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Resumen

RESUMEN

La industria quesera demanda el desarrollo de instrumentos de medida en linea,
sencillos, sanitarios y no destructivos, que permitan la monitorizacion del proceso de
coagulacion de la leche y la prediccion de pardmetros de control tales como tiempo de
coagulacién y, en especial, tiempo de corte. La determinacion objetiva del tiempo de
corte mejora el rendimiento quesero y la homogeneidad del producto.

El objetivo general del presente trabajo ha sido el estudio de un sensor de fibra
optica que determina dispersion de radiacion en el infrarrojo préximo, como método
de monitorizacion de la coagulacion y seleccion objetiva del tiempo de corte. A tal fin,
se realizan tres experiencias mediante el empleo de sendos disefios de bloque
completamente aleatorios, con tres réplicas cada uno. En cada una de estas
experiencias se seleccionan diferentes factores y niveles experimentales para estudiar
su influencia sobre la coagulacién y, especialmente, sobre los algoritmos de prediccion
del tiempo de corte.

Se demuestra que el empleo de dicho sensor Optico: a) permite el seguimiento a
tiempo real de la coagulacion de la leche de cabra; b) determina precisa y eficazmente
tanto el tiempo de coagulacion de Berridge como el tiempo de corte y ¢) cuando la
concentracion de proteina varia significativamente, requiere la inclusion de un término
proteico en los algoritmos de prediccion.

De forma paralela, también se demuestra: a) que el sensor es util para el estudio
de los factores de la coagulacion; b) el efecto no lineal de la temperatura sobre la
velocidad de coagulacion; c) que la energia de activacion de hidrdlisis de la caseina
aumenta con la concentracion proteica; d) que el efecto del cloruro calcico es
especialmente importante sobre la fase secundaria de la coagulacion e independiente
del pH; e) la existencia de interacciones entre distintas variables; f) que la agregacion
se inicia entre el periodo de inducciéon y punto de inflexiéon de la curva de
reflectancia/tiempo; g) que el pardmetro Optico Tmax estima el punto de gelificacion
con anterioridad al tiempo de coagulacion de Berridge, respondiendo como éste a la
ecuacion de Foltmann, lo que lo convierte en una herramienta potencialmente 1til para
el estudio de las enzimas coagulantes y h) que el cuajo de cabrito presenta mayor
adaptabilidad tecnolégica en leche de cabra que el enzima procedente de M. miehei.

Por ultimo se demuestra que el valor de la reflectancia difusa tras T,y responde
tanto a los procesos de agregacion micelar como a las reacciones de endurecimiento
del gel; fases que coexisten, constituyendo la etapa no enzimatica de la coagulacion.




Resumen

Por tanto, la dispersion de la radiacion de infrarrojo cercano durante la
coagulacion contiene informacion sobre todos los procesos involucrados en la misma,
esto es: hidroélisis, agregacion y endurecimiento, que justifica su gran utilidad como
herramienta de prediccion de los tiempos de coagulacion y de corte y, por
consiguiente, de control de proceso.
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Summary

SUMMARY

The cheese industry demands the development of simple, sanitary and non-
destructive measuring instruments in the line in order to monitor the process of
coagulation in the milk and predict control parameters such as clotting time and, above
all, cutting time. The objective determination of cutting time improves the cheese yield
and the homogeneity of the product.

The general objective of this study is to analyse the use of a fibre-optic sensor to
determine light scattering of near infrared radiation in order to monitor milk coagulation
and objectively select the cutting time. To this end, three experiments were carried out
using completely randomised block designs. Each experiment was replicated three
times. In each of them different experimental factors and levels were selected with the
aim of providing information concerning the influence of the different factors on
clotting and, especially, on the algorithms for predicting cutting time.

It was shown that the use of such a sensor allows real-time monitoring of the
coagulation of goat’s milk, that the instrument is able to predict precisely and efficiently
both the Berridge clotting time and the cutting time, and that it is necessary to include in
the prediction algorithms a protein term when the protein concentration varies
significantly.

At the same time it was also shown that the sensor is very useful for studying the
factors of clotting, that temperature has a non-linear effect on coagulation rate, that the
activation energy of casein hydrolysis process is increased with protein concentration,
and that the effect of calcium chloride is especially strong during the secondary phase of
coagulation, independently of pH. It was seen that there are interactions between
various variables, that aggregation commences between the induction period and the
inflection point of the reflectance/time curve, and that the optical parameter Tinax
estimates the gelling point before the Berridge clotting time, both responding in the
same way to Foltmann’s equation. This converts the last parameter into a potentially
useful tool for studying coagulating enzymes. Additionally, it was shown that goat
rennet presents greater technological adaptability to goat’s milk than the enzyme which
comes from M. miehei.

Finally, it was shown that the diffuse reflectance ratio after Ty.x responds both to
micelle aggregation processes and to curd firming reactions. These phases co-exist,
constituting the non-enzymatic phase of milk coagulation.

Therefore, the light scattering of near infrared radiation during coagulation of
milk contains information concerning all the reactions involved in the process, i.e.,
hydrolysis, aggregation and hardening. This explains its high degree of usefulness for
predicting clotting and cutting time, making it a potential tool for process control.
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Seglin el Anuario Estadistico de la Regién de Murcia del afio 2000, el censo
caprino basado fundamentalmente en la explotacion de la raza Murciana, ascendié a
146.147 cabezas en 1998, que produjeron un total de 19.788.000 litros de leche, frente a
una produccion de leche de vaca de 21.121.000 litros, lo que constata la gran

importancia del sector caprino en nuestra Comunidad.

Como se observa en la Figura I.1, el ganado caprino en Murcia sélo supone un
13% del total de la cabafia lechera (bovino, ovino y caprino) mayoritariamente
constituida por ganado ovino (83%). Sin embargo, mientras que el ganado ovino
murciano so6lo alcanza a un 2°7% del censo de ovino nacional, el ganado caprino de la

Region representa un 4°1% (Figura 1.2).
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Ovino
83%

Bovino
4%

Caprino
13%

Figura I.1. Distribucion de la cabaiia lechera en la Region de Murcia.
Porcentajes del nimero total de cabezas. Anuario Estadistico de Espafia (2000).

Bovino Ovino Caprino
(0'4%) (2'7%) (4'1%)

Figura 1.2. Contribucién de la cabaiia lechera de la Region de Murcia al total nacional por especies.
Porcentajes del nimero total de cabezas. Anuario Estadistico de Espaia (2000).
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Por Comunidades Autonomas, de un total de 17, Murcia ocupa el decimosexto
lugar en cuanto a cabezas de bovino, colocandose en octavo lugar respecto al ovino y en

sexto con relacion al caprino.

Si consideramos la densidad de ganado caprino (n° de cabezas/km®), podemos
resaltar que la Comunidad Auténoma de Murcia se situa en el tercer lugar a nivel

nacional, tan s6lo superada por las Comunidades andaluza y canaria.

La cabra Murciana destaca por su elevado indice de prolificidad (1’9, en cabras
adultas), dado que la préctica totalidad de las cabras adultas tienen 2 o més cabritos por
parto. En comparacion con cabras centroeuropeas, la raza Murciana muestra mayor
fertilidad fuera de la estacion sexual, lo que reduce su estacionalidad proporcionando a
los queseros cantidades similares de leche durante todo el afio. Falagan et al. (2000),
afirman que la cabafia caprina de Murcia presenta el mejor nivel sanitario de Espana y
que la raza Murciana es la tnica del mundo que con buen nivel productivo, sélo se

ordefa una vez al dia.

Por lo que respecta al sector quesero, a principios de los afios ochenta existian en
Murcia cuatro queserias que tan solo transformaban en queso el 15% de la produccion
de leche de cabra, pero gracias al Plan de Fomento de la Industria Quesera Artesana,
puesto en marcha en dicha década por la Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Alimentacion (hoy Consejeria de Agricultura, Agua y Medio Ambiente), existen en la
actualidad 17 queserias (se estan construyendo dos nuevas) que transforman el 52% de

la leche de cabra producida en la Region (Tabla 1.17).

El fuerte aumento del nimero de queserias ha conducido a una elevacion de los
precios de la leche de cabra y a un aumento considerable de la calidad y variedad de los
quesos obtenidos, algunos de los cuales incluso se estdn exportando de forma estable a

los mercados de Estados Unidos, Alemania e Italia (Tabla L.2).
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Tabla I.1. Capacidad productiva de la industria quesera en la Region de Murcia. '

Intervalos de produccién Capacidad maxima media de Queserias por intervalo de
media (I/dia) produccion (I/dia) produccion
X <1.000 2.000 2
1.000 <X <3.000 16.000 8
3.000 <X <6.000 20.000 4
6.000 <X <10.000 20.000 2
X >10.000 30.000 1

"Falagan et al. (2000).

Tabla 1.2. Destino de la produccién de los Quesos de Murcia: fresco, curado y al vino. '

Tipo de queso Destino del consumo (%)
Regional Nacional Exportacion
Queso de Murcia fresco 60 40 -
Queso de Murcia curado 25 70 5
Queso de Murcia al vino 30 65 5

""Falagan et al. (2000).

En la orden de 11 de Junio de 1990 (B.O.R.M. de 18 de Junio de 1990), se aprueba
la reglamentacion especifica de los quesos de cabra acogidos a la denominacion
“Productos de Calidad de Murcia”, que incluye tres tipos de queso elaborados
exclusivamente a partir de leche de cabra Murciana: fresco, al vino y curado.
Posteriormente, y a fin de redactar el reglamento definitivo que regulara las
Denominaciones de Origen, se constituye el Consejo Regulador Provisional de la
Denominacion de Origen “Quesos de Murcia” que ampara y potencia los Quesos de
Murcia Fresco y Curado, y de la Denominacion de Origen “Queso de Murcia al vino”

(B.O.R.M. de 25 de Junio de 1997). Por orden de 11 de Julio de 2001 (B.O.R.M. de 21

de Julio de 2001) se aprueba el reglamento definitivo y se constituye el Consejo
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Regulador, lo que queda ratificado en el B.O.E. (25 de Octubre de 2001).
Posteriormente se publica la solicitud de registro de las Denominaciones de Origen en el
D.O.C.E. (6 de Septiembre de 2001). La importancia cuantitativa del sector caprino en
la Comunidad de Murcia, favorecida por las ventajas que reporta la explotacion de una
raza autdctona como la cabra Murciana de excelentes caracteristicas productivas,
justifica el auge de la industria artesanal quesera, en adelante bajo la proteccion de las

Denominaciones de Origen.

Genéricamente, el queso se define como el producto fresco o maduro obtenido
tras la separacion del suero después de la coagulacion enzimadtica, acida o mixta de la
leche, con o sin hidrdlisis previa de la lactosa. En condiciones normales y para la
mayoria de los tipos de elaboracion de queso, la separacion de la fase solida (cuajada) y
la fase liquida (lactosuero) no es espontanea, siendo necesario el corte del gel, que
induce la sinéresis, y la posterior aplicacion de tratamientos térmicos y/o mecanicos que
faciliten la separacion de fases con la obtencion del producto (queso) y el subproducto

(suero).

El sector quesero requiere el desarrollo de tecnologias de medida en linea que
permitan el seguimiento de las fases de produccion que condicionan, en mayor medida,
la calidad del producto final, contribuyendo asi a la mejora del proceso de fabricacion y
a la normalizacion del queso obtenido. En este sentido, uno de los parametros de mayor

interés seria la determinacion objetiva del tiempo de corte.

Existe un momento Optimo para realizar el corte de la cuajada, en el que las
caracteristicas del gel garantizan un rendimiento quesero y una calidad del producto
maximas. Cuando se realiza un corte anticipado, se produce un incremento de “finos”
de caseina asi como de pérdidas de grasa y proteina en suero por falta de rigidez del
codgulo, fenomeno que se acentua al aplicar cualquier tratamiento mecédnico a la
cuajada. Por el contrario, la demora en el corte conduce a una mayor retencion de suero

en el gel como consecuencia de una pérdida de permeabilidad, que provoca alteraciones
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durante la fase de maduracion debido a un exceso de humedad. Estas razones sugieren
la necesidad de un método adecuado de determinacion del tiempo Optimo de corte en la

fabricacion de queso.

Actualmente, en la industria quesera, la seleccion del tiempo de corte se realiza
atendiendo a dos criterios: el corte se efectia a un tiempo prefijado desde la adicion del
enzima o se sigue el juicio del operario, basado en una evaluacién subjetiva de la
cuajada (determinacion manual y visual). El corte a un tiempo prefijado es cuestionable
por ser numerosos los factores que afectan a la cinética de coagulacion y a la dureza de
la cuajada y que producen una gran variaciébn en el momento Optimo de corte
(Gunasekaran y Ay, 1996). De esta forma, el tiempo de corte prefijado no se ajusta a las
caracteristicas de la materia prima, a los tratamientos previos ni a las condiciones de
elaboracion, lo que incide de forma negativa en el rendimiento y textura del queso,
dificultando asi, la obtencion de un producto normalizado. La realizacion del corte en
base al juicio subjetivo del maestro quesero puede ser aceptable si la evaluacion se
realiza correctamente, lo cual depende en gran medida de la experiencia y habilidad del

operario responsable (Hori, 1985).

Durante las ultimas décadas se han propuesto numerosos equipos basados en la
determinacion de las propiedades reoldgicas de leche y cuajada para la monitorizacion
de la coagulacion de la leche y/o para la determinacion de la dureza 6ptima de corte
(gelografo, formoégrafo, penetrometro, viscosimetro, redmetro, texturometro,
Vitimer,...). La mayoria de estos instrumentos someten la cuajada a fuerzas que
producen la deformacion y ruptura de la misma durante la medida, no siendo, por lo

tanto, practicos para su uso en la linea de produccion.

Por este motivo, también han sido propuestos equipos de cardcter no destructivo
basados en la medida de conductividad térmica, conductividad eléctrica y de
ultrasonidos. Por ultimo destacan los métodos Opticos tales como turbidimetria,

espectrofotometria, colorimetria, reflectancia difusa, etc., la mayoria de los cuales
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quedan reducidos a uso de laboratorio. Los recientes avances en el manejo de la fibra
optica y en el disefio de diminutos circuitos integrados permiten la adaptacion, a bajo
coste, de la espectrometria de NIR (infrarrojo proximo) a la linea de elaboracion,
mediante el empleo de sensores de reducido tamafio que no dafian la cuajada. La
determinacion del tiempo 6ptimo de corte es, si cabe, mas importante en las industrias
de caracter artesanal, normalmente menos automatizadas, debido a una gran variabilidad
composicional entre lotes de leche y a una mayor variacion del esquema general de
produccion (van Hooydonk y van den Berg, 1988). El sector quesero en Murcia esta
mayoritariamente representado por industrias pequefias, de caracter familiar y con un
reducido nivel de automatizacién. Recientemente, las empresas del sector han senalado
la dificultad de la implantacion de métodos objetivos de medida, por el elevado costo, la

dificil limpieza y manejo y la facilidad para dafiar la cuajada de los sistemas propuestos.

La completa automatizacion de la produccion de queso, requiere el desarrollo de
un método de medida en linea efectivo para la prediccion del tiempo de corte. La
existencia de dicho método permitiria la optimizacion del proceso de elaboracion,
mejorando el rendimiento quesero, incrementando la calidad y garantizando una mayor
homogeneidad del producto (Payne, 1995; Gunasekaran y Ay, 1996). Por otra parte, la
implementacion de dicho método redundaria en la mejora de la gestion técnica de las
queserias, en aspectos tales como: adaptacion del proceso a las caracteristicas de la
materia prima, optimizacion de la produccion con desaparicion de tiempos muertos y
automatizacion del proceso. Por el momento no se ha conseguido un sistema
completamente eficaz y adecuado para la determinacion objetiva del tiempo ideal de
corte, si bien es cierto que, algunos métodos entre los que destacan las técnicas
térmicas, de ultrasonidos y especialmente las de dispersion de radiacién de NIR, parecen
estar demostrando una utilidad practica interesante por su cardcter no destructivo y su
facil limpieza y manejo, ya que se sirven de sensores especificos que pueden ser
instalados en las cubas de cuajado, reduciendo los problemas sanitarios y de

mantenimiento.
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IL.1. LA LECHE Y LA ELABORACION DE QUESO

I1.1.1. La leche

El Coédigo Alimentario Espafiol (CAE) define la leche natural destinada a
consumo humano como “el producto integro, no alterado ni adulterado y sin calostros,
del ordefio ininterrumpido de las hembras mamiferas, domesticadas, sanas y bien
alimentadas” y puntualiza que la denominacion genérica de leche solo hace referencia a
la de vaca, debiéndose precisar, en caso contrario, la especie de procedencia. Desde una
perspectiva fisico-quimica, debe ser considerada como un producto de gran
complejidad. La leche, liquido blanco, opaco, dos veces mas viscoso que el agua, de

sabor ligeramente azucarado y de olor poco acentuado, es un sistema complejo
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integrado por una disolucién acuosa de lactosa, sales y otros muchos elementos, en la
que las proteinas séricas se encuentran en disolucion coloidal, las micelas de caseina en
dispersion coloidal y los globulos grasos en estado de emulsion. En la Tabla I1.1.1.7 se
recogen las caracteristicas fisico-quimicas mas relevantes de la leche de cabra

comparandolas con las de la leche de vaca.

