los valores obtenidos para G´max con 

ácido láctico fueron mucho menores que los hallados ajustando con los otros ácidos. 
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Figura II.31. G’ máx de geles de CMP D  (12% p/p) en función la temperatura de gelificación. 

El pH fue ajustado a 3,5 con ácido láctico. 

 

La Figura II.32  muestra la dependencia de G ,́ G´  ́y tan  con la frecuencia a 25 ºC para 

geles de CMP formados a 40 ºC con el pH ajustado a 3,5 con ácido láctico. En este caso, a 

baja temperatura de formación del gel (40 ºC) se observó que G  ́ y G´  ́ fueron 

independientes de la frecuencia de oscilación, evidenciando un gel verdadero a diferencia 

de los geles formados a esta temperatura pero con ácido cítrico o HCl. 

 

La apariencia visual de los geles de CMP obtenidos a 25 ºC con ácido láctico se muestra en 

la Figura II.33 A . Los geles fueron de una coloración más blanquecina que los obtenidos 

con el ajuste de pH con HCl o ácido cítrico. Los geles presentaron una dureza 

extremadamente baja inferior a 0,7 N, con mucha dispersión de los datos (no mostrados), 

mucho menor que los geles cuyo pH fue ajustado con HCl o ácido cítrico (≈ 4 N). Sin 

embargo, la cohesividad y la elasticidad fueron similares (< 0,2 y > 0,9 respectivamente). 



Autoensamblaje del caseinomacropéptido (CMP)  y su  impacto en la gelificación y espumado 

 

 
 

172

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.32. Variación de G’ (■), G’’ (□) y tan  () con la frecuencia de oscilación de geles de 

CMP (12% p/p) formados a 40 ºC y luego enfriados a 25 ºC. El pH fue ajustado a 3,5 con ácido láctico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.33. (A) Apariencia de los geles de CMP (8 y 12% p/p) obtenidos a 25 ºC cuyo pH fue ajustado a 

3,5 con ácido láctico,  B) cohesividad y C) elasticidad de los geles.  

Las barras representan el desvío estándar (n= 2). 
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II.4.3 Efecto del ácido acético. 

 

Únicamente fue posible obtener el reograma correspondiente a la gelificación del CMP 

(12% p/p) con el pH ajustado a 3,5 con ácido acético cuya temperatura de calentamiento 

fue 70 ºC (Figura II.34 A ). En este caso se observa un muy largo tiempo de gelificación 

(30 minutos). Se puede observar que luego de tgel, G  ́ creció y decreció durante el 

enfriamiento, con un comportamiento muy diferente a las dinámicas de gelificación 

anteriormente vistas. El barrido de frecuencia del gel mostró que a altas frecuencias, G´  ́

superó a G  ́confirmando que no se formó un gel verdadero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.34. A) Evolución de G’ (■) y G’’  (○) durante la gelificación isotérmica a 70 ºC de soluciones de 

CMP D (12% p/p) a pH 3,5 ajustado con ácido acético. Se presenta también el perfil de temperatura (―). 

B) Variación de G’ (■), G’’ (□) y tan  () con la frecuencia de oscilación del gel obtenido. 
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II.4.4 Análisis del impacto de los diferentes ácidos 

 

La mayoría de los estudios realizados sobre la gelificación de proteínas utilizan HCl para 

bajar el pH, sin embargo algunos emplearon ácido láctico, fosfórico, cítrico y tartárico 

(Resch, Daubert y Foegeding, 2005). Entender la influencia de los diferentes acidulantes 

en la gelificación del CMP permitiría la correcta selección del acidulante que provea la 

mejor funcionalidad y atributos sensoriales (Resch et al., 2005). La Tabla II.1  muestra las 

propiedades de los diferentes ácidos utilizados en el estudio de gelificación del CMP a pH 

3,5.  

 

Tabla II.1 : Propiedades de ácidos utilizados en este estudio 

Acidulante Fórmula Peso molecular (g/mol) pKa1 pKa2 pKa3 
Ác. clorhídrico HCl 36,46 -6,61   

Ác. cítrico C6H8O7 192,12 3,13 4,76 6,4 
Ác. láctico C3H6O3 90,08 3,86   
Ác. acético C2H4O2 60,0 4,8   

 

 

Los resultados mostrados anteriormente indicaron que la selección del acidulante tiene un 

gran impacto en la velocidad de gelificación y las propiedades de los geles de CMP donde 

se mostró que el tipo de ácido utilizado para ajustar el pH a 3,5 influyó en la velocidad de 

autoensamblaje, k, a temperatura ambiente. El pH 3,5 está dentro de los pKa 

correspondientes a los ácidos cítrico y láctico, 3,13 y 3,86 respectivamente (Tabla II.1 ), 

por lo tanto, en el equilibrio para estos ácidos se encuentran especies tanto protonadas 

como cargadas negativamente. La velocidad de gelificación presentó una tendencia similar 

a los resultados obtenidos por DLS de la Sección I.3. El mayor efecto sobre las 

velocidades de autoensamblaje y gelificación lo presentó el ácido cítrico, seguido por el 

ácido clorhídrico y el ácido láctico. La menor velocidad de autoensamblaje la presentó el 

ácido acético. El tipo de ácido utilizado en ajustar el pH a 3,5 en los geles de CMP afectó a 

las energías de activación determinadas en el siguiente orden: ácido láctico (17  6 kJ/mol) 

= ácido cítrico (24  6 kJ/mol) < HCl (52  18 kJ/mol). Las propiedades texturales de los 

geles de CMP fueron similares cuando el ajuste de pH se realizó con HCl y ácido cítrico. 

Los geles ajustados con ácido láctico presentaron menor caráter elástico y dureza. Las 

soluciones de CMP ajustadas con ácido acético no gelificaron. Es posible que los 
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diferentes ácidos utilizados para ajustar el pH de las soluciones de CMP en este trabajo 

produzcan la hidrólisis de los grupos glicosilados, especialmente a altas temperaturas de 

calentamiento. Este efecto sería mayor para el ácido acético que para los otros ácidos 

utilizados, evidenciado en la baja velocidad de gelificación y la disminución de G  ́con el 

tiempo. Tanto el pH, el tipo de ácido y la temperatura jugarían una importante influencia 

en la estabilidad de los grupos glicosilados a la hidrólisis ácida. 

 

En la bibliografía se reporta que la hidrólisis del NeuNAc de las glicoproteínas depende del 

tipo de ácido, su concentración y la temperatura empleada, como también de la estabilidad 

del NeuNAc liberado. En todas estas técnicas de deglicosilación se emplearon bajas 

concentraciones de ácidos y altas temperaturas. Allevi, Femia, Costa, Cazzola y Anastasia 

(2008) utilizaron 2 mM de ácido acético a 80 ºC durante una hora de hidrólisis para extraer 

ácido siálico de suero fetal bovino (410 mg/L de proteína). Fernando y Woonton (2010) 

utilizaron 25 mM de ácido sulfúrico a 80 ºC para extraer el acido siálico de CMP (1 

mg/ml) determinando un tiempo máximo de calentamiento de 180 minutos. Karamanos, 

Wikström, Antonopoulos y Hjerpe, (1990) hidrolizaron durante dos horas a 80 ºC el ácido 

siálico de diferentes glicoproteínas con 25 mM de HCl. Recientemente, Siegert, Tolkach y 

Kulozik (2012), demostraron que la estabilidad del gCMP está fuertemente influenciada 

por el pH. Cuando el pH decreció desde 7,0 a 2,0, se produce la hidrólisis de los glicanos 

aún a 4 ºC (luego de 12 días de almacenamiento) y el efecto mínimo en la desestabilización 

se encontró a pH neutro. 

 

En conclusión, desde el punto de vista de las propiedades de los geles no sería 

recomendable la utilización de ácido láctico y menos aún de ácido acético. 

 

II.5 Gelificación del CMP en presencia de CaCl2. 

 

La Figura II.35 muestra los reogramas correspondientes a la gelificación de soluciones de 

CMP al 10% (p/p) en presencia de 0,2 M CaCl2, que corresponde a una relación de 2,0 

milimoles de CaCl2/g de CMP, a pH 3,0 y 3,5. A pH 3,0 se encontró un solo punto de gel y 

a pH 3,5 dos puntos de gel, tgel y tgel2. El primer punto de gel, correspondiente al cruce entre 
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G’ y G’’  para los pH 3,0 y 3,5 fue aproximadamente 4 min, un valor similar al obtenido 

para las soluciones de CMP solo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.35.  Evolución de G’ (■) y G”  (○) de soluciones CMP D  (10 % p/p) en presencia de 0,2 M de 

CaCl2 durante el calentamiento a 70ºC a diferentes valores de pH.  