Tabla II.1.1.1. Propiedades fisico-quimicas de la leche de cabra y vaca.

Propiedad Cabra (Capra hircus) Vaca (Bos taurus)
Acidez (°D) 12-18* 16-18'
Actividad de agua - 0°993°
Calor especifico (Kcal kg K™) -- 0°93"2
Conductividad eléctrica a 25°C (S m™) 0°9° 0°5"3
Conductividad térmica (J m”' s* K™ -- 0°53°
Densidad (kg L) 170342004 17032 (15°0: 1.2
Fuerza ionica (M) -- 0°08°
indice de refraccién 20°C - 134!
pH (20°C) 665" 6°50%
Potencial de oxido-reduccién (V) -- +0°25°
Presion osmética (kPa) -- 700°
Punto de congelaciéon (°C) -0°58* -0°55"
Punto de ebullicién (°C) -- 100°5°
Tension superficial a 20°C (mN m™) 52° 47"
Viscosidad (cP) 1°340@7€):6 2°10%0¢):2

!'Veisseyre (1988), 2 Riel (1991), * Walstra y Jenness (1987), * Le Mens (1985), ° Parkash y Jenness (1968), ® Puri et
al. (1963), " Jenness et al. (1974).

La leche contiene multitud de componentes minoritarios entre los que destacan:
minerales, enzimas, vitaminas, pigmentos (carotenos, xantofilas, riboflavina,...), células
diversas (células epiteliales, leucocitos, bacterias, levaduras, mohos), fagos y gases

(dioxido de carbono, oxigeno, nitrogeno,...); pero los constituyentes mas interesantes
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desde un punto de vista tecnologico son, sin duda, los componentes mayoritarios, que se
presentan, comparados con los de vaca en la Tabla II.1.1.2. Se muestran datos
aproximados ya que la composicién quimica de la leche varia en funcion de multiples
factores, tales como: periodo y nimero de lactacion, alimentacidén, raza, clima,
diferencias individuales, etc. (Storry et al., 1983; Aleandri et al., 1990, Clark, 1993;
Tornadijo et al., 1998; Lopez et al., 1999). Quiles y Hevia (1994) en una revision
monografica sobre leche de cabra, recogen los factores que influyen sobre la cantidad y

la composicion de dicha leche.

Tabla I1.1.1.2. Componentes mayoritarios de la leche de cabra y vaca. '

Propiedad Cabra Vaca
Extracto seco total 125-145 125-130
Materia grasa 35-50 35-40
Azicares 40-50 47-52
Caseina 30-32 27-30
Albumina y globulina 5-7 4-5
Sales 7-9 9-9°5

!'Veisseyre (1988); g L.

La composicion de la leche de cabra es mucho mas variable que la de vaca,
probablemente porque muchos de los datos de la literatura corresponden a un pequeio
numero de animales y a muestras de leche de composicién extrema por las
caracteristicas individuales de los animales o por tratarse de razas muy diferentes (Riel,
1991). En la Tabla II.1.1.3 se proporciona una recopilacion de datos de composicion
quimica de la leche de diferentes razas de cabra, mientras que en la Tabla II.1.1.4 se
resume la composicion media de las fracciones nitrogenadas en comparacion con las de

vaca.
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Tabla 11.1.1.3. Composicion de la leche de distintas razas de cabra explotadas en diferentes

paises.’
Pais Raza S G P L C Autor
Alemania Fawn 12’4 39 29 40 -- Graf et al. (1970)
Arabia S. -- 13°0 39 44 - 09 Sawaya et al. (1984)
Australia Saanen 12’2 40 31 50 -- Ranawana y Kellaway (1977)
Saanen 11’7 34 32 - -- Middleton y Fitz-Gerald (1981)
Brasil -- 142 4’8 40 47 0’8 Wolfschoon-Pombo y Masur (1979)
Bulgaria -- 12°9 40 36 44 0’8 Veinoglou et al. (1982)
Chile Anglo-Nubiana 12°9 44 36 4’1 0’8 Pinto et al. (1984)
Egipto - - 40 36 45 08 El-Zayat et al. (1984)
Espafia  Murciano-Granadina 13’7 4’7 3’5 47 - Marques (1977)
Granadina 12°9 4’5 35 - 08 Martin-Hernandez et al. (1988)
Murciana 15°6 6’1 35 - 09 Martin-Hernandez et al. (1988)
Murciano-Granadina 14’5 56 36 -- 0’9 Juérez et al. (1991)
Murciano-Granadina - 4’6 3’2 44 - Lopez et al. (1995)
Murciano-Granadina 13’7 6’3 3’3 44 - Castillo et al. (1998)
Finlandia Finesa 12°6 3’9 3’5 4’5 0’8 Uusi-Rauva et al. (1970)
Francia Alpina 11’7 31 29 - - Mabhieu et al. (1977)
Saanen 1’7 31 2’8 - -- Mabhieu et al. (1977)
Alpina-Saanen - 33 29 44 - Grandpierre et al. (1988)
Grecia Indigena 15’1 57 38 49 07 Anifantakis y Kandarakis (1980)
Saanen 11’4 32 32 44 0’8 Anifantakis y Kandarakis (1980)
-- 13’7 49 37 43 09 Veinoglou et al. (1982)
Alpina 11’8 34 34 43 08 Voutsinas et al. (1990)
India Barbari - 41 38 48 08 Sachdeva et al. (1974)
Jamnapari - 43 37 47 08 Sachdeva et al. (1974)
Barbari 13’4 40 52 45 10 Agarwal y Bhattacharya (1980)
Black Bengal 15°0 55 64 44 0’8 Agarwal y Bhattacharya (1980)
Jamnapari 13’3 47 3’8 40 0’8 Qureshi et al. (1981)
Irlanda -- 12’3 36 34 - 0’8 Espie y Mullan (1990)
Italia - 147 57 38 4’3 0°8 Ghionna et al. (1984)
Alpina-Saanen 11’3 3’1 30 45 0’8 Mariani et al. (1987)
Libia Maltesa 12°9 40 3’8 44 09 Gnan et al. (1985)
Nigeria Afric.dward 179 71 47 56 - Mba et al. (1975)
Red Sokoto 15°3 49 44 47 - Mba et al. (1975)
Saanen 122 3’4 3’1 45 - Mba et al. (1975)
Afric.dward 187 6’9 39 6’3 0’8 Akinsoyinu et al. (1977)
Noruega -- 11’8 3’5 32 43 0’8 Arbiza (1986)
Trinidad British-Alpina 11’5 34 229 - 08 Devendra (1972)
Turquia Maltesa 11’3 35 30 -- 08 Gong (1982)
USA Pigmea Africana 21’6 7’8 5’1 5’4 0’8 Jenness (1980)

'S, % de solidos totales; G, % de grasa; P, % de proteina; L, % de lactosa; C, % de cenizas.
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Tabla II.1.1.4. Composicion media de las fracciones nitrogenadas en leche de cabra en
comparacion con la leche de vaca.'

Raza PT PV NNP C PS Autor
Alpina 2’9 2’5 0’39 2°0 0’5 Mabhieu et al. (1977)
Alpina 3’5 3’3 0°22 2°6 0°7 Csapo et al. (1984)
Alpina-Saanen 3’1 2’8 0°27 2’3 0°6 Grappin et al. (1981)
Anglo-Nubiana 3’1 3°0 0’19 2°4 0’6 Devendra (1972)
Granadina 3’5 32 0°27 2°4 0’8 Martin-Hernandez et al. (1988)
Jamunapari 4’8 4’5 0’16 34 1’1 Singh et al. (1972)
Murciana 3’6 3’4 0°23 2°6 0’8 Martin-Hernandez et al. (1988)
Saanen 3’5 3’3 0°22 2°6 0’7 Csapo et al. (1984)
Saanen 2°8 2’5 0’31 2’1 0’4 Mabhieu et al. (1977)
Leche de vaca 3’3 3’3 0’03 2’8 0’5 Luquet (1985)

' PT, % de proteina total; PV, % de proteina verdadera; NNP, % de nitrégeno no proteico; C, % de caseina; PS, %
de proteina soluble.

En términos generales, la leche de cabra presenta mayor proporcion de nitrogeno
no proteico comparada con la de vaca (Grappin et al., 1981, Remeuf y Lenoir, 1986).
Las micelas tienen mayor didmetro, mayor polidispersion, menor grado de hidratacion y
mayor proporcion de contenido mineral (Trujillo et al., 1997). También presenta un
mayor contenido graso (Riel, 1991), con globulos mas pequefios, menos polidispersos y
con menor tendencia a la formacién de crema (Attaie y Richter, 2000), probablemente

por la ausencia de aglutinina.

Los globulos grasos presentan una considerable interfase con el suero, por lo que
la grasa es mas accesible a la accion de las lipasas pero, por alguna razén, la actividad
lipolitica es mucho menor en leche de cabra que en leche de vaca (Riel, 1991). El
contenido en a-lactoalbimina es el doble en la leche de cabra, mientras que el de £
lactoblobulina es menor. La cuajada de cabra también es menos firme que la de vaca

incluso a igual contenido de caseina (Storry et al., 1983).
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I1.1.2. La elaboracion de queso y sus etapas

La leche de vaca se emplea extensamente para la elaboracién de queso, aunque
también se utiliza la procedente de otras especies como oveja, cabra, bufala, buey,
llama, cebu, camello,...(Mendiola, 2000). El coédigo Alimentario Espafiol define el
queso como “el producto fresco o maduro obtenido por separacion del suero, después de
la coagulacion de la leche natural, de la desnatada total o parcialmente, nata, suero de

mantequilla o de sus mezclas”.

La elaboracion de queso, simplificando, no es més que la transicion del estado
natural de la leche o sol al estado gel. Dicho proceso suele ir seguido de rotura de la
estructura del gel con separacion, en mayor o menor grado, de las fases solida (cuajada)
y liquida (lactosuero). La cuajada asi obtenida da lugar a queso fresco o se somete a un
proceso de afinado para la produccion de queso maduro o curado. En la elaboracion de
queso, logicamente las caracteristicas de la materia prima son decisivas tanto desde un
punto de vista cuantitativo como cualitativo. Los pardmetros que definen la aptitud de la
leche para la coagulacion son numerosos, y seran brevemente compendiados en el

apartado I1.2.6.

Las etapas de la elaboracion de queso pueden ser abordadas desde un punto de
vista puramente fisico-quimico o desde una perspectiva tecnoldgica. Desde el punto de
vista fisico-quimico, s6lo se distinguen cuatro etapas: coagulacion, desuerado, salado y

afinado (Brule y Lenoir, 1989), que podemos definir como:

1. Coagulacion. Modificaciones fisico-quimicas de las micelas de caseina, bajo la
accion de enzimas proteoliticas o de determinados acidos, que producen la

desestabilizacion de dichas particulas, dando lugar a la transion sol-gel.

2. Desuerado. Sinéresis y evacuacion del lactosuero con separacion de la fase

solida y la fase liquida. Generalmente se inicia tras la rotura mecénica del
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coagulo (corte) y se facilita con tratamiento térmico y/o mecanico (agitacion),

por moldeado, por aplicacion de presion, y por oreo.

3. Salado. Fenomenos de transporte de materia conducentes a la incorporacion de

sal a la cuajada, desde la superficie, en masa o por inmersion en salmuera.

4. Afinado. Transformaciones bioquimicas de los componentes de la cuajada, bajo
la accion de enzimas, principalmente microbianas. La digestion enzimatica de
la cuajada modifica su estructura y composicioén, acentuando el aroma y el
sabor y confiriendo a la cuajada nuevas caracteristica, en lo referente al

aspecto, la consistencia y el color.

Desde la perspectiva tecnoldgica, la transformacion de la leche en queso,
tradicionalmente se divide en las siguientes etapas: tratamiento previo de la leche,
coagulacion, desuerado, moldeado, prensado, salado y maduracion (Mendiola, 2000), si
bien, segun el tipo de queso, las etapas se pueden ver sometidas a pequenas
modificaciones en intensidad, duracion, nimero y orden. Dichas fases de elaboracion se

pueden resumir del siguiente modo:

1. Tratamientos previos. Conjunto de operaciones a las que se somete la materia
prima, previamente a la elaboracion de queso y bdsicamente destinadas a la
limpieza (tamizado, filtrado y clarificacion por centrifugacion), normalizacién
o estandarizacién (desnatado, adicién de caseina en polvo, concentracion y
ultrafiltracion), conservacion e higienizacion de la leche (refrigeracion,
termizacion, pasterizacion, bactofugado, microfiltracion y tratamiento por altas

presiones) y madurado (adicion de cultivos, de Cl,Ca y de otros aditivos).

2. Coagulacion. Desestabilizacion de la fase micelar por adicion de enzimas y/o
acidos que determinan la gelificacion de la leche, atrapando en su interior el

agua, los glébulos grasos y las bacterias.
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3. Desuerado. Se corresponde con la sinéresis y la separacion de las fases solida 'y
liquida con obtencion de la cuajada. Permite la regularizacion de la humedad y
del contenido en lactosa de la cuajada mediante desmineralizado y
deslactosado. Se inicia con el corte del gel, tras el cual, el proceso se regula

mediante agitacion y/o tratamiento térmico adecuados.

4. Moldeado. Llenado de los moldes con la cuajada obtenida tras la separacion de

la mayor parte del suero.

5. Prensado. La cuajada, en el interior de los moldes, es sometida a presion por
gravedad (autoprensado) o a presion externa, que proporciona la forma
definitiva al queso, permite un desuerado complementario y facilita la

estabilizacion del pH previamente a la maduracion.

6. Salado. Adicion de CINa a la cuajada, a fin de completar el desuerado,
favorecer la formacion de la corteza, disminuir la actividad de agua y realzar el

sabor propio del queso, enmascarando sabores extraios.

7. Maduracion o afinado. Proceso de transformacion de la cuajada mediante oreo
en condiciones controladas de humedad y temperatura que permiten y facilitan
la digestion enzimatica dirigida o maduracion bioldgica (glicolisis, proteolisis y
lipolisis) de la cuajada, que pierde sus caracteristicas organolépticas iniciales

desarrollando las propias del queso.

La descripcion detallada de dichas fases no constituye un objeto especifico de la
presente Memoria de Tesis, excepcion hecha de aquellas etapas intimamente ligadas con
el proceso de corte de la cuajada (coagulacion y desuerado) que se desarrollan

respectivamente en los apartados I11.2 y IL.3.
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IL.2. LA COAGULACION DE LA LECHE

I1.2.1. Estabilidad coloidal de la leche

En el apartado II.1.1, se define la leche como un sistema coloidal integrado por
una solucion acuosa de lactosa, sales y otros muchos elementos, en la que las proteinas
séricas se encuentran en disolucion coloidal, las micelas de caseina en dispersion
coloidal y los globulos grasos se encuentran en emulsion. La leche es un sistema
heterogéneo, capaz de dispersar la luz y capaz tanto de fluir como de solidificar
(Dickinson, 1992). Muchas de estas propiedades son consecuencia de su estado

coloidal. La Figura IL.2.1.71 muestra el tamafio relativo de los diversos elementos

estructurales polidispersos de la leche.

Leche

Figura I1.2.1.1. La leche observada a diferentes aumentos.

(a), a 5x, liquido uniforme; (b), a 500x, gotitas esferoidales de grasa; (c) a 50000x, micelas de caseina. GG, Globulos

grasos; M, micelas de caseina.