Se representa también el perfil de temperatura (—). 

 

 

En la Figura II.36  se puede observar, que en forma similar a lo encontrado para las 

soluciones de CMP solo, el valor de G’max aumentó con el crecimiento del pH hacia 3,5 

(desde 17400 a 54900 Pa). Además estos valores no difirieron de los obtenidos para 

soluciones de CMP solo a la misma concentración de 10% (p/p).  
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Figura II.36. G’ máx de geles de CMP D (10% p/p) en función del pH. Sin CaCl2 (○) y  en presencia de 0,2 M 

de CaCl2 (■). El ajuste de pH se realizó con HCl. Las barras representan el desvío estándar (n = 2). 

 

A todos los pH estudiados, la tan  evolucionó hasta alcanzar un valor constante. La media 

de los últimos 5 valores de tan  obtenidos del periodo de enfriamiento se presentan en la 

Figura II.37  para los geles de CMP al 10% (p/p) solo y en presencia de 0,2 M de CaCl2. 

Los resultados mostraron que tan  disminuyó con el aumento del pH hacia 3,5, sin 

embargo los geles con CaCl2 presentaron en general valores ligeramente más altos (< 0,08) 

en comparación a los valores obtenidos para los geles de CMP solo (< 0,05). Estos 

resultados muestran que la viscoelasticidad relativa de los geles de CMP fue ligeramente 

afectada tanto por el pH como por la presencia de CaCl2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.37. Tan  en el equilibrio obtenida durante el período de enfriamiento en función del pH de geles 

de CMP D (10% p/p) obtenidos a 70 ºC. A) Sin CaCl2, B) En presencia de 0,2 M de CaCl2.  

Las barras representan el desvío estándar (n = 5). 
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Los barridos de frecuencia de los geles de CMP en presencia de 0,2 M CaCl2 mostraron en 

todos los casos que el valor de G’ fue superior al de G’’  en todo el rango de frecuencia 

aplicada (Figura II.38 ), mostrando la formación de geles verdaderos. En la misma Figura 

se indica la dependencia con la frecuencia, n, calculada mediante la Ecuación II.3. Los 

valores de n obtenidos fueron muy bajos, del orden de 10-2, indicando la predominancia de 

la naturaleza elástica y decrecieron ligeramente al aumentar el pH hacia 3,5. El valor de n 

puede relacionarse con el tamaño de los agregados formados en la matriz que en este caso 

disminuyó ligeramente con el crecimiento del pH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.38. Variación de G’ (■) y G’’ (○) con la frecuencia de oscilación de geles de CMP D (10% p/p) en 

presencia de 0,2 M de CaCl2 obtenidos a 70 ºC y enfriados a 25 ºC  

a diferentes valores de pH ajustado con HCl. 

 

La Figura II.39 muestra el aspecto de los geles de CMP al 12% (p/p) a pH 3,5 preparados 

con diferentes concentraciones de CaCl2 (0 a 0,25 M) a 25 y 70ºC. La transparencia de los 

geles aumentó con el agregado de CaCl2 en concentraciones superiores a 0,10 M que 
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corresponde a una relación de 0,83 milimoles de CaCl2/ g de CMP. La apariencia de los 

geles también estaría relacionada con el tamaño de los agregados, siendo éstos más 

pequeños al aumentar la concentración de CaCl2 a pH 3,5. La coloración del gel no fue 

afectada por la temperatura de calentamiento como fue mostrado para los geles de solo 

CMP (Figura II.19 ).  

 

 
 

Figura II.39. Aspecto de los geles de CMP D (12% p/p) obtenidos a 25 y 70 ºC y diferentes concentraciones 

de CaCl2 a pH 3,5. El pH fue ajustado con HCl. 

 

En la Sección I.7.1 se mostró que a pH 7,0 y a 25 ºC, condición en la cual prevalece la 

especie monomérica del CMP por la fuerte repulsión electrostática entre las moléculas, el 

agregado de CaCl2 en concentraciones superiores a una relación de 1,2 milimoles de 

CaCl2/g de CMP permitió, aunque muy lentamente, el autoensamblaje con el tiempo. 

Debido a esto resultó interesante evaluar la posibilidad de que ocurra gelificación a pH 7,0 

bajo calentamiento en presencia de CaCl2 y efectivamente, a 70 ºC fue posible determinar 

un punto de gel en esas condiciones de pH. La Figura II.40 A  muestra las evolución de G’ 

y G’’ para una solución de CMP al 10% (p/p) a pH 7,0 con 0,2 M de CaCl2 (2 milimoles de 

CaCl2/g de CMP), en función del tiempo de calentamiento a 70 ºC. El tiempo de 

gelificación fue 3,6 min, pero el valor de G’max fue muy bajo 18,2 ± 0,8 Pa, en 
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comparación a los valores obtenidos para la misma solución a pH ácidos (entre 17400 y 

55000 Pa). El valor de tan fue 0,272 ± 0,007, un valor también muy superior en 

comparación con los obtenidos a pH ácido (menores a 0,03). La estructura formada fue 

transparente y muy blanda al tacto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.40. A) Evolución de G’ (■) y G”  (○) de soluciones CMP D  (10 % p/p) con 0,2 M de CaCl2 

durante el calentamiento a pH 7,0. Se representa también el perfil de temperatura (—). 

B) Barrido de frecuencia a 25 ºC de los geles obtenidos en A): G’ (■), G’’ (□) y tan δ (∆). 

 

La Figura II.40 B  muestra el barrido de frecuencias del gel obtenido a pH 7,0. Se observó 

que G’ creció ligeramente con la frecuencia de oscilación pero G’’ superó G’ a frecuencias 

altas. La tan también creciócon la frecuencia de oscilación pasando de 0,2 a 1,6. Este 

comportamiento es típico de un pseudogel (Puppo y Añón, 1998). El espectro mecánico 
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indica que a pH 7,0 se formó una matriz muy débil con el agregado de CaCl2. No obstante 

este comportamiento es muy diferente al observado previamente en ausencia de calcio 

donde el CMP a pH 7,0 mantiene su forma monomérica aún bajo calentamiento y a altas 

concentraciones. 

 

 
 

Figura II.41.  Aspecto de las diluciones (1:5) a pH 7,0 de  los geles de la Figura II.40 . 

 

II.5.1 Reversibilidad por pH de los geles. 

 

Se realizó un ensayo de reversibilidad de los geles de CMP (12% p/p) en presencia de 

diferentes concentraciones de CaCl2 agregado a pH 3,5 y obtenidos a dos temperaturas de 

gelificación 25 y 70 ºC. El ensayo fue similar al realizado en la Sección II.3. Los geles se 

diluyeron 1:5 y el pH se ajustó a 7,0 para la medición por DLS. Se observó un ligero 

enturbiamiento de las soluciones al aumentar la concentración de CaCl2 agregado (Figura 

II.41), debido a que a pH neutro el CMP interacciona con el calcio como fue mostrado 

anteriormente. 

 

Las Figuras II.42 y II.43 muestran las distribuciones de tamaños de partículas por 

intensidad y volumen respectivamente de estas diluciones. En ninguno de los casos 

estudiados, la temperatura en la que se realizó la gelificación influyó en las distribuciones 

de tamaño de partículas. Como fue dicho anteriormente, las soluciones de CMP gelificado 

sin agregado de CaCl2 mostraron dos poblaciones (Figura II.42, 0 M CaCl2) dónde la 

primera fue predominante según la distribución de tamaños de partícula por volumen 

(Figura II.43, 0 M CaCl2) correspondiendo a un diámetro hidrodinámico de 3,6 nm  

(dímeros de CMP) como fue anteriormente dicho. 
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Figura II.42. Distribución de tamaños de partículas por intensidad a pH 7,0 de diluciones (1:5) de los geles 

de la Figura II.39 . Temperatura de gelificación: 25 (□) y 70 ºC (○). También se muestra la distribución de 

tamaños de partículas de la solución original  (sin gelificar) diluida (1:5) a pH 7 (■). 
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Figura II.43. Distribución de tamaños de partículas por volumen a pH 7,0 de diluciones (1:5) de los geles de 

la Figura II.39 . Temperatura de gelificación: 25 (□) y 70 ºC (○). También se muestra la distribución de 

tamaños de partículas de la solución original  (sin gelificar) diluida (1:5) a pH 7 (■). 
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Como se mostró en la Sección I.7.1, la presencia de CaCl2 en la solución de CMP sin 

gelificar a pH 7,0 produjo un corrimiento en la posición del máximo d(H) del pico 

predominante (Figura II.42 ) desde 2,3 nm (CMP solo) hasta 4,2-4,9 nm que 

correspondería a tetrámeros de CMP que prevalecerían junto a otras estructuras asociadas 

como dímeros, trímeros, hexámeros, etc., pero no se encontraría el monómero de CMP. La 

intensidad del primer pico disminuyó con el aumento de la concentración de CaCl2, por la 

formación de estructuras de tamaños mayores de aproximadamente 100 nm. En las 

distribuciones de tamaño de partículas tanto de intensidad como volumen en presencia de 

0,2 M de CaCl2 (1,7 milimoles de CaCl2/g de CMP) o superior, ya no se observa el pico de 

menor tamaño. En cuanto a los geles formados con CaCl2, los resultados mostraron que 

todos revirtieron a la estructura tetramérica predominante en presencia de calcio tal cual se 

mostró en la Sección I.7.3. 