Reproducido de Walstra y Jenness (1987).
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Las dispersiones coloidales son consideradas por diversos autores como un estado
de la materia (Dickinson, 1992). Contienen moléculas grandes o particulas pequeias,
siendo por tanto sistemas que ocupan una posicion intermedia entre las disoluciones de
sustancias de masa molecular relativamente pequefia y las dispersiones groseras (Shaw,
1970). En el estado coloidal, una o mas entidades estructurales tienen por lo menos una
dimension comprendida dentro de un determinado rango (Schott, 1987: 1 nm-varios
pm; Dickinson, 1992: 1 nm-1 gm; Lewis, 1993: 1 nm-1 mm). Una dispersion coloidal
consta, por lo menos, de dos fases separadas: una o mas fases dispersas, dispersadas o
internas y una fase continua llamada medio de dispersion. Segun Shaw (1970), los
factores que mas contribuyen a la naturaleza de los sistemas coliodales son: tamafio
forma y flexibilidad de la particula, propiedades superficiales e interacciones particula-
particula y particula-disolvente. Existen diversas clasificaciones de los sistemas
coloidales. En base al estado de la materia tanto de la fase continua como de la dispersa
(Schott, 1987) se clasifican en numerosas combinaciones, como p. ¢j.: sélido-liquido o
liquido-liquido. Desde este punto de vista, nos interesan especialmente los soles y las

emulsiones:

1. Sol. Dispersion coloidal de un sélido en un medio liquido o gaseoso. Los
prefijos designan el medio de dispersion: hidrosol, alcosol, aerosol (agua,
alcohol y aire respectivamente). La mayoria son liquidos. Si entre las particulas
del sol se forman puentes con fuerza mecénica suficiente, dan lugar a un gel
(hidrogel, alcogel, aecrogel). Si el tamafo de las particulas sélidas supera el
limite establecido para las particulas coloidales, se trata de una suspension. La
mayoria de las particulas coloidales presentes, en la leche, se encuentran en

estado sol (hidrosol).

2. Emulsion. Dispersion o suspension de gotas de liquido en una fase dispersante

también liquida. Asi se encuentran en la leche los glébulos grasos.

22



Revision bibliogrdfica

Una segunda clasificacion debida a Ostwald (Schott, 1987), se basa en la afinidad
entre las fases dispersa y dispersante y se aplica principalmente a dispersiones de

solidos en liquidos:

1. Dispersiones liofilas. Existe considerable atraccion entre la fase dispersa y la
fase continua, es decir gran solvatacion. Si el medio de dispersion es el agua se
dice que el sistema es hidrofilo. Se forman espontaneamente y son
termodinamicamente estables y reversibles. Segun Dickinson (1992), también
se conocen como disoluciones coloidales y desde un punto de vista

termodinamico, incluso se pueden considerar como disoluciones verdaderas.

2. Dispersiones liofobas. Hay poca atraccion entre la fase dispersa y el medio de
dispersion y tienen una gran energia libre de superficie, por lo que son
termodinamicamente inestables. Suelen ser sistemas irreversibles, que no se
pueden reconstruir ficilmente tras la separacion de fases. La dispersion no es
espontanea. A veces se conocen como dispersiones coloidales. Si la fase

continua es acuosa, hablamos de dispersion hidrofoba.

3. Coloides de asociacion. Formados por moléculas que generalmente son
demasiado pequenas como para que su dispersion se considere coloidal, pero
que en medio acuoso tienden a asociarse en estructuras con tamafio suficiente
para ser consideradas como particulas coloidales. Son particulas anfifilicas, con
grandes restos liobofos (hidréfobos) “cola” junto con pequefios grupos muy
liofilos (hidrofilos) “cabeza”, que se asocian formando micelas. Se comportan

como coloides liofilos, ya que son termodinamicamente estables y reversibles.

Seglin Walstra y Jenness (1987) en la leche, los globulos grasos son coloides
hidréfobos y las micelas de caseina se pueden considerar como intermedios entre los

tipos hidroéfobo e hidrofilo. Si existen burbujas de aire, y cristales de grasa y lactosa,
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pueden considerarse como coloides hidrofobos. Las proteinas del suero se deben

considerar como dispersion liofila.

Como vemos, la leche presenta numerosos elementos estructurales de
dimensiones coloidales, por lo que podemos considerarla como un coloide multiple. Sus
particulas que varian mucho en composicion, poseen carga superficial. Las fases
dispersas, como por ejemplo las micelas de caseina, suelen presentan tamafio variable,
por lo que el sistema se considera polidisperso. La estabilidad coloidal de la leche, asi
como la formacion, estructura y reologia de los productos lacteos, especialmente queso
y yogur, dependen principalmente de las interacciones entre las micelas de caseina en
diferentes estados de dispersion (Dickinson, 1992). El sistema coloidal en la leche ha
sido discutido en mayor extension por Webb et al. (1974), Graf y Bauer (1976),
Dickinson y Stainsby (1982), Walstra y Jenness (1987) y Dickinson (1992).

Todas las dispersiones, en sentido estricto, son inestables debido a que el area
interfacial tiende a disminuir (Shaw, 1970). Un coloide se considera estable si, tras un
cierto periodo de tiempo, existe escasa agregacion y/o sedimentacion de particulas. Es
decir, si la velocidad de dichos procesos es muy lenta. Centrandonos en los procesos de
agregacion, por su obvio interés en la elaboracion de queso y parafraseando a Dickinson
(1992), podemos definir la agregacion como un proceso en el que dos o mas particulas
coloidales se unen mediante fuerzas de distinto origen y magnitud. En general, si la
estructura de los agregados o la naturaleza del proceso se conoce suficientemente, se
puede distinguir entre coagulacion y floculacion cuando se forman agregados rigidos o
laxos respectivamente. Los agregados producidos por coagulacion, presentan distancias
intermoleculares de orden atdomico mientras que las particulas floculadas se mantienen
relativamente separadas. Por ello, las fuerzas establecidas entre las particulas
coaguladas son de caricter fuerte y de caricter termodindmicamente irreversible,
mientas que las fuerzas que mantienen los floculos son débiles y generalmente
reversibles. Ambos procesos, bajo circunstancias favorables, pueden ser revertidos

mediante los procesos respectivos de peptizacion y de defloculacion.
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Las particulas coloidales estdin animadas permanente y espontaneamente por
movimientos brownianos. Como consecuencia de la teoria cinética, en ausencia de
fuerzas externas todas las particulas suspendidas tienen la misma energia cinética media
de traslacion, independientemente de su tamafo. La energia cinética media para
cualquier particula es 3/2 kT, donde & es la constante de Boltzmann (1’4 x 102 JK) y
T la temperatura absoluta (Shaw, 1970). Los movimientos, que son al azar, estan
provocados por los choques de las moléculas del sistema dispersante (en nuestro caso
agua) sobre las particulas coloidales (micelas de caseina), dependiendo por tanto de la

temperatura y del tamafio de las particulas.

En este “paseo tridimensional al azar”, dos particulas que se encuentran deberian
unirse debido a las fuerzas de cohesion que tienden a disminuir la superficie, por lo que
si la dispersion es estable, deben existir otras fuerzas de sentido opuesto que, anulando a
las primeras, mantienen la estabilidad del sistema. Las fuerzas que tienen a unir las
particulas coloidales suelen ser fuerzas de van der Waals, especialmente fuerzas de
dispersion de London. Para dos particulas esféricas idénticas, la energia libre de

interaccion de van der Waals es aproximadamente (Walstra 1996):

Via=—Ar/12h (11.2.1.1)

donde 7 es el radio de la particula, / la distancia interparticula y A4 la constante efectiva
de Hamaker, que varia en funcion del material de las particulas y del liquido que las
separa y que crece en la medida que las diferencias entre las propiedades de ambos
materiales aumentan. Si ambas particulas son del mismo material y el liquido que las
separa es distinto (como en el caso de las micelas de caseina), 4 siempre tiene valor
positivo y las particulas se atraen. Para la mayoria de las particulas, en agua, 4 vale

entre 1y 1°5 kT (4-6 x 10-21 ).

Frente a las fuerzas de atraccion de van der Valls, existen dos fuentes principales

de estabilizacion en los sistemas coloidales: estabilizacion electrostatica y estabilizacion
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polimérica. En la primera, las fuerzas de repulsion se deben al potencial electrostatico
establecido entre particulas cargadas. En la segunda, las particulas se mantienen
separadas gracias a macromoléculas que pueden estar unidas a la superficie
(estabilizacion estérica) o disueltas en el medio de dispersién en forma de moléculas
enrolladas o de red tridimensional laxa (interaccidon por deplecion). En los alimentos es

comn la estabilizacién por combinacion de mecanismos electrostaticos y estéricos.

I1.2.1.1. Estabilizacion electrostatica: capa eléctrica doble y teoria DLVO

Para comprender la estabilidad de los coloides liofobos, deben estudiarse los
fenomenos de atraccion y de repulsion, lo que también es conveniente en relacion con
las micelas de caseina. Segun Walstra y Jenness (1987), la carga eléctrica superficial de
una particula procede de la adsorcion de iones o de la ionizacidon de grupos funcionales
superficiales. Se crea, asi, un potencial electrostatico superficial ({), que determina una
fuerza de repulsion entre particulas, cuando % es del mismo signo, que previene el
acercamiento de las mismas. Puesto que la carga depende del pH, también dependen de

¢l, tanto ¢ como las fuerzas de repulsion.

La fase acuosa que rodea a las particulas contiene siempre iones, de forma que los
cargados opuestamente a la particula (contra-iones) se acumulan cerca de su superficie y
los de igual carga son repelidos (co-iones). La concentracion de contra-iones aumenta al
acercarnos a la superficie de la particula. La superficie cargada y la distribucion
desigual de co-iones y contra-iones cerca de la superficie se conocen como capa
eléctrica doble; diferenciandose una region interna inmoévil (capa de Stern) con iones
fuertemente adsorbidos y otra region movil externa (capa difusa o de Gouy-Chapman)
formada por iones distribuidos en funcién del balance entre energia cinética y energia

potencial eléctrica.

El potencial eléctrico de las particulas disminuye con la distancia, /, a su

superficie. Para particulas coloidales grandes, de bajos potenciales de superficie (< 25
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mYV para un electrolito 1:1), el potencial se puede estimar mediante la aproximacion de

Debye-Hiickel, segun la siguiente relacion:

Y=g, (I1.2.1.1.1)

donde ¢ es el potencial a una distancia / y k es el pardmetro de Debye-Hiickel. Su
reciproco, k', es el grosor aproximado de la capa eléctrica doble (longitud de Debye) y
representa la distancia a la que {Jcae hasta un valor de 1/e, equivalente a 0’37 veces (.
El grosor de la capa eléctrica doble depende de la fuerza ionica de la solucion. En agua

a temperatura ambiente viene dada por:

1/k(nm) = 0.3/~/1 (11.2.1.1.2)

donde / es la fuerza ionica dada por:
[=1/2) Mz} (I1.2.1.1.3)

donde M es concentracion molar y z es la valencia de cada una de las especies i0nicas
presentes. / en la leche es aproximadamente 0°075-0°08 M (Walstra y Jenness, 1987;
Swaisgood, 1996), por lo que el espesor teorico de la doble capa es proximo a 1’1 nm.
Para una particula dada el pH determina en gran parte el valor de ¢, mientras que / es
responsable de la caida de potencial con la distancia. Con elevada / también disminuye
W porque los contra-iones pueden asociarse con los grupos ionizados de la particula

neutralizandolos.

El potencial electrocinético o potencial zeta ({) puede determinarse sometiendo
las particulas a un campo eléctrico. A la superficie cargada se une capa de agua que se

desplaza con la particula, de tal forma que el plano de deslizamiento al que se mide el
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potencial se encuentra a una distancia desconocida de la superficie, por lo que { es algo

menor que .

En la clasica teoria de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek o teoria DLVO, se
estudia la estabilidad coloidal en funcion de los cambios de energia libre que ocurren
cuando dos particulas del sol se aproximan entre si y sus capas eléctricas dobles se
solapan. Aparecen entonces la energia de interaccion repulsiva entre las dos capas y las
fuerzas atractivas de van der Waals. El potencial de interaccion total (uprvo)

corresponde a:

Upyy§h) = ug(h) + uA(h) (11.2.1.1.4.)

donde ur es el potencial de repulsion debido a la capa eléctrica doble, ua es el potencial
de atraccion causado por las fuerzas de van der Waals y % es la distancia entre las
superficies. Las fuerzas de van der Waals producen una energia de atraccion que
disminuye inversamente con A. La energia de repulsion electrostatica disminuye en
forma exponencial con 4. Debido a la combinacion de estos dos efectos opuestos, la
atraccion predomina en las distancias cortas y grandes, mientras que la repulsion puede
predominar en las distancias intermedias. La Figura IL.2.1.1.1 muestra la
representacion teorica tipica de la funcion ugr(4) (curva ER), de la funcidn ux(h) (curva
WA) y de la funcion uprLvo(h), curva resultante de la suma algebraica de las curvas ER y
WA (curva DPBAS) segun Schott (1987). Los valores de energia potencial de

interaccion positiva indican repulsion y los negativos atraccion.

Cuando dos particulas se acercan, las dos atmosferas de contra-iones se empiezan
a superponer en el punto A (distancia da), y comienzan a producir una energia de
repulsion debida al trabajo necesario para distorsionar las capas difusas y para desplazar
moléculas de agua y contra-iones. Si continuan acercandose, aun cuando casi toda la
solucion de contra-iones esté ya desplazada, la repulsion aumenta la energia potencial

de interaccion hasta su valor maximo en B. Si la altura de la barrera de energia potencial
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B excede la energia cinética de las particulas que se acercan, estas no estaran a distancia
mas proxima que dg y se alejaran la una de la otra. Una energia positiva neta de unas 25
unidades kT (kT = 4 x 10?' J) es suficiente para mantener las particulas separadas,

siendo la dispersion permanentemente estable (estabilizacion electrostatica).
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Figura I1.2.1.1.1. Curvas de energia involucradas en la estabilizacién electrostatica.

WA, energia de atraccion de van der Waals entre dos particulas idénticamente cargadas, en funcion de la distancia
entre ellas; ER, energia de repulsion electrostatica; DPBAS, energia neta de interaccion; dp, dp, ds y ds, distancias
entre las particulas en los puntos D, P, B, Ay S.

Reproducido de Schott (1987).
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Por otra parte, si su energia cinética excede la barrera de energia, las particulas se
acercan mas alla de dg porque la atraccion de van der Waals supera a la repulsion
electrostatica. La energia potencial neta de interaccion se hace cero y posteriormente se
vuelve negativa acercando mas a las particulas entre si. Cuando éstas alcanzan una
distancia dp, la energia de interaccion supone el valor minimo primario, P, que
corresponde a una situacion muy estable donde las particulas se adhieren. Como no es
probable que las particulas puedan recibir suficiente energia cinética, ni que ¢ pueda
aumentar suficientemente para permitirles salir del pozo de energia potencial, quedan
fijadas permanentemente (agregacion irreversible o coagulacion). Cuando la mayoria de
las particulas se aglomeran por este proceso el sol coagula. Cualquier distancia menor
que dp produce un aumento muy rapido de energia potencial a lo largo de PD, porque
las particulas solidas se interpenetrarian con superposicion de orbitales atdémicos
(repulsion de Born). Segun Shaw (1970), otra propiedad caracteristica de las curvas de
potencial de interaccion es la presencia de minimos secundarios (S), que cuando son
suficientemente profundos (mayor de A7) deben dar lugar a agregacion reversible

(floculacion).

11.2.1.2. Estabilizacion estérica

En ocasiones, las cadenas moleculares mas externas de las particulas coloidales
pueden sobresalir de la superficie causando repulsion. Cuando las particulas se
aproximan excesivamente, las capas que presentan cadenas sobresalientes “filamentos”
penetran unas en otras o se comprimen entre si, determinando una pérdida de entropia
conformacional que produce la repulsion. También existe repulsion por hidratacion, si
las pilosidades son hidrofilas y contactan intimamente las cadenas moleculares
individuales. El solapamiento de los segmentos macromoleculares de la fina pelicula
entre las particulas causa un aumento de la concentracion local de los filamentos y,
como consecuencia, un aumento de la presion osmoética que favorece una afluencia de
moléculas de agua a la region solapada que produce repulsion. El efecto conjunto de

ambos procesos se denomina repulsion estérica y su magnitud puede ser considerable,

30



Revision bibliogrdfica

de hasta unos pocos k7T por molécula (Walstra y Jenness, 1987). La pilosidad puede
alejar de la superficie el plano de deslizamiento de la particula que se mueve por un
liquido, por lo que puede determinar que ¢ sea mucho menor que el potencial
superficial. Tanto los globulos grasos como las micelas de caseina de la leche contienen
pilosidades, lo que permite esperar una contribucion importante de la repulsion estérica

a la estabilidad de la leche.