 

A fin de comprobar si la obtención de tetrámeros en el ensayo de reversibilidad era un 

efecto específico para los geles formados en presencia de CaCl2, se realizó el mismo 

experimento pero esta vez para los geles de CMP en presencia de 0,05 M NaCl (relación 

de 0,4 milimoles NaCl/g de CMP) (Figura II.44 ). Los resultados mostraron aquí también 

la formación de una estructura tetramérica (4,2 nm) que no fue posible revertir por los 

cambios de pH de igual manera que con los geles formados con CaCl2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.44. Distribución de tamaños de partículas por volumen a pH 7,0 de diluciones (1:5) de los geles de 

CMP D (12% p/p) en presencia de 0,05 M NaCl a pH 3,5. Temperatura de gelificación: 70 ºC.  
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II.6. Modelo de gelificación del CMP 

 

La Figura II.45  muestra cual sería el mecanismo de gelificación del CMP en presencia de 

HCl tanto a temperatura ambiente como por calentamiento. La gelificación del CMP 

ocurre como consecuencia de su autoensamblaje que involucra dos etapas. La primera 

etapa mediada por interacciones hidrofóbicas en la que se forman dímeros, los cuales son 

estables a posteriores cambios de pH.  En una segunda etapa, los dímeros se unen a través 

de interacciones electrostáticas y forman geles con el tiempo. El incremento de la 

temperatura favorecería el primer paso del autoensamblaje que involucraría interacciones 

hidrofóbicas, aumentando la velocidad de gelificación.  

 

 

 

Figura II.45. Mecanismo general  de la gelificación del CMP en presencia de HCl. 

Símbolos: (CMP)M: monómeros de CMP, (CMP)D: dímeros de CMP, [(CMP)D]n: polímeros de CMP (gel). 

 

La segunda etapa en la gelificación del CMP se produce mediante interacciones 

electrostáticas reversibles a los cambios de pH, sin embargo, el pH regula las propiedades 

elásticas del gel porque afecta el estado eléctrico de las diferentes fracciones de CMP (las 

variantes A y B de CMP sin glicosilar y glicosiladas) en diferentes formas, conduciendo a 

un autoensamblado por interacciones electrostáticas fuertes o débiles dependiendo del pH, 

determinando así las características del gel según se explica en la Figura II.46  que muestra 

los estados eléctricos de los dímeros que se podrían formar por interacciones hidrofóbicas 
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entre aCMP y gCMP en función del pH. Entre los valores de pH 4,5 y 6,5, todos los 

dímeros posibles (aCMP-aCMP; aCMP-gCMP y gCMP-gCMP) tendrían carga neta 

negativa, que se vería mayormente incrementada con el grado de glicosilación.  

 

 
Figura II.46. Esquema de los posibles estados eléctricos de dímeros de aCMP y gCMP en función del pH. 

Las flechas indican el rango de pH en el cual los dímeros pueden asumir carga positiva. 
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A valores de pH inferiores a 4,5 el aCMP comienza a protonarse y por debajo de pH 4,0 

todo el aCMP está protonado (Kreuß, Strixner y Kulozik, 2009), por lo cual los dímeros de 

aCMP tendrán carga positiva. En cambio los dímeros gCMP-gCMP llegarían al estado 

isoeléctrico a pH 3,15 (Kreuß et al., 2009), por lo cual estarían cargados positivamente 

recién por debajo de ese pH. Una situación intermedia se daría en los dímeros aCMP-

gCMP. Por lo tanto, entre pH 4,0 y 3,15, coexistirán dímeros positivamente cargados que 

contengan aCMP y dímeros negativamente cargados que contengan gCMP que podrían 

interactuar electrostáticamente. 

 

Como se ha dicho previamente aún cuando todos los dímeros lleven una carga positiva 

(por ejemplo a pH inferior a 3,15) aún son posibles interacciones electrostáticas que 

conduzcan a la formación de un gel debido a los grupos glicosilados con ácido siálico (pKa 

2,2) (Kreuß et al., 2009) y/o a los residuos fosfatados (pKa 2,0) (Silva-Hernández, Nakano 

y Ozimek, 2002). Cargas negativas locales en estos residuos podrían interactuar con las 

cargas positivas del péptido. Sin embargo, estas interacciones electrostáticas involucradas 

en el autoensamblaje de los dímeros a pH por debajo de 3,15 serían más débiles 

conduciendo a geles con menor módulo elástico (Figura II.9 ) y menor dureza (Figura 

II.21). Por lo tanto, en el rango de pH de 2,0 - 4,5, el autoensamblaje de los dímeros de 

CMP vía interacciones electrostáticas llevaría a la formación de un gel con el tiempo.  

 

La existencia de dos puntos de gel durante la gelificación del CMP a pH 3,0 y 3,5 (Figura 

II.7 ) también podría explicarse en base a los posibles estados isoeléctricos de los dímeros 

de CMP que involucraría el ensamblaje de dímeros de carga opuesta y de dímeros de 

similar carga positiva por medio de interacciones electrostáticas más débiles.  

 

Por lo dicho anteriormente, es esperable que el autoensamblaje del CMP mediante 

interacciones electrostáticas a pH inferiores a 2,2 (pKa del ácido siálico) esté 

imposibilitado debido a la protonación del mismo. No obstante, al evaluar esto mediante 

un ensayo de gelificación a pH 1,2 y 70 ºC (Figura II.47 A ) se encontró solamente un 

punto de gel a 1,5 min, un valor similar a los obtenidos a los otros valores de pH 

estudiados (2,0 a 3,5). Sin embargo, G’máx alcanzó un valor final de 290 Pa, mucho menor 

que para pH 2,0 (15000 Pa). Además, la tan  fue 0,089, un valor superior a los obtenidos 
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en las otras condiciones de pH a la misma temperatura. En el barrido de frecuencias se 

observó que G’  superó a G’’ en el rango de frecuencia estudiado (Figura II.47 B) salvo a 

altas frecuencias donde se acercaron demostrando la formación de un pseudogel. Estos 

resultados muestran que las interacciones electrostáticas en el CMP son posibles aún a pH 

muy bajos, pero que estas interacciones son muy débiles. No obstante hay que soslayar la 

posibilidad de deglicosilación a estos bajos valores de pH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.47. A) Evolución de G’ (■) y G’’ (○) durante la gelificación a 70 ºC de CMP D al 12% (p/p) a pH 

1,2 ajustado con HCl. Se presenta también el perfil de temperatura (―).  

B) Barrido de frecuencias a 25 ºC del gel obtenido en A): G’ (■), G’’ (□) y tan δ (∆). 
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Las sales tienen efectos ión-específicos en la conformación de las proteínas y afectan las 

interacciones hidrofóbicas entre los residuos no polares (Chronakis, 1996). Law y Leaver 

(2000) estudiaron el efecto de la incorporación de 30 mM de CaCl2, concentración de 

calcio de la leche fluida, en la desnaturalización de las proteínas -lg y -lac. En este 

estudio, la adición de CaCl2 a la leche fluida antes del tratamiento térmico incrementó 

marcadamente las velocidades de desnaturalización de todas las proteínas del suero, 

exceptuando a las inmunoglobulinas. El CMP, al ser un péptido poco estructurado, no se 

desnaturaliza (Ono, Yada, Yutani y Nakai, 1987), pero el CaCl2 influiría en la disminución 

de su carga global que permitiría la interacción péptido-péptido.  