I1.2.1.3. Interacciones hidrofobicas

La asociacion entre si, en solucidén acuosa, de grupos no polares causada por la
tendencia de las moléculas de agua a rechazar moléculas y particulas no polares se
conoce como interaccion hidrofobica o “union hidréfoba” (Lien y Kennon, 1987). Este
tipo de interaccion es altamente sensible a la temperatura, siendo muy débiles a la 0°C y
aumentando su estabilidad proporcionalmente con la temperatura (Walstra, 1996). Si el
surfactante es una proteina, en principio pueden darse las interacciones hidrofébicas si
bien, en este caso, es mas probable la repulsion generalmente debida a una combinacioén

de repulsion electrostatica y estérica.

I1.2.2. Propiedades e interacciones de las caseinas

El factor principal que condiciona las propiedades tecnoldgicas de la leche y el
rendimiento quesero es la concentracion de proteinas coagulables, es decir de caseinas,
que en leche de cabra es muy variable, contrariamente a lo observado en vaca (Remeuf
et al., 1989, 1991). Las caseinas son las proteinas mayoritarias de la leche y suponen un
80% de las proteinas totales en la de vaca (Dalgleish, 1993; Lomholt, 1996; Mendiola,
2000) mientras que en cabra constituyen un 73°8% (Quiles y Hevia, 1994). Estudios
basados en la movilidad molecular (cromatografia, electroforesis, filtracion y
ultracentrifugaciéon) han puesto de manifiesto la existencia de diferentes tipos de
caseinas (Riel, 1991). Actualmente se clasifican en cuatro tipos diferentes: as;-, -, -

y K-caseina (Ruettimann y Ladisch, 1987; Dalgleish, 1993; Lomholt, 1996; Mendiola,
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2000). Todas ellas se sintetizan en la glandula mamaria si bien a estos cuatro grupos se
les pueden afiadir varios grupos de proteinas minoritarias como la y-caseina, que es un
fragmento procedente de la proteolisis de la S-caseina (Eigel, et al., 1984; Walstra y
Jenness, 1987; Fox y Mulvihill, 1990; Varnam y Sutherland, 1995) y A-caseina derivada
de la as;-caseina (Fox y Mulvihill, 1990).

Las caseinas se agrupan formando micelas que serdn descritas en el apartado
I1.2.3. Logicamente, la formacion de dichas micelas dependera de los fenomenos de
interaccidon que se establezcan entre ellas, en presencia del ion calcio. De acuerdo con
Brule y Lenoir (1989) la composicion y estructura primaria de las caseinas les confieren
importantes propiedades fisico-quimicas de interés funcional como: a) marcado caracter
anidnico en medio neutro por la presencia de radicales fosfoserina y/o acido glutdmico;
b) insolubilidad en agua a pH; (pH = 4’6 para la caseina entera o bruta) por la elevada
proporcion de radicales apolares y c¢) agregacion en medio célcico de las caseinas a5y,
Os; y [ por disminucion de su carga eléctrica negativa y de su hidrofilia, como
consecuencia de la complejacion del Ca®" por parte de radicales fosfoserina presentes en
la estructura de dichas caseinas. Este comportamiento corresponde a las caseinas
consideradas de forma aislada, pero en presencia de k-caseina en proporcion suficiente,

cercana al 10%, las demas caseinas son solubles en presencia de calcio.

El poder estabilizante de la k-caseina se relaciona directamente con la marcada
tendencia asociativa tipica de todas las caseinas (Darling y Dickson, 1979h; Mercier et
al., 1972). En soluciones puras, a pH neutro y en ausencia de calcio las caseinas
presentan una tendencia a polimerizarse en grados variables segun el tipo de caseina de
que se trate, mayor en el caso de las caseinas Sy k, en las que la reparticion desigual de
las cargas les confiere caracteristicas detergentes (Brule y Lenoir, 1989). En medio
acuoso se asocian a través de enlaces hidrofobicos, lo que se traduce en repulsion de las
zonas hidrofilicas hacia el exterior de los polimeros caseinicos. La asociacion de las
caseinas as se produce principalmente por enlaces electrostaticos, al presentar éstas un

reparto mas homogéneo de las cargas.
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Cuando se mezclan los diferentes tipos de caseina, su caracter anfifilico y su
fosforilacion facilita las interacciones entre ellas y con el fosfato célcico para formar
complejos (Varnam y Sutherland, 1995; Swaisgood, 1996). En ausencia de calcio las
asociaciones se establecen a partir de las zonas hidrofobicas y de las cargadas
eléctricamente, pero en presencia de calcio intervienen enlaces entre los radicales
fosfoserina de las caseinas y los iones Ca™’, y el grado de asociacion aumenta
considerablemente. Entre 0 y 4°C solo las caseinas S y K son solubles a una
concentracion 0’03 M de calcio. Sin embargo a esa misma concentracion y a
temperatura entre 20 y 25°C solo es soluble la A-caseina. Por su baja solubilidad en
presencia de calcio, las caseinas as;, Os; y [ se conocen como caseinas “sensibles al

calcio”.

Recientemente, Swaiswood (1996) ofrece una vision clara y rigurosa de las
interacciones tan peculiares que presentan las caseinas entre si y con los iones de calcio
y las sales célcicas, que contribuyen a la formacion de la micelas de caseina y definen
sus propiedades funcionales. Las estructuras primaria y terciaria singulares de estas
proteinas, que presentan fosforilizacion postranslacional, dan lugar a la formaciéon de
agregados (clusters) anidnicos en las “caseinas sensibles al calcio”, mientras que en la
K-caseina, “insensible al calcio” solo aparece un unico residuo fosforilado. La unién del
Ca’" a los agregados anidnicos neutraliza la carga en dichas regiones, con la
consiguiente deshidratacion, que altera el equilibrio de las interacciones hidrofobicas y

de fuerzas de repulsion electrostatica, facilitando su interaccion.

La estructura primaria de las caseinas revela otra caracteristica singular de estas
proteinas, la distribucion de residuos hidrofobicos y polares. La agrupacion de los
residuos polares y de los hidrofobicos en regiones separadas de la secuencia primaria
sugiere la formacion de distintos dominios de naturaleza polar e hidrofobica, que genera
una estructura anfipatica. En disoluciones aisladas de caseinas, tanto las [-caseinas
como las k-caseinas se autoasocian para formar grandes complejos esféricos muy

similares a una micela de detergente. Los dominios polares de las caseinas sensibles al
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calcio presentan una alta proporcion de residuos fosfoserilo que, al pH de la leche,
portan una gran carga negativa neta. La k-caseina, insensible al calcio, es también muy
anfipatica por la presencia de distintos dominios individuales hidrofébicos y polares,
pero sin embargo, el dominio polar de esta caseina no contiene ningiin agrupamiento

anionico.

La k-caseina -en lugar de las agrupaciones anidnicas de fosfoserilo caracteristicas
de las caseinas sensibles al calcio- en el dominio polar contiene residuos serilo y
treonilo que aparecen frecuentemente glucosilados, con tri- y tetrasacaridos que
incluyen residuos de acido N-acetilneuraminico anidnicos y actian como grupos
prostéticos fuertemente hidrofilos. Puesto que la k-caseina no contiene agrupaciones
fosfoserilo, no liga Ca>" como las caseinas sensibles a éste. Sin embargo, el dominio
polar (fragmento -COOH terminal 106-169, acido e hidrofilico y conocido como
caseinomacropéptido o CMP) presenta muchos aminoacidos polares, una elevada carga
negativa (restos aminoacidicos acidos como el acido glutdmico) y ocho residuos prolilo
espaciados uniformemente, credandose de esta forma una estructura pilosa abierta y
flexible, fuertemente hidratada. Este dominio polar esta adherido a un gran dominio
altamente hidrofobico (fragmento NH, terminal 1-105 o para-k-caseina, de caracter
basico) con muchos sitios que son potencialmente capaces de interaccionar con otras
caseinas. Ademads, el enlace peptidico Phe-Met en la posiciéon 105-106, que es el limite
N-terminal del dominio polar, es muy suceptible a la accion hidrolitica de la quimosina,
probablemente porque sus residuos prolilo a ambos lados del enlace sobresalen de la
superficie y aumentan la flexibilidad de la cadena. Como consecuencia de sus
caracteristicas estructurales diferenciales, existe una serie de propiedades reservadas a la

K-caseina, que condicionan sus interacciones y su funcionalidad:

1. Interaccidon con las caseinas sensibles al calcio para formar micelas, ya que
: oA 2+
actua estabilizandolas frente al Ca™".

2. Presenta estructura anfipatica, pero con un dominio polar inerte que no

.« . . 2+
precipita en presencia de Ca” .
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3. Presencia de una secuencia de reconocimiento especifica para la proteolisis
limitada por la enzima quimosina, que permite la eliminacion selectiva del

dominio polar, induciendo la coagulacion de las micelas.

Estas tres caracteristicas morfofuncionales son la base que permite la formacion
de las micelas de caseina nativa por interaccion de las caseinas en presencia de calcio,
regulando la estabilidad micelar en funcion de determinados factores desestabilizantes,

que determinan el estado sol/gel de la leche.

11.2.3. Estructura de las micelas de caseina

La caseina de la leche mayoritariamente se encuentra constituyendo particulas
conocidas como micelas de caseina (Ruettimann y Ladisch, 1987). La luz dispersada
por estas estructuras es la principal responsable del color blanco de la leche (Swaisgood,
1996). Las micelas de caseina son estructuras solidas y esponjosas de tamafio coloidal
dispersas en un medio acuoso (hidrosol), que por presentar gran variabilidad de tamafio
se clasifican como sistema polidisperso. Dalgleish (1990) define las micelas de caseina
nativa como el coloide de asociacion de la leche fresca, si bien Walstra y Jenness (1987)
discrepan al considerarlas como una forma intermedia entre los coloides lidfilos y los
liofobos. La composicion, estructura y/o funcionalidad de las micelas de caseina ha sido
abordada por Bloomfield y Morr (1973), Bloomfield y Mead (1975), Schmidt y Payens
(1976), McMahon y Brown (1984a), Ruettimann y Ladisch (1987), Rollema (1992),
Creamer et al.(1998), Dalgleish (1998), Holt (1998) y Walstra (1999), entre otros.

Las micelas de caseina son basicamente de naturaleza proteina (92%), si bien
contienen un 8% de sales, principalmente fosfato calcico y cantidades significativas de
Mg*" y citrato (Varnam y Sutherland, 1995; Swaisgood, 1996). Estos componentes
i6nicos se conocen conjuntamente como fosfato calcico coloidal o CCP (Fox y
Mulvihill, 1990). Como se ha comentado, gracias al grado de fosforilacion y a su

estructura anfifilica, las moléculas de caseina interaccionan entre si y con el fosfato
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calcico constituyendo estructuras micelares de tamafio comprendido en leche de vaca
entre 90 y 150 nm (Swaisgood, 1996). Las micelas contienen diversos tipos de caseina:
Qsi-, asy-, - y K-caseina en una proporcion molar de 3: 1: 3: 1 (Varnam y Sutherland,
1995; Swaisgood, 1996). La proporcion de k-caseina varia en relacion inversa con el
tamafo de la micela, mientras que la de 1o hace en forma directa (Riel, 1991). Las
micelas exhiben estructura porosa, muy voluminosa (4 mL g de caseina), fuertemente
hidratada (3’7g H,O g de caseina) (Swaisgood, 1996) y con un ¢ de -14 mV
(Dickinson, 1992).

La multitud de modelos fundamentalmente diferentes que han sido propuestos
sobre la estructura de la micela de caseina constituyen una evidencia clara de la
ausencia de unos conocimientos solidos (Holt, 1998). Los modelos propuestos se
clasifican, en general, en tres grupos: modelos de ntcleo y corteza, de estructura interna
y de subunidades (Ruettimann y Ladisch, 1987; Rollema, 1992). La estructura
actualmente considerada, basada en la recopilacion de la informacion disponible, parece
inclinarse a favor de un modelo submicelar como el propuesto por Morr (1967) y
perfeccionado sucesivamente por Slattery y Evard (1973), Schmidt (1982) y Walstra
(1990).

Muchas evidencias conducen a una estructura micelar formada por la asociacion
de entre 100 y 10000 subunidades aproximadamente esféricas (Dickinson, 1992) de
diametro comprendido ente 10 y 20 nm (Walstra y Jenness, 1987; Dickinson, 1992;
Swaisgood, 1996) y que contienen entre 10 y 100 moléculas de caseina (Walstra y
Jenness, 1987). La existencia de submicelas se ha fundamentado ampliamente en base a
métodos fisico-quimicos (Creamer, 1991, Kumosinski et al., 1991, Rollema, 1992 y
Farrel et al., 1994) como: la disociacion de las micelas en submicelas o el analisis de
submicelas de caseinato sodico y su sucesivo crecimiento por adicion de calcio.
También ha sido defendida esta existencia mediante observaciéon con microscopia
electronica (Schmidt y Buchheim, 1970; Kalab et al., 1982 y Carrol et al., 1985) y
estudio con dispersion de neutrones (Stothart y Cebula, 1982; Lombholt, 1996).
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Recientemente, Povey et al. (1999) emplean una técnica de espectroscopia de
ultrasonidos que permite determinar un tamafio submicelar de 20 nm. Ademds, la
eliminacion de calcio en la leche conduce a la desintegracion de las micelas en
particulas de apariencia submicelar (Buchheim y Welsch, 1973). En la Figura 11.2.3.1
se esquematiza un modelo genérico submicelar. El fosfato calcico y las caseinas
sensibles al calcio se unen al participar los grupos fosfoserina en la estructura del
fosfato calcico (Varnam y Sutherland, 1995). Las submicelas poseerian una estructura
no uniforme, con un interior de naturaleza hidrofébica constituido por las partes
hidréfobas de las caseinas (Brule y Lenoir, 1989) y una cubierta hidrofila externa, no
tan compacta, que contiene la mayoria de los grupos acidos (carboxilico y fosfoérico) de
las caseinas (Walstra y Jenness, 1987) y los grupos cargados e hidréfilos de la x-caseina

(Ruettimann y Ladisch, 1987).

MICELA DE CASEINA SUBMICELA DE CASEINA

Interior Hidrofobico

— Filamentos
f: de CMP

Cubierta polar
rica en K-caseina

Union
de CCP

Capa pilosa

Figura I1.2.3.1. Estructura de la micela de caseina: modelo submicelar.

Propuesto por Morr (1967) y perfeccionado sucesivamente por Slattery y Evard (1973), Schmidt (1982) y Walstra
(1990). CMP, caseinomacropéptido; CCP, fosfato calcico coloidal.

Reproducido de Dairy Science and Technology Education Series. Web: www.foodsci.uoguelph.ca.
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La estructura interna de la submicela se mantiene, principalmente, mediante las
interacciones hidrofobicas que se establecen entre las moléculas de caseina individuales
(Dickinson, 1992; Swaisgood, 1996) mientras que se cree que las submicelas
interactan por incorporacion de los agrupamientos de fosfoserilo anidnicos a la
estructura del CCP (Swaisgood, 1996). La estructura propuesta por Schmidt (1980,
1982) para el CCP se corresponde con Cag(POs)s. Estudios de absorcion de rayos X'y
espectroscopia infrarroja demuestran que su estructura podria ser muy similar a la que
presenta la brusita en cristales triclinicos (Holt, 1985). Los ésteres fosfato de los
agregados anionicos de las submicelas pueden ser, por tanto, parte integral de la matriz
de fosfato calcico-Mg® -citrato. No obstante, la naturaleza de las uniones entre unas
submicelas y otras es alin mal conocida, habiéndose también apuntado la participacion
de uniones hidrofobicas y de otras fuerzas, ademas de la existencia de los puentes
salinos de CCP, (Fox y Mulvihill, 1990). Seguramente predominan los puentes salinos
aunque la importancia relativa de las distintas fuerzas de cohesion depende de la
temperatura. Segun Dickinson (1992) el CMP se localiza en aquellas regiones
superficiales de la submicela que estan libres de fosfato, mientras que el resto de la
cubierta polar de las subunidades estd poblada con los residuos de fosfoserina de las
caseinas as;, Os; y [ que permiten la union entre las submicelas a través de puentes de
fosfato calcico. Las submicelas pobres en k-caseina o carentes de ella, y por tanto ricas
en caseinas sensibles al calcio, predominan en el interior de la micela localizandose

exteriormente las ricas en k-caseina.

Gracias a la distribucion de los diferentes tipos de caseina en el interior de las
submicelas, y a la organizacion de los diferentes tipos de submicelas entre si, se forma
una estructura micelar en la que segin Swaisgood (1996) la k-caseina también se
localiza predominantemente en superficie mientras que las caseinas as y [ se agrupan
en el interior. Sin embargo, la distribucion no es excluyente porque las proteinas
sensibles al calcio también estan accesibles en la superficie. Cuando el dominio polar de
la k-caseina, que no puede interaccionar con el calcio, ocupa una proporcion suficiente

de la superficie micelar, ésta deja de crecer por lo que cuanto mayor sea el numero de
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submicelas ricas en la k-caseina tanto menor sera el tamafio micelar. Esta distribucion
de caseinas contribuye a explicar porque la cantidad de k-caseina de la micela aumenta
linealmente con la relacion superficie/volumen, mientras que la cantidad de [(caseina
disminuye linealmente. Puesto que los componentes del suero se equilibran lentamente
con los de la micela, la adicion de k-caseina reduce el tamafio micelar y la adicion de

[-caseina produce el efecto contrario.

Los modelos submicelares han evolucionado durante la década de los 60 y como
se ha referido anteriormente gozan de amplia aceptacion. Pese a que la mayor parte de
las pruebas sugiere que las micelas estan formadas por asociacion de submicelas
(Swaisgood, 1996), su existencia no es universalmente aceptada. Holt y Horne (1996),
coinciden con las nociones generales de estos modelos pero discrepan del concepto de
submicela. Holt (1998) realiza ensayos de disociacion controlada de las micelas de
caseina. Mientras las fuentes de integridad micelar se mantienen constantes se procede a
una eliminacion selectiva de CCP o a una adicion de k-caseina. En ninglin caso se
consigue la disociacion completa de las micelas en submicelas individuales. En opinion
de dicho autor se requiere al menos la modificacion de los modelos submicelares, de
forma que sea posible la existencia del mismo tipo de uniones entre las submicelas

individuales y dentro de ellas.

Estas controversias estimulan la aparicion de modelos alternativos como el
propuesto por Holt (1995) y Holt y Horne (1996) en el que existen pequeiias
formaciones de CCP denominadas nanoagregados de fosfato célcico que interaccionan
con los grupos fosfoserina de las caseinas y probablemente con los residuos de
glutamina y constituyen centros a partir de los cuales crecen las micelas. La Figura
I1.2.3.2 representa graficamente el modelo desarrollado por Holt. Se observa una
particula irregularmente esférica, altamente hidratada, abierta y con una carga

superficial negativa.
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Figura I1.2.3.2. Estructura de la micela de caseina: modelo de nanoagregados.
Segun Holt. Reproducido de Dairy Science and Technology Education Series. Web: www.foodsci.uoguelph.ca. CMP,
caseinomacropéptido.

Recientemente Horne ha propuesto un modelo de unidon dual. Dicho investigador
defiende que el ensamblaje de las micelas tiene lugar por polimerizacion mediante dos
tipos de uniones: uniones entre las regiones hidrofobicas de las caseinas y
neutralizacion y union de las regiones cargadas negativamente (agrupaciones anidnicas
de fosfoserilo) mediante nanoagregados de fosfato calcico mineral. La integridad
micelar se mantienen por una exceso localizado de atraccion hidrofobica sobre la

repulsion electrostatica (Horne, 2000).

Puesto que el procesado de las muestras para la observacion de las micelas al
microscopio electrénico produce habitualmente artefactos, McMahon y McManus
(1998) emplean una técnica de criopreparacion que permite conservar al maximo la
estructura nativa de las micelas de caseina. Las iméagenes obtenidas muestran que los

subagregados de particulas en el interior de las micelas tienen generalmente un tamaio
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que oscila entre 2-3 nm, a lo sumo 8-10 nm, no constituyendo segin los autores una
prueba definitiva de la existencia de las submicelas, por lo que consideran que de existir
¢éstas deben ser menores de 20 nm o deben estar empaquetadas menos densamente, de
forma que en las micrografias las proteinas constituyentes de las submicelas aparecen
como proteinas individuales. Por su parte Walstra (1999) aporta evidencias tanto a favor
como en contra de las submicelas, y sugiere un modelo basado en otro previamente
propuesto por van Dijk (1992) que es béasicamente un modelo submicelar tradicional
con la salvedad de que el CCP se encuentra dentro de las submicelas en lugar de actuar

como cemento intermicelar (Figura 11.2.3.3).

O Submicela

}% Filamento de
CMP

CCP

50 nm

Figura 11.2.3.3. Estructura de la micela de caseina: modelo submicelar modificado por Walstra.
CMP, caseinomacropéptido; CCP, fosfato calcico coloidal.
Reproducido de Walstra (1999).
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Pese a la controversia actual sobre la existencia o no de las submicelas, el modelo
submicelar sigue siendo el mas ampliamente aceptado. Independientemente de cual sea
el modelo definitivo de la estructura micelar, existe un amplio consenso en cuanto a la
existencia de la capa o cubierta de filamentos pilosos, en adelante “capa pilosa”
(Walstra, 1999). Desde una perspectiva funcional, e independientemente de si su
estructura es o no submicelar, las micelas constituyen agregados de caseina con una
superficie externa estabilizante. Podemos considerarlas como esferas sélidas con una
capa proteica superficial, principalmente de k-caseina, que confiere a las particulas la

estabilidad necesaria para que se mantengan en dispersion coloidal (Dalgleish, 1998).

Swaisgood (1996) afirma que las micelas de caseina no son estructuras estaticas
sino que aparentemente todos sus componentes se encuentran en equilibrio dindmico
lento con el suero lacteo, por lo que en condiciones adecuadas las caseinas y los
componentes salinos se pueden disociar reversiblemente de las micelas.
Sorprendentemente, tal disociacion puede ocurrir hasta cierto limite sin inducir a
cambio aparente alguno de tamafio micelar. A temperaturas cercanas a 0°C se produce
disociacion parcial reversible de [-caseina, k-caseina y CCP, si bien a temperatura
fisiologica la proporcion de caseinas individuales o de submicelas en el suero es
extremadamente pequefia. Los principales equilibrios se establecen a dos niveles: entre
las moléculas de caseina libre y las del interior de las micelas y entre el CCP y el calcio

y fosfato disueltos (Brule y Lenoir, 1989).

De acuerdo con Quiles y Hevia (1994), en términos generales las micelas de
caseina en cabra son similares a las de vaca. Las micelas de cabra contienen un 15°55%
de nitrogeno, 0°78% de fosforo, 0°39% de hexosas y 0°31% de hexosaminas, frente al
15’35, 0’85, 0°38 y 0°36% respectivamente en la leche de vaca. La micela caprina
contiene menor proporcion de acido glutdmico y mas histidina que la de origen bovino.
Ono y Creamer (1986) observan que, en comparacion con la leche de vaca, en leche de
cabra la micela presenta mayor diametro medio, mayor dispersion de tamafio y mayor

mineralizacion. También observan un menor grado de hidratacion en las micelas
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caprinas, hecho que podria explicar parcialmente la mayor sensibilidad al calor de este

tipo de leche.

Segun Raynal y Remeuf (2000), las micelas de caseina son mas estables a la
refrigeracion que las de vaca, observandose menor grado de disociacion de caseina y de
CCP tras el almacenamiento en frio que en ésta ultima. En leche de cabra observan un
descenso del tiempo de coagulacion (RCT) tras la refrigeraciéon que contrasta con el
aumento observado en leche de vaca. Este hecho sugeriria que en leche de cabra la
desmineralizacion causada por el frio ejerce un efecto limitante, de menor entidad, sobre

la agregacion de las micelas de caseina provocado por su alto grado de mineralizacion.

Las caseinas integrantes de las micelas en leche de cabra coinciden con las
sefaladas en leche de vaca: as;-, Qsy-, - y k-caseina (Ono y Creamer, 1986; Ono et al.,
1989; Jaubert y Martin, 1992; Law et al., 1992; Law y Tziboula, 1992; Trujillo et al.,
1998), si bien hasta finales de los 80 se creia que la leche de cabra no contenia caseina
as) (Jenness, 1980; Grosclaude et al., 1987; Brignon et al., 1989; Mora-Gutiérrez et al.,
1991). La contribucion de estos 4 tipos de caseina al complejo micelar guarda una
proporcion de 1: 2: 5: 2 (Remeuf y Lenoir, 1985). Los cuatro tipos de caseina son
polimorficos (Pirisi et al., 1994; Trujillo et al., 1997) al igual que en leche de vaca

(Riel, 1991).

La [-caseina es la caseina mas abundante en leche de cabra (Richardson y
Creamer, 1974; Quiles y Hevia, 1994), presentandose en mayor proporcidon que en vaca
(Law y Tziboula, 1992). La [S-caseina de cabra es mas soluble que la de vaca y a bajas
temperaturas se disocia mas facilmente de las micelas (Riel, 1991; Trujillo et al., 1997).
En leche de cabra Richardson y Creamer (1974) identifican dos tipos distintos de [
caseina que difieren basicamente en su grado de fosforilacion: £ (5 grupos fosfato) y 5
(6 grupos fosfato) Chianese et al. (1993) dan a conocer cuatro diferentes posibilidades
de fosforilacion (3, 4, 5 'y 6 grupos fosfato), mientras que Trujillo (1996) determina

incluso cinco niveles.
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El contenido de as;-caseina es mucho menor en leche de cabra que en leche de
vaca (Law y Tziboula, 1992; Quiles y Hevia, 1994). Ademads su porcentaje es mucho
mas variable, oscilando entre el 4 y el 26%, frente a unos valores del 36 al 40% en leche
de vaca (Clark y Sherbon, 2000). Mientras en leche de vaca el tamafio de la micela ha
sido relacionado con el contenido de k- y [-caseina (Riel, 1991), en la de cabra, se ha
sugerido que el contenido de as;- y k-caseina es el factor que condiciona el tamafio
micelar (Pierre et al., 1998). En ambas especies, el contenido de k-caseina es mayor en
aquellas micelas de menores dimensiones (McGann et al, 1979; Davies y Law, 1983;
Donnelly et al., 1984; Tziboula y Horne, 1995). Sin embargo, en leche de cabra las
dimensiones de las micelas estan influidas por el genotipo de la as;-caseina (Trujillo et
al., 1998), que no parece influir significativamente en el didmetro de las micelas en la
especie bovina (Lodes ef al., 1996). Segin Pierre et al. (1999), el tamafio medio de las
micelas en leche de cabra con un contenido alto de as;-caseina oscila entre 27 y 154

nm, mientras que en variantes sin dicha caseina las dimensiones micelares llegan hasta

215 nm.

Tziboula y Horne (1999) determinan que las dimensiones medias de las micelas
de caseina, en leche de cabra con alto y con bajo contenido de as;-caseina, oscilan
respectivamente entre 160-280 y entre 210-320 nm. Pero el genotipo de la as;-caseina
no sélo parece modular el tamafio micelar sino que también influye en el contenido total
de caseina de la leche, ya que un descenso del contenido de esta caseina no parece ser
compensado con un aumento de las restantes. El genotipo de la as;-caseina también
tiene influencia sobre la fraccion no proteica, especialmente sobre el contenido de
lactosa, calcio y fosforo total. También observan, estos autores, que la proporcion de [
y Osp-caseina disminuye al disminuir el diametro micelar. Otros investigadores también
han mencionado el descenso del tamafo micelar al aumentar el contenido en as;-

caseina (Tziboula, 1995, Trujillo et al., 1998).
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Al igual que en leche de vaca por su funcionalidad la x-caseina es la que presenta
mas interés. Zittle y Custer (1966) la describen como una fraccion glicoproteica, soluble
en presencia de calcio a cualquier temperatura y con propiedades estabilizantes frente al
calcio de las as-caseinas bovinas y caprinas. Presenta 171 aminoacidos (frente a los 169
de la de origen bovino) y una similitud del 84% con la k-caseina de vaca (Trujillo et al.,
1998). Al igual que la bovina, es una fraccion proteica heterogénea que presenta 5
variantes (Kj-Ks) con diferente contenido glucidico, frente a las 7 aisladas en la -

caseina de su homologa bovina.

Segun Trujillo et al. (1998) no existen diferencias en cuanto a su hidrélisis. La
quimosina y otros enzimas coagulantes la fragmentan en el enlace Phe;os-Metgs,
rindiendo la para-k-caseina (1-105) o dominio hidréfobo y el CMP (106-171) que, al
igual que en vaca, es muy polar y presenta carga negativa si bien posee dos grupos
fosfato (posiciones 151 y 168) frente al CMP bovino, que solo presenta uno (posicion

149), y es rico en prolina e hidroxiaminoacidos.

Por su analogia morfologica la k-caseina caprina presenta aptitudes funcionales
similares a la de vaca. Por su insensibilidad al calcio, y su capacidad de interaccionar
con el resto de caseinas en presencia de éste, es capaz de estabilizar las caseinas
sensibles al calcio, para que formen micelas capaces de constituir una sistema coloidal
estable con la fase acuosa de la leche. Ademas, su sensibilidad a la hidrolisis enzimatica
en el punto que separa los dominios polar e hidrofobico, también le permite actuar como

modulador de la coagulacion de la leche.

11.2.4. Desestabilizacion micelar

Las micelas de caseina se encuentran en la leche en forma de dispersion coloidal
estable. Si consideramos su tamafio presentan un alto grado de estabilidad al ser capaces
de soportar largos periodos de conservacion y tratamientos térmicos (estables hasta

140°C) y mecanicos relativamente severos, siempre y cuando no se produzcan
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determinados cambios de origen microbiano o quimico. Las micelas se resisten a la
asociacion irreversible cuando se aproximan (Swaisgood, 1996), animadas por los
movimientos brownianos. El hecho de que los granulos de micelas de caseina obtenidos
mediante sedimentacion se redispersen espontaneamente en medio acuoso refleja su alta
estabilidad. En definitiva, comparadas con casi cualquier otro sistema coloidal sintético,
las micelas de caseina son extremadamente estables (de Kruif, 1999). Como se ha
mencionado, dicha estabilidad reside en la capa pilosa constituida por los dominios
polares de las moléculas de x-caseina (Walstra, 1990; Holt, 1992; Holt y Horne, 1996).
Esta y otras funciones de la k-caseina estdn reguladas por la estructura tridimensional
que la proteina adopta en la cubierta externa micelar, que se desconoce en su mayoria ya
que dicha proteina no ha podido ser cristalizada (Swaisgood, 1996; Creamer et al.,
1998). Actualmente se acepta de forma unanime que los residuos superficiales de -
caseina de la superficie micelar existen de forma natural (Walstra, 1990; Creamer, 1991,

Holt, 1992).

Las micelas de caseina, en definitiva, se pueden considerar como un coloide de
asociacion con un interior formado por los dominios hidréfobos de las diferentes
caseinas. Dicho coloide estaria estabilizado gracias a la existencia a una capa
filamentosa formada por los fragmentos hidréfilos de CMP de la k-caseina, cargados
negativamente y por lo tanto fuertemente hidratados, que se agrupan en la superficie de

la particula y se proyectan sobre la fase acuosa (Figura I1.2.4.7).

Por su estructura, la capa pilosa es calificada de “cepillo polielectrolitico” por de
Kruif (1999). Esta cubierta actlia en la superficie de la micela como una interfase entre
las caseinas hidrofobicas del interior y el medio acuoso externo, por lo que, la
estabilidad de las micelas nativas de caseina y las interaciones que se establecen entre
ellas residen mayoritariamente en su estructura superficial. La k-caseina también se ve
involucrada en reacciones de intercambio disulfuro, catalizadas por grupos tiol, con las
proteinas del suero durante los tratamientos térmicos, y tras la hidrélisis enzimatica

controla la coagulacion de la leche (Creamer et al., 1998).
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Capa filamentosa de CMP

Dominios hidrofobos de la K-caseina

Figura 11.2.4.1. Dibujo esquematico de la capa filamentosa.
Los pequeiios puntos representan los iones salinos en disolucion. CMP, caseinomacropéptido.
Reproducido de de Kruif (1999).