 

A pH 7,0, muy por encima del pI del CMP, las cargas negativas correspondientes a los 

residuos de Asp, Glu, el residuo C-terminal, de los residuos de ácido siálico y de los 

posibles residuos de Ser fosforilados interactuarían con el catión calcio mediante uniones 

electrostáticas, por lo cual la carga se reduciría facilitando las interacciones hidrofóbicas 

entre las moléculas de CMP (Etapa I de la Figura II.48 ). Los estudios de DLS mostraron 

que las soluciones con muy baja relación de CaCl2/CMP (< 0,2 milimoles/g) a pH 7,0 

presentaron como estructura predominante a la dimérica pero al aumentar la relación de 

CaCl2/CMP (> 0,8 milimoles/g) se forman tetrámeros y a relaciones mayores hexámeros. 

Este efecto no es específico para el calcio ya que cuando se incorpora NaCl (relación de 4 

milimoles/g de CMP) a una solución a pH 7,0 de CMP también se forman tetrámeros. Los 

estudios de reversibilidad mostraron que en presencia de sales el CMP forma un tetrámero 

que es resistente a los cambios de pH por lo cual se infiere que el tetrámero de CMP estaría 

unido hidrofóbicamente. Mikkelsen, Frøkiær, Topp, Bonomi, Iametti, Picariello, Ferranti y 

Barkholt (2005) demostraron la ausencia de uniones covalentes en fracciones tetraméricas 

de CMP insensibles a los cambios de pH aisladas por SEC (cromatografía de exclusión 

molecular). Estos autores sugirieron que tanto las fracciones diméricas como las 

tetraméricas están unidas por uniones hidrofóbicas. 

 

A pH menor a 4,5, los tetrámeros de CMP formados a pH neutro en presencia de CaCl2 o 

NaCl pueden interaccionar electrostáticamente. Un exceso de CaCl2 debilita las 

interacciones electrostáticas, especialmente a pH 3,5 evidenciadas por una mayor 

transparencia y menor dureza del gel (Etapa II de la Figura II.48 ). 
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Figura II.48. Mecanismo general  de la gelificación del CMP en presencia de HCl y sales (NaCl o CaCl2). 

Símbolos: (CMP)M: monómeros de CMP, (CMP)T: tetrámeros de CMP, [(CMP)T]n: polímeros de CMP (gel). 
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Conclusiones  

 

El autoensamblaje del CMP por debajo de pH 4,5 (ajustado con HCl) lleva con el tiempo a 

la formación de geles verdaderos aún a temperatura ambiente. Los geles presentan 

opacidad y el análisis de su textura muestra que son de muy baja dureza y cohesividad (no 

desmoldables) pero son muy elásticos y adhesivos. El aumento de la temperatura 

incrementa la velocidad de gelificación, principalmente hasta los 70 ºC, siendo la Ea de 

50-60 kJ/mol, un valor mucho menor al reportado para proteínas globulares (Baeza et al., 

2003), lo cual indica que la gelificación del CMP es menos afectada por aumentos en la 

temperatura. 

 

El pH en el rango de 2,0 - 3,5 impacta en diferentes aspectos de la gelificación: a mayor 

pH (3,5) los geles se forman más lentamente (mayor tgel, mayor disminución de la tan ) 

pero presentan mayor elasticidad evidenciado por mayores valores de G  ́y menores tan . 

También a medida que aumenta el pH aumenta la dureza y la opacidad de los geles. 

 

A diferencia de las proteínas globulares, es factible obtener geles de CMP aún a bajas 

concentraciones (por ejemplo 3% p/p). La velocidad de gelificación aumenta enormemente 

al aumentar la concentración de CMP hasta aproximadamente el 10% (p/p), luego no se 

modifica significativamente. De la misma manera, las propiedades elásticas de los geles y 

su dureza también aumentan hasta dicha concentración. 

 

En conclusión, el CMP es capaz de formar geles verdaderos a pH en el rango 2,0 - 3,5 en 

presencia de HCl aún a bajas concentraciones (3% p/p) y bajas temperaturas (25 ºC) si el 

tiempo es suficientemente largo. 

 

Los geles de CMP revierten al aumentar el pH a 7,0, aunque no a la forma monomérica 

sino a la dimérica, lo cual es esperable en concordancia al modelo de autoensamblado 

propuesto en el Capítulo I. 
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La utilización de ácidos orgánicos para la reducción del pH impacta en la gelificación del 

CMP. El ácido cítrico produce geles de similares características a los obtenidos con HCl, 

pero en este caso la gelificación es más rápida y menos afectada por la temperatura (menor 

Ea). La gelificación con ácido láctico es más lenta que con ácido cítrico y conduce a geles 

muy blandos. En presencia de ácido acético el CMP no gelifica.  

 

Los geles obtenidos en presencia de CaCl2 o NaCl (pH 3,5) revierten por pH (7,0) a la 

forma tetramérica del CMP, evidenciando que en presencia de sales es la forma tetramérica 

la resistente a los cambios de pH. 
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Capítulo III 

 

Impacto del autoensamblaje del CMP en sus 

propiedades de espumado  
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Introducción al Capítulo III: 

 

Las espumas son sistemas coloidales termodinámicamente inestables, conformados por una 

fase gaseosa dispersa en una matriz continua, líquida o semisólida. Las moléculas proteicas 

tienen grupos hidrófilos e hidrófobos y por lo tanto presentan actividad superficial. Debido 

a su flexibilidad molecular y capacidad de alterar su conformación, pueden difundir, 

adsorberse, reorientarse y asociarse en la interfase aire-agua (Phillips, Whitehead y 

Kinsella, 1994). Por lo tanto, las proteínas contribuyen a la formación como a la  

estabilidad de la estructura en las espumas (Dickinson, 1992; Foegeding, Luck y Davis, 

2006).  

 

Formación de las espumas 

 

En el proceso de formación y estabilización de espumas a partir de una dispersión proteica 

se presenta una paradoja: para ejercer una acción tensioactiva, la proteína tiene que ser 

rápidamente adsorbida (difundir, penetrar, reordenarse) en la interfase, lo que se requiere 

ante todo que sea soluble y flexible, que tenga bajo peso molecular y que posea una 

adecuado balance lipofílico-hidrofílico. El resultado más obvio de la adsorción de 

proteínas en la interfase es la reducción de la tensión superficial. La tensión superficial del 

agua es 72 mN/m a temperatura ambiente y la tensión superficial en equilibrio de una 

solución de proteína concentrada es alrededor de 45 mN/m (Foegeding et al., 2006). Sin 

embargo, más importante que la tensión superficial en equilibrio es la capacidad de la 

proteína de rápidamente disminuir la tensión superficial, que está relacionado con una 

mejora en la espumabilidad. De hecho, la velocidad de adsorción se incrementa con los 

fragmentos de proteína generados durante la hidrólisis, debido a los coeficientes de 

difusión menores de los hidrolizados en comparación con las proteínas intactas (Foegeding 

et al., 2006). 

 

Por otra parte debe crearse una película estable que rodee a la burbuja de gas, con 

determinadas propiedades reológicas (rigidez y viscoelasticidad), para lo cual las 

moléculas de proteína adsorbidas tienen que asociarse entre si para producir una 
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gelificación superficial. Las proteínas deben exhibir estos dos efectos, tensioactividad y 

formación de película, en forma simultánea para lograr espumas estables (Wagner, 2000).  

 

Pueden distinguirse tres procesos de formación de espumas: (I) agitación de una 

determinada cantidad de líquido en una cantidad ilimitada de aire; (II) agitación de una 

mezcla de gas y líquido donde ambos volúmenes están definidos, y (III) generación del gas 

en forma de burbujas. 

 

En los métodos de batido y de agitación (tipo I), el aire es incorporado a la espuma por 

disminución de la presión hidrostática debido a las paletas o la varilla agitadora. Las 

burbujas son inicialmente grandes y se pueden romper por efecto de la fuerza de corte 

(burbujas grandes → elongación → ruptura → burbujas pequeñas). Se requieren 

volúmenes grandes de solución y concentraciones proteicas altas (1 - 40%) (Wagner, 

2000).  

 

En los métodos de burbujeo y de inyección (tipo II) se hace burbujear el gas en una 

disolución de proteína diluida (0,01 – 2% p/v) a través de un dispersor poroso. Las 

burbujas son inicialmente pequeñas, dependiendo su radio medio de la tensión superficial, 

de la densidad del líquido, de la aceleración de la gravedad y del radio del orificio del 

inyector o placa porosa (Wagner, 2000). 