Parece que existen indicios que permiten a de Kruif y Roefs (1997) suponer que
también la [-caseina participa en la estabilizacion micelar, especialmente a bajas
temperaturas. La existencia de la capa pilosa ha sido demostrada mediante el cambio del
diametro hidrodinamico micelar, medido mediante reflectancia difusa dindmica durante
la coagulacion de la leche (Walstra et al., 1981). Esta y sucesivas experiencias han
permitido estimar el grosor de la capa pilosa en sistemas micelares muy diluidos en
unos 5 nm (Horne, 1984; Holt y Dalgleish, 1986; Griffin, 1987). No obstante, en leche
concentrada Horne y Davidson (1986) observan un grosor mayor, de aproximadamente
unos 10 nm. Estudios realizados por Holt y Dalgleish (1986) sugieren que un reducido
nimero de moléculas de k-caseina participan en la formacion de la capa pilosa, que no

debe tener mas de 12 nm de espesor.
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Logicamente, el grosor depende de factores tales como la naturaleza de la fase
continua, el pH o la hidrélisis enzimatica (Dalgleish, 1998), hecho que ha sido
confirmado recientemente por de Kruif (1999). Por otra parte y segtin (Dalgleish, 1998),
la superficie micelar debe estar sdlo parcialmente cubierta por moléculas de A-caseina
heterogéneamente distribuidas por la superficie. De esta forma, permite la estabilizacion
frente a la aproximacion de particulas grandes como otras micelas de caseina, a la vez
que los pequefios huecos entre las moléculas de k-caseina y las soluciones de
continuidad debidas a su distribucion heterogénea permiten un acceso relativamente
sencillo a moléculas de dimensiones similares o menores a las de las proteinas

individuales.

La comprension de la estabilidad micelar en la leche requiere la descripcion
previa de las fuerzas que actuan entre las micelas (apartado II.2.1.1). Horne (1992)
sugiere la existencia de cuatro mecanismos diferentes de interaccion entre las micelas de
caseina: atraccion de van der Waals, estabilizacion electrostatica (carga negativa
superficial), estabilizacion estérica (capa filamentosa de CMP) y atraccion de tipo
hidrofobico causado por la ordenacioén de las moléculas del solvente sobre las regiones

hidrofobicas de la superficie.

El potencial resultante de la interaccion entre las fuerzas atractivas de van der
Waals y las de repulsion electrostatica se tratan normalmente mediante la teoria DLVO
(apartado I1.2.1.1). Puesto que la superficie micelar estd cargada, dicha teoria es
potencialmente util para el estudio de la estabilidad micelar, por lo que ha sido aplicada
por diferentes autores con dicho fin (Payens, 1966; Green y Crutchfield, 1971;
Kirchmeier, 1973). El potencial electrostatico superficial (¢) ha sido estimado
mediante la determinacion de potencial zeta (Green y Crutchfield, 1971; Pearce, 1976;
Darling y Dickson, 19794, b). De estos estudios se desprende que los valores de ¢, en
general proximos a —20 mV, dependen de la composiciéon de la fase continua y
disminuyen en magnitud absoluta a valores entorno a —10 mV como consecuencia de la

accion del cuajo. Green (1973) determina para el valor de { —17 mV. Dalgleish (1984),
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obtiene valores de { de —18 mV (a 25°C) que descienden por debajo de —11 mV por
efecto de la hidrolisis enzimatica. Este autor también confirma que ¢ depende de la
concentracién de Ca®" y de la temperatura tanto en las micelas nativas como en las
hidrolizadas. Mas recientemente, Walstra y Jenness (1987) y Dickinson (1992) estiman

valores mas bajos: —13 mV (20°C y pH =6"7) y —14 + 1 mV respectivamente.

La aplicacion de la teoria DLVO presenta una serie de limitaciones para explicar,
per se, las interacciones existentes entre las micelas y no contempla todos los aspectos
de la estabilidad micelar, hecho que ha sido revisado por Dickinson (1992). Por una
parte, parece claro que los efectos electrostaticos desempefian un papel, confiriendo
estabilidad a la dispersion micelar; p. ¢j., la coagulacion mediante adicion de un acido
podria considerarse un sencillo caso de neutralizacion de carga, en la que el potencial de
superficie de las particulas disminuye conforme desciende el pH hasta el pH; de 4°6.
Otro motivo que sugiere fuertemente la existencia de estabilizacion electrostatica es la
reduccion del valor de ¢ micelar en un 40 a 50% como consecuencia directa de la
hidrélisis enzimatica. Sin embargo, el valor de { de las micelas nativas parece ser

demasiado pequefio para conferirles el alto grado de estabilidad que les es propio.

En general los coloides li6fobos con un potencial { <—20 mV son muy inestables
(Darling y Dickson, 1979b), por lo el valor { de las micelas lacteas es demasiado
pequeiio para explicar su gran estabilidad sobre las bases de la teoria DLVO (van
Hooydonk y Walstra, 1987; Dickinson, 1992; McMahon y Brown, 1990). La ausencia
de coagulacion de las micelas de caseina en presencia de iones divalentes a
concentraciones superiores a las establecidas por la regla de Schulze-Hardy, un
corolario de la teoria DLVO, también indicaria que la estabilizacion de las micelas no
puede ser s6lo explicada mediante esta teoria (Payens, 1979). Mediante la teoria DLVO
Payens (1977) estim¢ la existencia de una barrera de energia, localizada a una distancia
de 0’1 nm de la superficie de la micela, lo que es de dificil interpretacion fisica si
consideramos la rugosidad de la micela y el espesor de la capa pilosa. Las deficiencias

de ésta teoria para explicar la estabilidad de la micela no deben sorprender, si se tiene en
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cuenta que su estructura es porosa y heterogénea y con pilosidades irregularmente
distribuidas sobre una superficie no uniforme. No obstante, el hecho de que la teoria
DLVO no pueda explicar por si misma la estabilidad micelar no necesariamente
significa que las fuerzas electrostaticas no desempefien una funcion estabilizante. La
estabilidad al etanol de las micelas de caseina depende de la presencia de iones de

calcio, lo que indica que las fuerzas electrostaticas tienen importancia en dicha funcion

(Horne, 1992).

Por su estructura filamentosa e hidrofila superficial, cabria esperar que las micelas
presentasen también estabilidad de naturaleza estérica. Si afiadimos un disolvente
menos polar que el agua como etanol facilmente se produce agregacién micelar, lo que
sugiere fuertemente la existencia de dicho tipo de estabilizacion (Payens, 1989).
Actualmente se cree que la estabilizacion estérica es la mas importante en las micelas de
caseina (Walstra, 1990; de Kruif ef al., 1992; Holt, 1992; Horne y Davidson, 1993; Holt
y Horne, 1996; de Kruif, 1999). Como ya se ha indicado, si las cadenas filamentosas
responsables de la estabilizacion estérica son de naturaleza polielectrolitica, existe
también una contribucion electrostatica a la repulsion estérica. Este es el caso de las
cadenas de CMP micelares, que previenen la agregacion mediante repulsion estérica y
electrostatica (Dickinson, 1992; Walstra, 1999). Las cadenas que proporcionan
estabilizacion estérica presentan carga. A la fuerza i6nica de la leche la capa eléctrica
doble es superior a 1’1 nm (apartado I1.2.1.1), es decir, menor que el espesor propio de
la capa pilosa (5-12 nm); lo que significa que es la carga de las cadenas de CMP la que
contribuye predominantemente a la estabilizacion tipo DLVO mas que las cargas
internas, que son apantalladas por los contra-iones residentes en el interior de la cubierta
de CMP. Asumiendo una combinacién de interacciones tipo DLVO vy de estabilizacion

estérica, el potencial total de interaccion (urota) corresponde a:

Urgdh) = ug(h) +u(h) +ug (h) (112.4.1.)
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donde ug es el potencial de repulsion debido a la capa eléctrica doble, ua es el potencial
de atraccion causado por las fuerzas de van der Waals, ug es el potencial de repulsion

estérica y A es la distancia entre las superficies de las particulas.

De Kruif (1999) afirma que la estabilidad y extension de la cubierta filamentosa
depende de diversos factores tales como: a) accién de la quimosina que disminuye la
densidad de la capa pilosa mediante hidrélisis de la k-caseina y consiguiente liberacion
del CMP; b) densidad de carga a lo largo de las pilosidades que depende del pH y de la
presencia de iones y ¢) de la polaridad de la fase continua que puede variarse mediante
adicion de solventes apolares. La capa se colapsara sobre la superficie de la micela, en
mayor o menor medida, siempre que disminuya la densidad de la capa pilosa, descienda
la densidad de carga por adiciéon de H' (4cidos) o de Ca*" o decrezca la polaridad de la
fase continua. Como la capa filamentosa solo es capaz de proporcionar estabilidad si
estd extendida, la micela disminuye o pierde su estabilidad coloidal y se inicia la

agregacion.

Por ultimo, ya que las interacciones hidrofobicas son uno de los mecanismos mas
importantes de cohesion entre las caseinas de la micela y puesto que desempefian una
importante funcién al unir unas micelas con otras durante la coagulacion, las fuerzas
hidrobobicas podrian también contribuir al potencial de interaccidon entre las micelas

(Lombholt, 1996).
I1.2.5. Gelificacion

Una vez que la desestabilizacion del sitema coloidal micelar ha tenido lugar, se
produce la coagulacion de la leche, es decir una transicion sol-gel de caracter
generalmente irreversible. En 1949 Bungenberg de Jong define un gel como un sistema
coloidal de carécter solido en el que las particulas coloidales constituyen una estructura
coherente embebida por la fase liquida. Posteriormente las descripciones de la palabra

gel se sucedieron en definiciones cada vez madas intrincadas y excesivamente
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preocupadas por aspectos terminoldgicos, lo que condujo a Flory (1974) a recuperar la
cita atribuida a Lloyd en la década de los 20 que considera que gel es aquella condicion

que se puede reconocer con mas facilidad que definir.

Desde un punto de vista estrictamente reoldgico, podemos definir un gel como un
solido viscoelastico (Horne, 1999). En palabras de dicho autor, esta definicion
contempla la definicion de Bungenberg de Jong en la que la estructura tridimensional es
capaz de responder a fuerzas mecanicas de forma similar a la esperada para un sélido y
también contiene la definicion de Lloyd y la de Flory, cuando se percibe que la red
espacial, que soporta el gel, se ha constituido y que las propiedades elésticas del gel
dominan a las viscosas. Walstra (1996) completa la definicion reoldgica de un gel al
descrbirlo como un material que necesita la aplicacion de una tension o esfuerzo umbral
-fuerza/area- para que se produzca deformacion permanente “yield strees”, que presenta
propiedades viscoelasticas y que tiene un modulo moderado (en general < 10° Pa).
Cuando se aplica una tension reducida el gel se comporta eldsticamente, esto es, se
deforma instantaneamente y conserva esa forma durante la actuacion de la tension, para
recuperar su forma original inmediatamente que la tension cesa. Con una tensién mayor,
el material puede presentar comportamiento viscoso: primero se deforma elasticamente
pero después comienza a fluir, y tras eliminar la tension sélo recupera parcialmente su

forma original.

También podemos abordar el concepto de gel desde una perpectiva mas
estructural. Si un segmento de una cadena polimérica o un agregado de moléculas
reacciona con otro y estos se unen, el peso molecular medio (M,,) aumenta al igual que
el nimero de uniones formadas. Con el tiempo M,, va aumentando hasta que se hace
“infinito”. En dicho momento, que se denomina punto de gelificacion, la estructura se
ha expandido hasta abarcar todo el espacio que ocupaba el liquido (Ross-Murphy,
1995). Un gel, en general, se puede considerar como una estructura polimérica
constituida por un entramado tridimensional “infinito” de cadenas o de agregados, que

adquieren dimensiones macroscopicas. El soporte estructural del gel se podria entender
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intuitivamente como una macromolécula tan grande y enmarafiada que ocupa todo el

volumen del liquido inicial y retiene el agua en su interior.

La definicion del punto de gelificacion se aborda mejor desde una perspectiva
reologica. La reologia se relaciona con la deformaciéon y flujo de la materia (Aguado,
1999) y estudia la relacion entre las fuerzas externas (fuerza por area) ejercidas sobre un

material y la consiguiente deformacion relativa en funcion del tiempo (van Vliet, 1999).

Desde un punto de vista reoldgico, los materiales se clasifican en: material liquido
o viscoso ideal, cuando la energia aplicada se disipa en forma de calor; material solido o
elastico ideal, si la energia aplicada se acumula en las uniones del material y materiales
viscoeldsticos, combinacion de los dos anteriores. Segin van Vliet (1999), los
materiales viscosos ideales comienzan a fluir cuando se aplica una fuerza y tras cesar
ésta no recuperan la forma, mientras que los materiales eldsticos sufren una
deformacion instantdnea y finalmente recuperan su forma inicial. La leche presenta
caracteristicas viscosas, pero durante la gelificacion se trasforma en un gel de

caracteristicas claramente viscoelasticas.

Uno de los ensayos reoldgicos mas utilizados para el estudio de la coagulacion de
la leche, y que también ha sido propuesto para la determinaciéon del punto de
gelificacion, es el ensayo dindmico especialmente 1til en los ensayos de pequena
deformacion. De acuerdo con van Vliet (1999), en un test dinamico o armoénico la
muestra sufre una deformacion tangencial o de cizalla ()) que varia sinusoidalmente en

funcioén del tiempo (¢) y de la frecuencia angular (a):

y(t) =%, Sen(a)t) (IL.2.5.7)

Si la amplitud de la deformacién (Yp) es suficientemente pequeia para que las

relaciones entre la fuerza y la deformacion permanezcan lineales se demuestra que la
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tension de cizalla (0), que aparece en la muestra como reaccion, es también una funcioén

sinusoidal del tiempo, pero desfasada un angulo (J), conocido como angulo de fase:

g(;) =0, sin (a)t + 5) =0, [(cos O sen a;t)+ (sen 0 cos a.t)] (I1.2.5.2)

Para un solido elastico ideal, J se encuentra en fase con Y, porque O es maximo
cuando Y es maxima, siendo 0 = 0°. En un liquido viscoso O se encuentra 90° fuera de
fase, porque Oes maximo cuando Y es minima, siendo 0= 90° (IDF/FIL, 1991). Segiin
Bohlin et al. (1984), la leche es un fluido viscoso (0= 90°), mientras que los geles
lacteos presentan un O de aproximadamente 15°. Para una materia viscoelastica
0° < 8<90° (IDF/FIL, 1991). Para un material viscoelastico lineal, gy es proporcional a

Yoy la ecuacion (I1.2.5.2) se puede reorganizar como sigue:

)= y{("o](cos 5sen ar)+ [‘%](sen 5 cos m)} (112.5.3)

Yo Yo

Asi la tension de cizalla se divide en dos términos, el primero correspondiente al
componente elastico en fase con la deformacion y el segundo, 90° fuera de fase, o

componente viscoso. Para facilitar su estudio necesario definir los modulos de rigidez:

G'(w) = T2 cos & (11.2.5.4)

0

G"(w) =2 sin g (11.2.5.5)

0
donde G’ es el modulo de almacenamiento o mddulo elastico y G’ es el modulo de
pérdida o modulo viscoso. Insertando las ecuaciones (I1.2.5.4) y (I1.2.5.5) en la

(I1.2.5.3) obtenemos:
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U(t) =V [(G'sen at)+ (G”cos a;t)] (11.2.5.6)

El componente elastico, el modulo de almacenamiento, se asocia con el
almacenamiento y la liberacion de energia durante un periodo de aplicacion de la
deformacion. El componente viscoso, el mddulo de pérdida, se relaciona con la

disipacion de energia en forma de calor.
De las ecuaciones (I1.2.5.4) y (I1.2.5.5) se deduce que:

GVV
tan O(w) = G((z)) (I1.2.5.7)

El parametro tan O se conoce como factor de pérdida. Un valor alto de dicho
factor (G > G’ y por tanto tan 0 > 1 y O > 45°) significa que el material es
relativamente mas viscoso que eldstico. Un aumento del factor de pérdida se interpreta
como una relajacion de enlaces que conduce a un comportamiento mas viscoso y menos

elastico (Zoon et al., 1988a).

Podemos definir las funciones de viscosidad dinamica correspondientes al

almacenamiento de energia (L) y a la friccion (L°):

w="Y (I1.2.5.8)
w
ne G
K= (11.2.5.9)

Las parejas de variables G’, G, i y (£’ se agrupan definiendo variables

complejas, G 0 moédulo complejo de rigidez y 4 0 modulo complejo de viscosidad:
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G =G'+iG" (I1.2.5.10)

U= i (I1.2.5.11)

Para un material viscoso ideal, 4> = 0 y por tanto = 4 = 4, donde i es la
viscosidad. Para un material elastico ideal G** = 0, luego G =G = G, siendo G el

modulo de rigidez.