 

Existen dos formas de generar burbujas de gas (tipo III): i) el gas es generado in situ, y 

para que puedan formarse las burbujas el sistema debe estar saturado de gas (por ejemplo 

en la liberación de dióxido de carbono en la producción de pan) o ii) el sistema se 

sobresatura de gas y las burbujas se forman por nucleación heterogénea (por ejemplo en la 

producción de cerveza y en la producción de productos expandidos por extrusión) (Carp, 

2001). 

 

Proceso de desestabilización de las espumas 

 

Si bien la capacidad de formar una espuma es muy importante, la posibilidad de mantener 

esa estructura en el tiempo es una condición crítica para la aplicación de una proteína en 
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una formulación (Kinsella, 1981). El proceso de desestabilización de una espuma es la 

tendencia de la fase gaseosa discontinua a formar una fase continua por aproximación y 

fusión de las burbujas, a fin de alcanzar un área superficial mínima y por consiguiente 

disminuir al mínimo la energía de Gibbs. A este proceso se opone la película proteica 

superficial, que como barrera mecánica es más efectiva cuanto mayores son su viscosidad 

de la fase continua y su rigidez (Wagner, 2000). 

 

Después de la formación de la espuma diversos mecanismos simultánea y sinérgicamente 

conducen a su desestabilización. Existen cuatro mecanismos de desestabilización de las 

espumas: a) drenado de líquido, b) flotación de burbujas, c) desproporción o maduración 

de Ostwald y d) colapso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.1 : A) Película que rodea a una burbuja de aire, lamela y B) tres burbujas adyacentes que definen 

el borde de Plateau. Adaptado de Phillips, Whitehead y Kinsella (1994). 

 

a) Drenado de líquido 

En las espumas  inicialmente formadas las burbujas son esféricas (con presión interna alta) 

y están separadas por una película (lamela) (Figura III.1 A ). En este caso la lamela es 

gruesa con gran cantidad de líquido. Con el transcurso del tiempo, la lamela se angosta y 
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las burbujas de gas se acercan unas a otras y asumen una forma poliédrica. En la Figura 

III.1 B  se puede observar que las burbujas  están dentro de una red de bordes de Plateau, 

los que se forman en una región donde coinciden tres lamelas.  

 

El drenado consiste en la migración del líquido contenido en el líquido interfacial hacia el 

seno de la fase líquida. Dicho drenado ocurre por: a) efecto de la gravedad, b) pasaje de 

líquido desde la región lamelar entre dos burbujas hacia el borde de Plateau situado en la 

intersección de tres burbujas. 

 

El drenaje debido a la gravedad se puede asemejar a un flujo viscoso moviéndose entre dos 

paredes sólidas paralelas. En este proceso de drenaje, el esfuerzo de corte provocado por el 

movimiento del líquido en la lamela de paredes inmóviles es contrarrestado por el 

gradiente de tensión superficial que actúa desde el fondo hacia la parte superior de la 

película. Este gradiente compensa exactamente el peso de la película (Perez, 2011). 

 

El otro mecanismo por el que ocurre el drenado se denomina regeneración marginal, y es 

mucho más efectivo que el provocado simplemente por la gravedad. El efecto global de la 

regeneración marginal es un adelgazamiento de la película líquida. Asumiendo que los 

bordes de Plateau tienen el mismo poder de succión capilar, se demuestra que existe una 

fuerza por unidad de longitud actuando en dirección a la zona gruesa del borde de Plateau. 

Esto se debe a que se produce un incremento de presión (P) mayor en la forma gruesa 

que en la zona delgada del borde de Plateau. La diferencia de presión P dada por la 

ecuación de Laplace (Ecuación III.1), 

  




 
ba RR

P
11 ,                                                                                       (Ecuación III.1) 

 

Donde Ra y Rb son los radios de curvatura del borde de Plateau y de la lamela, 

respectivamente, け es la tensión superficial. Ra > Rb con lo cual hay menor presión en el 

borde de Plateau a la fase continua. 
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Este proceso de regeneración marginal sólo puede tener lugar en las películas líquidas que 

tienen superficies “móviles”. En muchos sistemas estabilizados por proteínas, en los que 

las películas son demasiado rígidas, no se produce la regeneración marginal, por lo tanto, 

el drenaje tiene lugar solo por flujo viscoso (Perez, 2011). 

 

b) Flotación de las burbujas 

Por diferencia de densidad las burbujas de aire ascienden a través de la fase acuosa y ésta 

fluye alrededor de las burbujas. En este mecanismo el movimiento de las burbujas es más 

importante que el del líquido y la velocidad del mismo depende de la ley de Stokes 

(Ecuación III.2): 

 



9

2 2Rg
v  ,                                                                                                      Ecuación III.2 

 

donde g es la aceleración de la gravedad, δ y η son la densidad y la viscosidad de la fase 

continua respectivamente y R es el radio de la burbuja. 

 

c) Desproporción o maduración de Ostwald 

Es el proceso por el cual las burbujas grandes crecen a expensas de las pequeñas por 

difusión del gas a través de la lamela, debido a la diferencia de presión entre ellas (que 

surge también de la aplicación de la Ecuación III.1, donde ahora Ra y Rb son los radios de 

curvatura de la burbuja pequeña y grande respectivamente). La presión dentro de una 

burbuja es inversamente proporcional al radio, y si el gas se difunde es soluble en la fase 

líquida, el gas es transportado desde las burbujas pequeñas hacia las más grandes 

(Stevenson, 2010). Esto conduce a que las burbujas asuman una forma poliédrica por 

compresión de unas contra otras. Las burbujas tri, tetra o pentagonales son muy inestables 

y cambian a hexagonales formando una estructura tipo panal de abejas (Wagner, 2000). 

 

d) Colapso de la espuma 

El colapso consiste en la ruptura de las lamelas, al debilitarse las mismas por disminución 

del espesor. En general se ha observado que este proceso se acelera con el tiempo y que es 

independiente de la altura inicial de la columna de espuma. El drenaje y la ruptura de la 
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espuma son interdependientes, en cuanto que la ruptura aumenta el drenaje y el drenaje 

reduce el grosor y resistencia de las lamelas. Distintos mecanismos han sido propuestos 

para explicar la ruptura de las películas: presencia de partículas hidrofóbicas rígidas 

mayores que el espesor de la película y que contactan dos burbujas o de partículas 

dispersas que desplazan el surfactante y generan ruptura de la película. En películas muy 

delgadas (en el orden de los 10 nm), ocurre una ruptura espontánea, por formación de un 

agujero (para lo cual primero debe incrementarse el área superficial) y es dependiente de la 

tensión superficial y de las propiedades viscoelásticas de la película. Los cambios de 

tamaño de burbuja resultantes de la desproporción, provocan un estrés considerable en las 

espumas poliédricas y esto podría iniciar la ruptura de la lamela (Halling, 1981). 

 

e) Otros mecanismos 

El flujo de líquido provoca un efecto convectivo del surfactante en la subcapa, 

incrementándose su concentración superficial en la dirección al flujo. La formación de un 

gradiente de tensión superficial produce una fuerza que se opone al líquido que fluye, 

fenómeno que se conoce como efecto Gibbs-Marangoni. La movilidad de la interfase y su 

elasticidad son determinantes de la magnitud de este efecto. 

 

Otros factores que influyen tanto en la formación como la estabilidad de las espumas 

proteicas son el pH, la concentración proteica, la presencia de otros componentes (lípidos, 

surfactantes, hidratos de carbono, sales), el tiempo y la temperatura a la que se expone la 

proteína en la interfase y la aplicación de energía mecánica (Baeza, 2003; Carp, 2001).  

 

Propiedades espumantes del CMP 

 

En la bibliografía se encuentran algunos estudios con respecto a las propiedades 

espumantes del CMP (Kreuß, Krause y Kulozik, 2009). Se sabe que el CMP presenta una 

gran capacidad espumante, superior a la -lg  (Marshall, 1991; Thöma-Worringer, Siegert 

y Kulozik, 2007) pero las espumas son muy inestables comparadas con aquellas obtenidas 

con WPI (Thöma-Worringer, Sørensen y López-Fandiño, 2006). Kreuß et al., (2009) 

hallaron un rápido decrecimiento de la tensión superficial tanto para el aCMP como el 

gCMP, que está correlacionado con su alta capacidad espumante.  
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Las interacciones proteína–proteína, el espesor de la película, la presión superficial 

desarrollada y las propiedades viscoelásticas están muy influenciadas por la carga neta de 

la proteína. Las películas formadas a valores de pH cercanos al punto isoeléctrico son más 

condensadas, más fuertes y se forman más rápido (Martinez, Carrera Sánchez, Patino y 

Pilosof, 2009). La formación de uniones disulfuro durante la formación de la película 

también aumenta la estabilidad, aunque en el caso del CMP este efecto no es posible por la 

ausencia de aminoácidos azufrados. La fuerza de las películas proteicas tiende a 

incrementarse con el tiempo, reflejando reordenamientos y el incremento de las 

interacciones entre las moléculas componentes de la película (Kinsella y Phillips, 1989). El 

aumento en la presión superficial con el tiempo está asociado con la adsorción de la 

proteína en la interfase aire–agua. Martinez et al. (2009) estudiaron la presión superficial 

del CMP D para los pH 5 y 7 y encontraron que inicialmente la presión superficial a pH 7 

fue mayor que a pH 5. Sin embargo, en el equilibrio, el CMP mostró mayor presión 

superficial a pH 5 que a pH 7 como resultado de una menor repulsión electrostática a 

medida que el pH se aproxima al pI. Martinez et al. (2009) compararon la presión 

superficial en equilibrio del CMP con la de otras proteínas lácteas a pH neutro y 20 ºC. A 

bajas concentraciones (10-3 % p/p), la presión superficial de equilibrio del CMP fue más 

baja que la de otras proteínas lácteas. A una concentración intermedia (0,5 % p/p), la 

presión superficial del CMP es similar a la de otras proteínas del suero lácteo. Sin 

embargo, a altas concentraciones (2% p/p) la presión superficial de equilibrio del CMP 

tiende a ser más alta que la de otras proteínas del suero (por ejemplo, la く–lg). 

 

Al menos de nuestro conocimiento, no existen estudios sistemáticos sobre el 

comportamiento de espumas de CMP a altas concentraciones y con agregado de sales, 

especialmente sobre el efecto en el espumado por la incorporación de CaCl2. Este estudio 

permitiría un aprovechamiento racional de las potencialidades del CMP para aplicarlo en 

productos aireados. Conocer las características del espumado también permitirá conocer 

los mecanismos de desestabilización de las espumas indeseables formadas, por ejemplo, 

durante el procesamiento industrial del CMP. 
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Objetivo del Capítulo III: 

 

El objetivo de este estudio es interpretar las propiedades de espumado del CMP en base a 

su autoensamblado en solución acuosa, por lo que se analizarán diferentes condiciones de 

concentración, pH, así como el efecto del agregado de NaCl y CaCl2. 
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III. 1 Capacidad espumante del CMP. 

 

III.1.1 Efecto del pH y la concentración. 

 

La capacidad espumante de una proteína refleja su habilidad para incorporar aire en la 

solución en forma de una distribución fina de burbujas. Cuanto mayor es la capacidad 

espumante, mayor es el volumen de aire incorporado en el batido. En las Figuras III.2 A  y 

B se observa la capacidad espumante, CE, a 25 ºC para dos diferentes concentraciones de 

CMP (3,0 y 4,0 % p/p) en relación al pH. La media global de CE  fue 389,0 ±  22,3% para 

una concentración de 3,0% (p/p) de CMP y 293,0 ±  25,4% para una concentración de 4% 

(p/p), en el rango de pH estudiado (3,0 a 7,0).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.2.  Capacidad espumante, CE, de soluciones de CMP D de concentraciones  3,0% (p/p) (A) y  

4,0% (p/p) (B) a diferentes valores de pH.  Para cada gráfico, letras diferentes indican diferencia significativa  

a P < 0,05. Las barras representan al desvío estándar (n = 2 o 3). 
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A pH 4,5 se obtuvo el valor máximo de CE  (420,0 ±  0,01%) para las espumas de CMP al 

3,0% (p/p), sin embargo, no se observaron grandes variaciones de la CE con el pH. 

Usualmente, se espera un incremento en la capacidad espumante de las proteínas en la 

proximidad del pI debido a la disminución de la repulsión electrostática. En general, 

cuando el pH se aleja del pI, la carga neta se incrementa y la formación de espuma decrece 

(Kinsella, 1981). La alta solubilidad del CMP D en todo el rango de pH estudiado  estaría 

relacionada con la alta CE y el bajo efecto del pH. La poca relación entre el pH y la 

capacidad espumante puede ser explicada por la rápida adsorción del CMP en la interfase 

debido a que el CMP es un péptido desordenado y flexible (Kreuß, Krause y Kulozik, 

2009). En la literatura, se encuentran resultados contradictorios con respecto a la influencia 

del pH en la capacidad espumante del CMP. Esta discrepancia podría deberse a los 

diferentes métodos de obtención del CMP, a la contaminación con otras proteínas del suero 

y/o minerales y a los diferentes grados de glicosilación del material analizado por los 

diversos autores. Thoma-Worringer, Siegert y Kulozik (2007) utilizando una métodología 

similar encontraron que las espumas de CMP no fueron influenciadas por el pH. En 

cambio, utilizando el método de burbujeo, El-Salam, Farrag, El-Etriby y Assem (2007) 

hallaron un máximo en la capacidad de espumado para pH 6,0 (75%), en comparación a 

pH 5,0 (65%) y 3,0 (60%) para soluciones de CMP al 0,5% (p/p). Martín-Diana (2001) 

determinó la CE de soluciones de 12,5% (p/p) de CMP por el método de burbujeo, la cual 

aumentó con el pH hasta 7,0 y disminuyó hacia pH más alcalinos. Martinez, Carrera 

Sánchez, Rodríguez Patino y Pilosof (2012) hallaron una leve mejora en la capacidad 

espumante del CMP a pH 3,5, en comparación a pH 7,0, utilizando también el método de 

burbujeo. Kreuß et al. (2009) estudiaron el espumado por el método de batido de las 

fracciones glicosiladas y no glicosiladas del CMP (aCMP y gCMP) por separado, y entre 

los pH 2 a 6 no observaron diferencias. Por encima de pH 6, el gCMP presentó menor 

capacidad de espumado que el aCMP. 

 

La disminución de la CE al aumentar la concentración proteica se debería a que la proteína 

incorpora gran cantidad de líquido en la lamela de la espuma y la disponibilidad de líquido 

comienza a ser un factor limitante por el cual no aumenta el volumen de espumado. Esta es 

una razón por la cual la capacidad espumante decrece a altas concentraciones proteicas 

después de haber alcanzado un máximo (Carp, 2001).  
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Figura III.3.  Capacidad espumante, CE, de soluciones de CMP (3,0% p/p) en función de la concentración de 

NaCl a diferentes valores de pH. Para cada gráfico, letras diferentes indican diferencia significativa a P<0,05. 

Las barras representan al desvío estándar (n = 2 o 3). 
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Figura III.4.  Capacidad espumante, CE, de soluciones de CMP (3,0% p/p) en función de la concentración de 

CaCl2  a diferentes valores de pH. Para cada gráfico, letras diferentes indican diferencia significativa P<0,05. 

Las barras representan al desvío estándar (n = 2 o 3). 
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Es posible comparar estos resultados con los valores obtenidos para la CE de otras 

espumas proteicas analizadas mediante la misma metodología y similar concentración 

proteica. Por ejemplo, a pH neutro, las espumas de aislado proteico de soja con un grado 

de hidrólisis de 0,4% presentaron un valor de CE de 250% (Martínez, Farías y Pilosof, 

2011) y las espumas de -lg un valor de 210% (Carp, Baeza, Bartholomai y Pilosof, 2004). 

La excelente capacidad espumante del CMP fue enunciada primeramente por Marshall 

(1991) quien reportó para CMP al 10% (p/p) a pH 6,0 por batido una capacidad espumante 

de 1019% mientras que el valor obtenido para la clara de huevo fue 637% y para el 

concentrado de suero de queso 148%. Sin embargo, Marshall reportó que las espumas de 

CMP fueron muy inestables en comparación a las otras proteínas. El origen animal del 

suero (leche de cabra, oveja o vaca) del que se obtiene el CMP no influyó en la capacidad 

espumante (Martín-Diana, 2001).  

 

La alta capacidad de espumado del CMP estaría relacionada con el pequeño tamaño del 

péptido (Kreuß et al., 2009; Martín-Diana, 2001) en relación a las proteínas globulares de 

mayor tamaño. Los péptidos flexibles como el CMP (Smith, Edwards, Palmano y Creamer, 

2002) presentan alta actividad superficial y se adsorben más rápidamente en la interfase 

que las proteínas globulares (Martin, Grolle, Bos, Cohen-Stuart y vanVliet, 2002) 

reduciendo la tensión superficial rápidamente y  promoviendo la formación de burbujas 

pequeñas.  