En los ensayos dinamicos las variables G’, G’ y O, obtenidas mediante un
redmetro, permiten analizar la transicion del estado sol al estado gel. En el estado fluido
G’ sera mayor que G’ (Ross-Murphy, 1995). Tras el periodo de latencia inicial, tanto
G’ como G’ empiezan a crecer, siendo G’ la que mas rapido lo hace. Ldgicamente, y
tras un determinado intervalo de tiempo, se produce un cruzamiento y G’ supera a G’’.
Posteriormente, G’ continlla creciendo pero G’’ alcanza un méximo parabodlico y

después empieza a disminuir.

Son numerosos los criterios reoldgicos que han sido propuestos para la estimacion
del punto de gelificacion. A menudo G es referido informalmente como la dureza del
gel, al ser proporcional al nimero de enlaces formados (Carlson et al., 1987d, Ross-
Murphy, 1995). Por debajo del punto de gelificacion G’ es cero y tras dicho punto su
valor aumenta lentamente al principio y rdpidamente después, hasta alcanzar una
meseta. De esta forma se puede estimar el punto de gelificacion como el momento en el
que G* empieza a ser detectable. Se puede considerar el punto de gelificacion como el
momento en el que la sefal procedente de la muestra supera el ruido de fondo. Otros
criterios serian cuando G’ es mayor que un valor umbral predeterminado o cuando G’ se
vuelve mayor que G’ (o O se hace menor que 1, lo que tiene lugar en el denominado

punto de cruce).

Segun Almdal et al. (1993) en un gel G’ y G’ deben ser independientes de &) es

decir, deben mostrar un espectro mecanico (comportamiento de G’ y de G’ en funcion
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de w en una representacion doble-logaritmica) plano en un experimento oscilatorio.
Puesto que para la disolucion de un polimero G” debe ser proporcional a &y G*’a aj el
paso de sol a gel requiere el cambio del exponente en una representacion doble-
logaritmica de wvs. G’ o G”°, de 2 a valores proximos a 0 para G’, y de 1 hasta

aproximadamente 0 para G’.

Winter y Chambon (1986) sugieren un criterio mas adecuado para estimar el
punto de gelificacion cuando en un ensayo dindmico de barrido de frecuencias tanto G’
como G’ presentan un comportamiento exponencial con un exponente n igual y del
mismo signo. Es decir, en el punto de gelificacion G’ = K1y G»” = K>, si bien las
constantes de proporcionalidad K; y K; no son generalmente iguales. El punto de
gelificacion determinado mediante el criterio de Winter-Chambon no necesariamente
corresponde con el punto de cruce de un ensayo dindmico realizado a una Unica

frecuencia.

Los geles se forman de distinta manera dependiendo de la naturaleza del material
que gelifica. Walstra (1990) clasifica los geles en dos grupos: geles poliméricos y geles
de particulas. Los geles poliméricos se estudian frecuentemente mediante la “teoria del
caucho” en la que se asume que las cadenas de polimeros entrelazadas son muy largas y
pueden adoptar un gran nimero de conformaciones. La deformacion del gel disminuye
el nimero de conformaciones posibles y disminuye también la entropia (geles
entropicos). En cambio los geles particulados pueden formarse mediante agregacion,
inducida por cambios de pH, fuerza ionica, cualidades del disolvente, etc. En estos geles
la pérdida de entropia durante la deformacion es despreciable, y G’ se debe a la
deformacion de los enlaces, un efecto entéalpico; este tipo de geles son frecuentemente
de naturaleza fractal. La relacion entre el nimero medio de particulas de un agregado

(Np) y el radio del agregado R es:

No=(R/r)’ (11.2.5.12)
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donde r es el radio de las particulas primarias y D es una constante < 3, llamada
dimension fractal. Puesto que es menor de 3, los agregados se vuelven mas ligeros
(rarificados) al aumentar de tamano. La fraccion de volumen media de las particulas en

un agregado (¢,.) viene dado por la relacion:

N, _RIr)” )y (11.2.5.13)
Nm (R/I’)3 _(R/)

ASS
S
1]
~
1

en la que NV, es el numero de particulas primarias que una esfera del mismo radio puede
contener asumiendo un empaquetado compacto. Logicamente cuando ¢,, disminuye R
aumenta. Cuando @,, se iguala a la fraccion de volumen de las particulas primarias del
sistema @, los agregados contactan dando lugar a la formacion del gel, lo que define
precisa e inequivocamente el punto de gelificacion. Si el punto de gelificacion asi
descrito coincide con el momento en el que el redmetro exhibe por primera vez una
respuesta mensurable a la aplicacion de una deformacion, entonces nos debemos
preguntar como se produce el incremento del modulo de rigidez en la estructura (Horne,
1999). Ademas de la teoria fractal otras teorias consideran la gelificacion desde un
punto de vista distinto. Asi de Kruif et al. (1992) describen las micelas de caseina como
esferas compactas que se vuelven “adhesivas” como consecuencia de la hidrdlisis.
Seglin este modelo, conocido como teoria AHS (adhesive hard sphere), el cambio inicial
de viscosidad es consecuencia no de la agregacion sino del incremento de las fuerzas de
interaccion que transforman a las micelas en esferas “pegajosas”. En opinion de Horne
(1999) este modelo es termodindmico en origen y por carecer de una escala especifica
de tiempo, no aporta informacién sobre la dindmica de formacion de la red
tridimensional proteica. Ademas, como en la teoria fractal, el desarrollo del modulo de

rigidez durante la coagulacion también parece estar fuera del &mbito de este modelo.

Walstra (1999) recientemente ha compendiado las caracteristicas de los geles de
caseina. Se puede inducir la gelificacion de la leche mediante disminucion del pH hasta

el pH; de las caseina (4°6), disminuyendo asi la repulsion electrostatica de las capas
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dobles o mediante adicidon de una enzima proteolitica que elimina la capa de filamentos
de CMP de la k-caseina micelar, disminuyendo de esta forma la repulsion estérica. De
esta manera parece que se forman agregados fractales (D = 2°3). En los geles de caseina
existe una relacion lineal entre el logaritmo del modulo y el logaritmo de la
concentracion de caseina en concordancia con su naturaleza fractal. Las micelas de
caseina, que constituyen el gel, son deformables y las uniones que se establecen entre

ellas son flexibles, por lo que los geles de caseina son bastante débiles y moldeables.

A temperaturas superiores a 20°C, los geles enzimaticos de caseina, inician el
proceso de sinéresis. La sinéresis acompafia a la reestructuracion de la red
tridimensional de particulas, que implica cierto grado de desagregacion y formacion de
nuevos enlaces. En las zonas internas que no pueden expulsar el suero la
reestructuracion también ocurre, lo que condiciona la apariciéon de regiones mas o
menos densas. Esto se conoce como microsinéresis, que lleva unido un aumento de la

permeabilidad y el estiramiento de las cadenas de la red proteica.

I1.2.6. Coagulacion enzimatica

El proceso de coagulacion de la leche es una fase esencial en la elaboracion de
cualquier tipo de queso, ya que el resto de fases de elaboracion se ven, en mayor o
menor medida, condicionados por el tipo de coagulacion que se haya realizado y por las
condiciones en las que ésta tiene lugar. Por este motivo la coagulacion afecta
considerablemente al rendimiento y la calidad del producto (van Hooydonk y Walstra,
1987). Desde un punto de vista tecnoldgico y en base al agente empleado para inducir la

coagulacion, ésta puede ser acida, enzimatica o mixta.

En el proceso de coagulacion enzimatica se distinguen claramente dos fases: la
fase de desestabilizacion del sistema coloidal micelar, conocida como fase primaria o

enzimatica y la fase de formacion del gel o no enzimatica, que ocurre como
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consecuencia de la agregacion de las micelas desetabilizadas y las reacciones de

consolidacion y endurecimiento del gel.

La fase de desestabilizacién enzimatica se produce como consecuencia de la
accion hidrolitica de proteasas -de origen animal, vegetal, microbiano o de ingenieria
genética- sobre el enlace Phejgs-Met s de la k-caseina, en la superficie de la micela.
Dicha accién, que probablemente se realiza de forma aleatoria (van Hooydonk y
Walstra, 1987; Dalgleish, 1988a), conduce a la liberacién del dominio polar de la
proteina, el CMP, con disminucién de la densidad de la capa pilosa y colapso de la
misma. En definitiva, la pérdida del CMP superficial produce un efecto doble. En
primer lugar, una disminucion de un 40-50% del potencial ¢ que reduce
considerablemente la repulsion electrostatica; en segundo lugar, un descenso de unos 5
nm en el radio hidrodinamico (Walstra ef al., 1981) que refleja el colapso de la capa
pilosa con pérdida de la repulsion estérica. Segin Lomholt (1996) parece que la

estructura interna de la micela no se ve modificada por la accion enzimatica.

Varios autores han demostrado que la hidrolisis de la k-caseina se ajusta a una

cinética de Michaelis—Menten (Garnier, 1963; Carlson, 1982; Dalgleish, 1993):

~d[s] _ ¥, {s] (11.2.6.1)
dt Km+[S]

donde

Vmax = maxima velocidad de hidrolisis (por saturacion de los centros del enzima
con el sustrato),
K = constante de Michaelis-Menten y

[S] = concentracion de sustrato a tiempo ¢.
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Cuando se cumple [S] >> K, entonces -d[S]/dt = Viax, €sto es, la reaccion de
hidrolisis se aproxima a una cinética de orden cero y la velocidad es independiente de la
concentracion de sustrato, mientras que si Ky, >> [S] la reaccion es de orden uno, por lo
que la velocidad de hidrdlisis es directamente proporcional a la concentracion de
sustrato. Van Hooydonk y Walstra (1987) revisan los parametros cinéticos de la
hidrolisis realizada por la quimosina en diferentes sustratos. Para la hidrolisis
enzimatica desarrollada por la quimosina sobre la k-caseina presente en la leche se
sugieren valores de Ky, entre 0°001 y 0°05 mM. Segun Stryer (1988) y Lehninger
(1987), el valor de K, para un enzima determinado depende de cada sustrato particular y

de su estructura, asi como del pH, la temperatura y la fuerza iénica.

Si se analiza la variedad de efectos observados en la bibliografia -en relacion con
la influencia de la concentracion de proteina sobre el RCT y la diversidad de
condiciones experimentales en las que los trabajos de investigacion han sido realizados
(ajuste/no ajuste del pH, proporcion constante o no de la relacion enzima/proteina,
método de ajuste proteico,...)-, obviamente, no podemos saber con certeza el orden de
la reaccion enzimatica bajo el que ha sido realizada la hidrélisis en cada caso. Es decir,
que en la leche se podrian dar situaciones en las que la cinética de la hidrdlisis podria,
bajo determinadas condiciones, reducirse a una reacciéon de orden cero o de orden uno,

en funcion de la relacion entre Ky, y [S], que depende a su vez de numerosos factores.

Parece mas frecuente que en la leche K, >> [S], lo que reduciria la hidrdlisis a una
reaccion de orden uno, de acuerdo con numerosos autores que afirman que
habitualmente una reaccion de primer orden describe de forma correcta la reaccion de
hidrolisis enzimatica (van Hooydonk et al., 1984, 1986a; van Hooydonk y Walstra,
1987; Lomholt, 1996; Lopez et al., 1997a; Mellema et al., 1999). Pero también hay
autores como van Hooydonk et al. (1984), Saputra (1992), Hyldig (1993) y Lombholt
(1996) que observan que la constante de velocidad de hidrélisis no s6lo no aumenta con
la concentracion de proteina (cinética de orden uno), ni se mantienen constante (cinética

de orden cero), sino que mas bien disminuye. Este inesperado descenso en la constante
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de hidrolisis ha sido atribuido por van Hooydonk et al. (1984) a una disminucion de la
velocidad efectiva de difusion de la enzima debido al aumento de la concentracion
proteica, lo que coincide con Muhr y Blanshard (1982) que afirman que la velocidad de
difusion de un soluto en una disolucion de polimeros depende de la concentracion de
dichos polimeros, y con lo publicado por Vélez-Ruiz y Barbosa-Canovas (1998) y
Reddy y Datta (1994), que sefialan un aumento del coeficiente de consistencia de la

leche concentrada y/o reconstituida en funcion de su contenido en solidos.

Van Hoooydonk et al. (1984) propuso un modelo de difusion, en base a un
modelo de primer orden, para describir la hidrélisis enzimatica de la x-caseina en leche,
en el que la velocidad de difusién de la enzima hacia la superficie de las micelas de
caseina controla la velocidad de la reaccion y el sustrato, unido a la superficie micelar,
se desplaza mas despacio que la molécula de la enzima. Estos resultados son similares a

los obtenidos posteriormente por Saputra (1992).

La fase de formacion del gel o no enzimatica se inicia con la agregacion de las
micelas desestabilizadas por la accion enzimatica para formar una red tridimensional
que va endureciéndose hasta dar lugar al gel definitivo. Peri et al. (1990) afirma que la
agregacion empieza al mismo tiempo que la hidrélisis, aunque Dalgleish (1979)
discrepa considerando que la agregacion no comienza hasta que un 86-90% de la &-
caseina ha sido hidrolizada. Dicho autor asegura que una micela individual no puede
participar en la agregacion hasta que la hidrdlisis afecta al menos a un 97% de su A-

caseina.

La Figura I1.2.6.1 muestra de forma esquematica el ataque de la quimosina
(pequetios circulos) sobre las micelas de caseina (circulos grandes). En general, la
mayor parte de los autores coinciden en senalar que el inicio de la agregacion tiene
lugar entre el 60 y el 80% de hidrdlisis (Carlson et al., 1987a, b; Dalgleish, 1993;
Lombholt y Qvist, 1997).
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8=

() (b)

Figura I1.2.6.1. Dibujo esquematico de la hidrélisis y el inicio de la agregacion.
Reproducido de Dalgleish (1993).

En la Figura 11.2.6.1 se ilustran momentos diferentes de la reaccion. En (a) el
CMP de la cubierta pilosa se encuentra intacto y la quimosina acaba de ser afiadida; en
(b), tras un determinado tiempo, una cantidad importante de la k-caseina ha sido
hidrolizada y el CMP ha sido liberado a la disolucion, pero la porcion intacta de la
cubierta pilosa atn es capaz de prevenir la agregacion; en (¢) la mayor parte de la -

caseina ha sido hidrolizada y las micelas han iniciado el proceso de agregacion.

Una vez que Payens (1976) y Payens et al. (1977) utilizaron por primera vez la
ecuacion de von Smoluchowski (1917) para describir la cinética de agregacion, diversos
autores proponen diferentes modelos basados en dicha ecuacion. Lomholt (1996) ha

realizado una amplia y rigurosa revision de los mismos.