 

III.1.2 Efecto del NaCl  y el CaCl2. 

 

La Figura III.3  muestra el efecto de la presencia de 0,5, 1,0 y 2,0% (p/p) de NaCl (que 

corresponden a las siguientes relaciones: 2,8, 5,7 y 11,4 milimoles de NaCl/g de CMP 

respectivamente), en la CE del CMP. La presencia de NaCl hasta un 2,0% (p/p) tuvo un 

mínimo efecto en la CE del CMP siendo la media global de 379 ± 2%. El valor mínimo de 

la CE, 325 ± 35%, se obtuvo para las espumas de CMP a pH 5,0 con 1,0 y 2,0% (p/p) de 

NaCl. El valor máximo, 400 ± 42%, para las espumas de CMP con 0,5% (p/p) de NaCl a 

pH 3,0. Kreuß et al. (2009) no encontraron que la incorporación de NaCl influya en la CE 

de espumas de CMP obtenidas por batido a pH 6,0. 
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La Figura III.4 muestra la CE para espumas de CMP en presencia de 0,5, 1,0 y 2,0% (p/p) 

de CaCl2 (1,5, 3,0 y 6,0 milimoles de CaCl2/g de CMP respectivamente) para diferentes 

valores de pH. Tampoco se observó aquí una importante variación de la CE con el pH ni 

con la concentración de CaCl2, la media global fue 382 ± 29%. El valor mínimo de la CE, 

330 ± 28%, se obtuvo para las espumas de CMP a pH 6,0 con 2% (p/p) de CaCl2. El valor 

máximo, 425 ± 8%, para las espumas de CMP con 0,5% (p/p) de CaCl2 a pH 5,0. 

 

Thoma-Worringer et al. (2007) no encontraron diferencias en la CE del CMP al 5% (p/p) a 

pH neutro en presencia de NaCl hasta 0,2 M y para 0,3 M en presencia de CaCl2. En 

general se espera que bajas concentraciones de sal aumente la solubilidad de las proteínas y 

consecuentemente la capacidad espumante mientras que altas concentraciones la 

disminuya. Los resultados obtenidos permiten concluir que la CE del CMP en cambio, no 

varía significativamente con la fuerza iónica (NaCl o CaCl2). 

 

III. 2 Estabilidad de las espumas de CMP. 

 

III.2.1 Efecto del pH. 

 

En la Figura III.5  se muestran, a modo de ejemplo, los diferentes fenómenos observados 

en la desestabilización  de una espuma al 3,0% (p/p) de CMP a pH 3,0. Inicialmente, las 

burbujas son homogéneas y esféricas, con ausencia de líquido drenado en el fondo de la 

probeta (Figura III.5 A ). A los 6 minutos, se observa la presencia de líquido drenado, 

aunque la espuma mantenga su volumen (Figura III.5 B ). Las burbujas pasan de esféricas 

a poliédricas, y el líquido drena por gravedad. El periodo de tiempo en el cual no cambia el 

volumen de la espuma se denomina “tiempo lag”. Luego de ese periodo, comienza el 

colapso de la espuma (Figuras III.5 C  y D). El colapso es la ruptura del film entre dos 

burbujas en la interfase espuma-aire que produce la disminución del volumen de la 

espuma. En general, se ha observado que el proceso se acelera con el tiempo y es 

independiente de la altura inicial de la columna de espuma (Carp, 2001). El drenaje y la 

ruptura de la espuma son interdependientes, en cuanto que la ruptura aumenta el drenaje y 

el drenaje reduce el grosor y la resistencia de las lamelas. La capa fina de líquido que 
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separa dos caras de poliedros adyacentes se denomina “lamela” y los canales de encuentro 

de estas lamelas se conocen como bordes de Plateau (Damoradan, 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.5.  Imágenes de espumas de CMP D al 3,0% (p/p) a pH 3,0. A) Espuma recientemente preparada   

(tiempo= 0 min); B) tiempo  = 6 min; C) tiempo = 30 min y D) tiempo = 45 min. Las microfotografías de 

abajo (Martinez et al., 2012)  muestran los tamaños y las formas de las burbujas. Temperatura: 25 ºC 

 

En las espumas de CMP el proceso de drenado y colapso es muy rápido. Martinez et al. 

(2012), estudiaron el desarrollo de las burbujas de aire en el tiempo de espumas de CMP 

obtenidas por burbujeo a pH 3,5 y 7,0 por medio de micrografías. Las espumas de CMP 

exhibieron inicialmente burbujas de aire de tamaño muy pequeño, aún menores a las de -

lg, atribuida al rápido crecimiento de la presión superficial del CMP en comparación con la 

-lg. Sin embargo, para los dos pH las burbujas crecieron muy rápidamente resultando en 

un rápido colapso. Esta rápida desestabilización puede ser explicada por un proceso de 

desproporción y colapso de la espuma simultáneo con el drenado del líquido (Martinez et 

al., 2012). 

 

En el presente trabajo se realizó un análisis detallado de la influencia del pH en los 

distintos fenómenos de desestabilización de las espumas de CMP obtenidas por batido. En 

primer lugar, se determinó el tiempo necesario para que drenen 15 ml de líquido a 25 ºC, 

B C DA B C DA
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llamado “tiempo de drenado”. Este tiempo se eligió debido a la rápida disminución del 

volumen de la espuma. Con respecto al colapso de la espuma se determinaron dos 

parámetros, el tiempo lag para el comienzo del decaimiento del volumen de la espuma y el 

tiempo necesario para que colapse el 50% del volumen de la espuma, denominado “tiempo 

de colapso”, los parámetros estudiados se muestran en una curva típica en la Figura III.6 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.6.  Curva típica del volumen de líquido drenado y espuma colapsada en función del tiempo para 

una espuma de CMP D (3,0% p/p) y pH 3,5. La figura muestra los parámetros analizados: tiempo de drenado 

de 15 ml de la espuma, tiempo lag de colapso y  tiempo de colapso del 50% de la espuma.  

Temperatura: 25 ºC 

 

 

El tiempo de drenado se representa en función del pH en la Figura III.7 A. Se observó una 

fuerte dependencia del tiempo de drenado con el pH: para pH inferiores a 4,5 fue 

aproximadamente 30 min pero para valores de pH superiores a 4,5 el tiempo de drenado 

disminuyó drásticamente (aproximadamente 4 – 5 min); esto indica un aumento muy 

significativo en la estabilidad al drenado por debajo de pH 4,5. 
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El pH de la espuma también influyó en el tiempo lag de colapso, aunque los valores fueron 

muy bajos (< 5,5 min) (Figura III.7 B ). Los mayores valores es decir, la mayor estabilidad 

al comienzo del colapso, se obtuvo a pH 3,0 y 3,5. 

 

La Figura III.7 C  muestra el tiempo de colapso en función del pH. Se observa que los 

menores valores fueron obtenidos para pH ≥ 4,5 (entre 6 y 10 min). Al decrecer el pH 

debajo de 4,5, el tiempo de colapso aumentó mucho, hallándose un máximo a pH 3,5 de 

aproximadamente 70 min. Esto indica nuevamente que la estabilidad al colapso aumentó 

muy significativamente por debajo de pH 4,5. 

 

La concentración de CMP en la espuma también influyó en la estabilidad. A pH 3,5, las 

espumas de CMP al 4,0% (p/p) presentaron un tiempo de drenado de 120 ± 10 min, un 

valor 2 veces superior al obtenido con una concentración de 3,0% (p/p). Un efecto similar 

se observó con el tiempo de colapso cuyo valor fue 100 ± 5 min, superior al obtenido para 

las espumas al 3% (aproximadamente 70 min).  

 

Kreuß et al. (2009) estudiaron la estabilidad de la espuma de las fracciones no glicosiladas 

y glicosiladas, aCMP y gCMP, encontrando también un incremento de la estabilidad con la 

concentración (0,5 al 3% p/p). El aumento de la concentración proteica también aumentó la 

estabilidad de espumas de proteína de soja nativa con la misma metodología de batido 

(Carp, 2001) y otras proteínas lácteas como aislado de suero de queso y caseinato de sodio 

(Marinova, Basheva, Nenova, Temelska, Mirarefi, Campbell y Ivanov, 2009). 
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Figura III.7.   A) Tiempo de drenado para 15 ml de líquido, B)  tiempo lag de colapso y C) tiempo de 

colapso para la disminución del 50% de la espuma de soluciones de CMP al 3,0% (p/p) en función del pH. 

Las barras representan al desvío estándar (n = 2 o 3). 
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III.2.2 Efecto del NaCl  y el CaCl2. 

 

En la Figura III.8 A  se presenta el tiempo de drenado en función del pH para espumas de 

CMP en presencia de NaCl. Para las espumas con pH ≥ 4,5 no se observaron cambios 

significativos por la presencia de NaCl. La presencia de NaCl (0,5 al 2,0% p/p) en las 

soluciones de CMP redujo este parámetro desde 30 a 10 min a pH 4,0 y desde 35 a 30 min 

a pH 3,5, sin embargo, a pH 3,0, lo aumentó desde 30 a 50 min.  

 

Se observó un incremento del tiempo lag para el colapso con la concentración de NaCl 

(Figura III.8 B ) por debajo de 4,5 y los mayores valores se obtuvieron a pH 3,0, donde el 

agregado de 2,0% (p/p) de NaCl aumentó al tiempo lag desde 5 min (CMP solo) a 22 min, 

es decir, mejoró la estabilidad al colapso. 

 

La Figura III.8 C  muestra el tiempo de colapso de las espumas de CMP con la 

concentración de NaCl en función del pH. Nuevamente no se observaron efectos a pH ≥ 

4,5. A pH 3,0 se observó un incremento en el tiempo de colapso con la presencia de NaCl 

que aumentó desde 50 (CMP solo) a 85 min. Por otro lado, a pH 3,5 y 4,0, se observó un 

efecto negativo con respecto a este parámetro por el agregado de NaCl.  

 

En la Figura III.9  se muestran los parámetros que definen la estabilidad de las espumas de 

CMP en relación a la concentración de CaCl2. De la misma manera que para NaCl, no se 

observaron efectos por la presencia de CaCl2 a pH ≥ 4,5. Con respecto al tiempo de 

drenado (Figura III.9 A ), la presencia de CaCl2 disminuyó, en general, el tiempo de 

drenado. Una excepción se encontró a pH 3,0, donde aumentó desde 30 a 48 min para la 

concentración de 2% (p/p) CaCl2.  

 

El tiempo lag disminuyó desde 6 a 2,5 min para las espumas con CaCl2 para pH 3,0 y 3,5 

no obstante los valores fueron todos muy bajos (Figura III.9 B ). Con respecto al tiempo 

de colapso (Figura III.9 C ) a pH 3,5 y 4,0 se observó una significativa disminución del 

tiempo de colapso en presencia de CaCl2.  
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Figura III.8.   A) Tiempo de drenado para 15 ml de líquido, B) tiempo lag de colapso y C) tiempo de colapso 

para la disminución del 50% de la espuma de soluciones de CMP al 3,0% (p/p) y diferentes concentraciones 

de NaCl: (□) 0; (○) 0,5; () 1,0  y (◊) 2,0 % (p/p) en función del pH.  

Las barras representan al desvío estándar (n = 2 o 3). 
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Figura III.9.  A) Tiempo de drenado para 15 ml de líquido, B) tiempo lag de colapso y C) tiempo de colapso 

para la disminución del 50% de la espuma de soluciones de CMP al 3,0% (p/p) y de diferentes 

concentraciones de CaCl2: (□) 0; (○) 0,5; () 1,0 y (◊) 2,0 % (p/p) en función del pH.  

Las barras representan al desvío estándar (n = 2 o 3). 
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Es decir que en términos generales la presencia de NaCl y CaCl2 a pH < 4,5 afecta a la 

estabilidad de las espumas de CMP en contraste con lo observado para la CE, que no fue 

afectada por el pH y la fuerza iónica. A pH 3,0, todos los parámetros que definieron la 

estabilidad (tiempo de colapso, tiempo de drenado y tiempo lag) aumentaron por la 

presencia de NaCl. Por otro lado para la misma condición de pH, la presencia de CaCl2 no 

influyó en la estabilidad. A los pH 3,5 y 4,0 se observó mayor inestabilidad en las espumas 

tanto por la presencia de NaCl como de CaCl2 (aún en bajas concentraciones). Sin 

embargo, se observó una ligera mejora por el agregado de NaCl en el tiempo lag. 
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Conclusiones 

 

El pH no influyó en la capacidad espumante del CMP. Por otro lado, la estabilidad de las 

espumas de  CMP fue particularmente afectada por el pH, siendo más estables a pH ácidos 

(por debajo de 4,5). Además, la presencia de sales, especialmente el CaCl2, disminuyó la 

estabilidad sin afectar la capacidad espumante. 

 

Las propiedades espumantes descriptas y su dependencia con el pH pueden ser explicadas 

en base al modelo de autoensamblaje propuesto en el Capítulo I donde las moléculas de 

CMP al disminuir el pH se asocian por medio de interacciones hidrofóbicas formando 

dímeros o tetrámeros dependiendo de las condiciones del medio, los cuales luego se 

ensamblan mediante interacciones electrostáticas. Las interacciones electrostáticas juegan 

un rol importante en las propiedades espumantes e interfaciales, las cuales son 

principalmente influenciadas por el pH y la fuerza iónica (Kreuß et al., 2009).  

 

A pH superiores a 4,5, se ha mostrado que el CMP no gelifica dado que prevalecen las 

formas menos asociadas del CMP (monómeros, dímeros, tetrámeros) que son estables en el 

tiempo. Estas formas asociadas, por su pequeño tamaño, migran fácilmente a la interfase, 

pero el film formado es débil (Martinez, Carrera Sánchez, Rodríguez Patino y Pilosof, 

2009). La repulsión electrostática entre las diferentes moléculas de CMP en la interfase 

impide su asociación para formar un film elástico lo que explicaría la baja estabilidad de 

las espumas. Cuando el pH es inferior a 4,5, el CMP en la interfase puede interaccionar de 

acuerdo al modelo de autoensamblaje propuesto generando un film interfacial gelificado y 

elástico y por lo tanto aumentando la estabilidad de las espumas. 

 

Por otro lado, la presencia de sales como NaCl  y especialmente CaCl2 disminuirían las 

interacciones electrostáticas retrasando la estabilización del film interfacial en el tiempo.  

 

Entonces, puede decirse que las propiedades de espumado del CMP dependen de diferentes 

factores: 
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 La capacidad espumante básicamente de su alta solubilidad y actividad superficial 

y rápida migración a la interfase a cualquier pH debido al pequeño tamaño del 

péptido. 

 La estabilidad de las espumas en cambio está relacionada principalmente a la 

posibilidad de formar una película viscoelástica en la interfase lo cual depende del 

autoensamblaje del CMP que es modulado por el pH y la presencia de sales.  
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El CMP es un péptido que se encuentra como monómero a pH 7,0 y se autoensambla 

espontáneamente a pH < 4,5 ya sea a temperatura ambiente o por calentamiento, generando 

en el tiempo una estructura ordenada gelificada de características viscoelásticas, baja 

dureza y cohesividad. Dicha estructura es reversible a un cambio ulterior de pH pero no a 

la forma monomérica. 

 

El autoensamblaje del CMP y su gelificación están modulados por diferentes condiciones 

del medio: pH, temperatura, tipo de ácido y presencia de sales. El tipo de ácido y la 

presencia de sales impactan en la asociación del CMP por vía hidrofóbica, la cual 

constituye la primera etapa del autoensamblaje, conduciendo a dímeros (HCl), tetrámeros 

(ácido cítrico, ácido láctico, NaCl, CaCl2) o hexámeros (ácido acético). 

 

Estas formas asociadas del CMP (excepto la forma hexamérica formada en presencia de 

ácido acético) son las que posteriormente interactúan a pH < 4,5 por via electrostática 

(segunda etapa del autoensamblaje) conduciendo en el tiempo a una estructura ordenada 

gelificada.  

 

Por lo tanto, las características viscoelásticas, texturales y ópticas que se obtienen en los 

geles están moduladas por todos estos factores. Las propiedades de espumado del CMP 

también están relacionadas con su autoensamblaje, aumentando la estabilidad de las 

espumas tanto al colapso como al drenado a pH < 4,5, por la formación de una película 

interfacial gelificada. 

 

La propiedad del CMP de autoensamblarse aún a temperatura ambiente para formar geles 

reversibles por pH, junto con sus propiedades bioactivas y nutricionales hacen de este 

péptido un ingrediente de enorme potencialidad. 
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