La velocidad de agregacion depende de la frecuencia con la que las micelas
chocan entre si y de la probabilidad de que su energia térmica sea lo bastante grande
para superar la barrera de energia potencial de repulsion para la agregacion cuando

tengan lugar estos encuentros. La clasica teoria de agregacion rapida pericinética
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(debida a von Smoluchowski) asume la ausencia de cualquier barrera energética

(utoraL = 0) , esto es:

Urora, (W) =ug(h) +u, (h) +ug(h) =0 (11.2.6.2)

siendo utoraL €l potencial total, ug el potencial de repulsion debido a la capa eléctrica
doble, ua el potencial de atraccion causado por las fuerzas de van der Waals, ug el
potencial de repulsion estérica y /4 la distancia entre las superficies de las particulas. Por
la ausencia de una barrera de energia cualquier colision conduce a un contacto
permanente. El modelo asume que las particulas estan animadas por movimiento
brownianos y supone que la agregacion solo esta controlada por la difusion. En el caso
de un sol monodisperso y diluido de particulas esféricas de radio a la teoria de
agregacion rapida predice que la velocidad de agregacion inicial debe seguir una

cinética de segundo orden (Higuchi et al., 1987; Dickinson, 1992, Walstra, 1996):

—CZ = k2n2 = 4rDon* = 8man’ (I1.2.6.3)

donde n es el numero de particulas por unidad de volumen, es decir, de particulas no
agregadas mas agregados por unidad de volumen, ¢ es tiempo, D es el coeficiente de
difusion de las particulas, o es la distancia de encuentro, esto es, la distancia entre los
centros de dos particulas de radio a en contacto o = 2a y k; es la constante de velocidad
de segundo orden de von Smoluchowski. Sustituyendo D por la ecuacion de Stokes-

FEinstein:

p= K (11.2.6.4)
67T

se obtiene el valor de la constante de agregacion rapida:
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k, = 4T (I1.2.6.5)
3n
donde 77 (igual a W) es la viscosidad de la fase continua. La condicién de no-existencia
de una barrera de energia no se sostiene cuando se aplica a las micelas de caseina. De
hecho, Lombhlot ez al. (1998) han estimado recientemente un valor para la barrera de
energia contra la agregacion >25 kT a la concentracion normal de la leche. Esta barrera
de energia es suficientemente alta para garantizar la estabilidad de las micelas (apartado
I1.2.1). Tras la hidrolisis de la k-caseina la barrera de energia disminuye hasta 11 k7.
Cuando las particulas presentan una barrera de energia ésta tienen que ser sobrepasada
antes de que tenga lugar la agregacion. Por este motivo la constante de segundo orden
experimental suele ser menor que la que predice la ecuacion (I1.2.6.5). Entonces la
constante de velocidad de agregacion lenta (k;°) se puede expresar mediante la relacion
k>’ = ky /W, donde W es el factor de estabilidad que corrige la constante de velocidad de
agregacion rapida cuando, como es el caso en las micelas de caseina, sdlo una fraccion
de las colisiones conduce a agregacion (Lomholt, 1996). El valor de W depende de

uroraL(h) y equivale a:

W= 469T) (11.2.6.6)

donde 4 es el factor colisional y @ es la altura de la barrera de energia. Lomholt (1996)
hace una amplia revision de modelos de agregacion, todos ellos basados en la ecuacion
de von Smoluchowski (1917). Los modelos comparados solo difieren en el mecanismo
de descripcion del cambio de la leche desde un sistema estable a otro capaz de sufrir
agregacion. A tal fin, ensaya diferentes expresiones para la constante de velocidad de
agregacion, que cambia durante el proceso de agregacion en funcion de diversos
factores como el tamafio de los agregados, el nimero de sitios de enlace, la barrera de

energia, etc., sustituyéndolas en la ecuacion de von Smoluchwski (1917).
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La naturaleza del proceso de endurecimiento que finaliza la formacion del gel con
consolidacion del mismo no es bien conocida. Asi, McMahon et al. (1984a, b y c¢)
afirman que en el punto critico de gelificacion, las particulas independientes que se
movian y colisionaban de forma aleatoria, repentinamente cesan de moverse en libertad
porque la organizacion de la red primaria dificulta los movimientos y colisiones
aleatorios. En el momento de la coagulacion sélo un 89% (Dalgleish, 1981) o un 90%
(Fox y Mulvihill, 1990) de las micelas se han incorporado a la estructura tridimensional
por lo que las micelas libres podrian tanto reaccionar con la matriz proteica como con

otra particula libre.

Knoop (1977) demuestra mediante microscopia la existencia de agregacion
continua de micelas de caseina durante las primeras 24 horas y Gunasekaran y Ay
(1994) aseguran que la agregacion continta tras la formacion del coagulo. Green et al.
(1978) observan mediante microscopia y viscosimetria que cuando se alcanza el RCT la
red primaria se sostiene mecdnicamente porque las micelas agregadas se mantienen
unidas mediante puentes, sin contacto directo entre las micelas. Pero esos puentes, cuya
naturaleza exacta se desconoce, sufren un lento proceso de contraccion, que acerca a las

micelas entre si hasta que contactan entre ellas y finalmente se funden unas con otras.

Por lo tanto existen una serie de procesos, distintos en cuanto a su naturaleza,
como: incorporacion no aleatoria de micelas a la red primaria una vez que se ha
sobrepasado el punto de gelificacion, lenta contraccion de puentes inicialmente
formados y fusion de las micelas, reorganizacion de la red con rotura de enlaces y
formacion de otros nuevos que podrian, individualmente o en conjunto, producir un
aumento del numero y del tipo y/o la fuerza de las uniones entre las caseinas que

resultaria en incremento de la dureza del gel.

La reaccion de endurecimiento, sea cual sea su naturaleza, ha sido

mayoritariamente estudiada mediante la monitorizacion de los modulos de rigidez
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durante el tiempo. El primer modelo para la descripcion matematica del endurecimiento

fue propuesto por Scott-Blair y Burnett (/963b):

G=0G e‘T/("’gel) (11267)

00

donde G es el mdédulo de rigidez, G es el valor maximo tedrico de G, T es el tiempo
requerido tras el punto de gelificacion para alcanzar un valor de G = Gw/e, e es la base

de los logaritmos naturales, ¢ es tiempo y e €s el tiempo de gelificacion.

Este modelo se propuso inicialmente para ajuste de los datos experimentales de G
obtenidos mediante un torsiometro y posteriormente ha sido empleado para reproducir
los datos de G obtenidos mediante el tromboelastografo y el formografo, asi como los

modulos de rigidez obtenidos mediante ensayos oscilatorios.

Posteriormente Tuszynski (1971) asume que la reaccion de endurecimiento es

autocatalitica:

ZtG* =16 (G, - G) (112.6.8)

donde " =¢— toel, los pardmetros G, G, 'y fee1 poseen la misma significacion que en el

modelo anterior y & es la constante de velocidad.

Douillard (1973) propone un modelo que asume que la velocidad de cambio de G

se ajusta a una cinética de primer orden:
G=G (1 - e‘k(f‘tgcl)) (I1.2.6.9)

donde G, Gw, ty t, ya han sido definidos en los modelos anteriores y k& es la constante

de velocidad de reaccion de primer orden. A diferencia de los dos modelos anteriores
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que poseen una fase de aceleracion seguida de otra de desaceleracion, éste posee una
sola fase (Noél et al., 1989). El modelo de Douillard ha sido empleado posteriormente

por Tokita et al. (1980, 1981) y confirmado por Carlson et al. (1987d) entre otros.

La aplicacion del modelo de Douillard ha sido amplia, habiéndose contrastado
para ajuste de datos experimentales de G determinados con métodos tanto
lactodinamométricos como reométricos. Los tres modelos de descripcion del
endurecimiento del gel comentados (Scott-Blair y Burnett, Tuszynski y Douillard) han
sido empleados para la reproduccion de datos experimentales de naturaleza oOptica

(Korolczuk, 1988).

La coagulacion enzimatica de la leche se ve afectada por numerosos factores que

podriamos clasificar en dos grupos:

1. Factores tecnoldgicos directos, que en general son de facil manipulacion de
forma previa al proceso de coagulacion. Entre estos encontramos la
temperatura, la concentracion y el tipo de enzima, la adicion de Cl,Ca y el

pH de la leche.

2. Factores que definen la actitud de la leche para la coagulacion, que podemos
dividir en dos subgrupos: a) Factores inherentes a la leche como Ia
concentracion de CCP, la relacion Ca/(fosfato + citrato), la relacion
Ca/nitroégeno, la concentracion de caseina, la dimension de las micelas, la
presencia/ausencia de mamitis y la presencia/ausencia de calostros. b)
Tratamientos tecnologicos previos de la leche como la concentracion
(ultrafiltracién, adicion de caseina, etc.), la homogeneizacion, la aplicacion

de altas presiones, los tratamientos térmicos Yy la refrigeracion.

Todos estos factores ejercen efectos de naturaleza e intensidad diversa sobre las

distintas fases de la coagulacion, tal y como se resume en la Figura I11.2.6.2.
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Figura 11.2.6.2. Factores de la coagulacion de la leche.

Efectos del pH, de la concentracién de Ca®*, del contenido de fosfato célcico coloidal, de la temperatura y de la
concentracion de quimosina, en la proteolisis, en la escision de la k-caseina, en la floculacion de las micelas de
paracaseina, en el tiempo de coagulacion y en la velocidad de sinéresis. (a) A pH 3°5; (b) a pH 7; (c¢) durante tiempos
breves en la proteina soluble; (d) durante un mes, por ejemplo, en el queso. Los espacios blancos significan efecto
ausente o escaso. Las lineas de trazos son estimaciones aproximadas solo con fines ilustrativos.

Reproducido de Walstra y Jenness (1987).
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I1.3. CORTE Y DESUERADO DE LA CUAJADA

Un gel enzimatico mantenido en reposo, después de un tiempo variable y segun
las condiciones de su formacién, al mismo tiempo que disminuye de volumen sufre una
exudacion espontdnea en superficie en forma de pequefias gotitas de lactosuero que
lentamente se unen por coalescencia para constituir una fina capa liquida alrededor del
codgulo (Weber, 1989). Este fendmeno mediante el cual se concentra el codgulo por
eliminacion de agua y de constituyentes solubles se denomina sinéresis, fendémeno
comun en la mayoria de los geles. El control de la sinéresis y especialmente la
intensidad y velocidad del desuerado, influyen directamente sobre la humedad del queso
afectando a las propiedades quimicas, reoldgicas y organolépticas del mismo y

condicionando las pérdidas de grasa y proteina en el suero (Castillo et al., 2000a).

Durante la coagulacion enzimatica las micelas conservan su estructura y la
cuajada retiene la mayor parte del calcio y del fésforo (Dumais et al., 1991). Su caracter
es fuertemente contractil, elastico, cohesionado y poco permeable (Weber, 1989). Pese a
que el codgulo enzimatico presenta una alta contractibilidad, su pobre permeabilidad le
confiere una escasa capacidad para el desuerado espontaneo (Veisseyre, 1988; Weber,
1989; Dumais et al., 1991) y una alta capacidad para los trabajos mecéanicos. Por tanto,
para que se inicie el desuerado es necesario realizar el corte de la cuajada enzimatica y

someter la mezcla de suero y cuajada a trabajo mecanico y/o tratamiento térmico.

El desuerado, definido en el apartado I1.1.2, consta de dos etapas: el desuerado
principal donde se elimina la mayor parte del lactosuero y que transcurre desde el corte
del gel hasta el final del moldeado y el desuerado complementario que es

principalmente debido al salado y secundariamente al oreo (Weber, 1989).

Segun este ultimo autor, las funciones basicas del desuerado son la obtencion de
la cuajada y la regulacion de la humedad, del contenido en minerales y del contenido en

lactosa de la cuajada. La desmineralizacion consiste en la solubilizacion progresiva del
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calcio asociado a la caseina, que se produce bajo la accion del acido lactico procedente
de la fermentacién de la lactosa. La cantidad de calcio que permanece en la cuajada
condiciona las propiedades fisicas del coagulo y el afinado. El deslactosado determina
la proporcion de lactosa que permanece en la cuajada, que a su vez influye sobre la
desmineralizacion y el afinado. La intensidad de la desmineralizacion y el deslactosado
dependen del tipo de coagulacion, de la actividad de la fermentacion lactica y de los

factores del desuerado.

La intensidad y la cinética del desuerado dependen del equilibrio entre causas
predisponentes y limitantes. Las causas predisponentes son la presion enddgena o
interna, ejercida por el suero retenido en la cuajada y favorecida por la contraccion del
coagulo (presion de contraccion) y la presion externa debida a la gravedad y a los
tratamientos mecanicos. Entre las causas que inhiben el desuerado se encuentra la
resistencia al flujo, es decir, una baja permeabilidad. Segun describe Spreer (1991), la
sinéresis provoca en primer lugar la aparicion de una tension de contraccién que
estrecha las cavidades repletas de suero. Como consecuencia aumenta la presion a la
que estd sometido el suero (presion de contraccion). Esta presion hace que se expulse el
suero de las cavidades, dificultando su salida la resistencia que ofrece la red de
paracaseinato. La magnitud de esta resistencia depende de la consistencia y

permeabilidad del coagulo asi como de la via que emprenda el suero en su salida.

La cinética de la sinéresis corresponde a una reaccion de primer orden (Peri ef al.,
1985). Castillo et al. (2000a) confirman que la cinética de desuerado se ajusta a un
proceso de primer orden y amplian dicho comportamiento cinético al proceso de
eliminacion de los componentes principales del suero (grasa, proteinas solubles y

lactosa) a partir de la cuajada.

Weber (1991) clasifica los factores que afectan al desuerado en tres grupos:
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1. Factores directos, que intervienen tras la formacion del coagulo y que son de
naturaleza fisica. A este grupo pertenecen los tratamientos mecéanicos de la

cuajada (corte, agitacion y prensado) y los tratamientos térmicos (coccion).

2. Factores indirectos, que son responsables de la coagulacion y determinan las
propiedades de la cuajada e indirectamente su desuerado. Destacan la acidez

de la cuajada y el enzima coagulante.

3. Factores ligados a la leche, previos a la coagulacion, como concentracion de

grasa y de proteina, y los tratamientos de refrigeracion y de pasterizacion.

El corte de la cuajada es, por tanto, uno de los factores directos que afectan al
desuerado, que supone la aplicacion de presion mecénica en la cuajada para dividir el
coagulo en porciones iguales, a fin de aumentar la relacion superficie volumen

favoreciendo la exudacion del lactosuero (van den Bijgaart, 1988).

Al permitir la separacion de las fases solida y liquida, més o menos rapida, el
corte de la cuajada condiciona la amplitud del desuerado, por lo que constituye un factor
especialmente decisivo (Weber, 1989). El corte debe ser muy cuidadoso, en funcioén de
la fragilidad del codgulo. Los cuchillos o hilos de las liras de corte deben disefiarse de
forma que no provoquen roturas innecesarias de la cuajada y deben manipularse
lentamente, para realizar un corte limpio y disminuir al maximo la formaciéon de “polvo
de cuajada o finos de caseina”, que son posteriormente drenados con el lactosuero
disminuyendo el rendimiento final. Puesto que la pérdida de grasa y de finos se produce
fundamentalmente en superficie por el tamafio de los glébulos y de las particulas de
finos, un corte limpio evita pérdidas de grasa y finos en comparacion con un corte
abrupto. Esto se debe a que si cortamos en cubos con caras de 1 cm?, la superficie real
de dicha cara aumenta si el corte es abrupto. El tamano de los cubos de cuajada

“granos” regula la intensidad del desuerado, de tal manera que los quesos frescos, que
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requieren menos desuerado, se cortan en granos grandes y los quesos curados, se cortan

en granos pequenos que intensifican el desuerado.

Por tanto, segun el tipo de queso a elaborar, las caracteristicas de la materia prima
y las condiciones de coagulacion, el maestro quesero debe elegir el momento dptimo de
corte, el tamafo mas adecuado de grano y fijar las condiciones de desuerado. En un
coagulo de 1 m’ el troceado en fragmentos ctibicos de 10 cm de arista desarrolla una
superficie de exudacion de 600000 cm” mientras que un troceado en fragmentos de 1 cm
de arista proporciona una superficie de desuerado de 6000000 cm?, que multiplica las

posibilidades tedricas de desuerado por diez (Veisseyre, 1988).

Vemos por tanto, que el corte de la cuajada no sélo es imprescindible para el
inicio del desuerado, sino que también influye sustancialmente al desarrollo del mismo,
afectando decisivamente, entre otros factores, a la composicion quimica del suero
(Castillo et al., 1996) y por lo tanto de la cuajada. Una vez alcanzado el punto de
gelificacion, la dureza del gel evoluciona aumentando con el tiempo (Scott-Blair y
Burnett, 1963b; Tuszynski, 1971; Douillard, 1973; Tokita et al., 1980, 1981; Carlson et
al., 1987d). Por tanto debemos seleccionar el momento de dureza 6ptimo para el corte
de la cuajada. Numerosos autores han convenido en las desventajas de una seleccion
inapropiada del tiempo de corte, Ty, (Bynum y Olson, 1982; Mayes y Sutherland,
1984; Hori, 1985; van Hooydonk y van den Berg, 1988; Hori et al., 1989; Payne et al.,
1993b; Gunasekaran y Ay, 1996; Passos ef al., 1999; Castillo et al., 20000).

Para evitar los finos el corte debe hacerse cuando la cuajada estd todavia
fuertemente mineralizada, pero ain no ha alcanzado un grado excesivo de
endurecimiento (Weber, 1989). Un corte prematuro de la cuajada, cuando ésta es
excesivamente fragil, da lugar a una pérdida de rendimiento por aumento de finos y de
grasa en el suero, mientras que un corte tardio produce un aumento de humedad de la
cuajada y una disminucion de calidad (Mayes y Sutherland, 1984; Hori, 1985; Riddell-
Lawrence y Hicks, 1989; Payne ef al., 1993b; Gunasekaran y Ay, 1996; Passos ef al.,
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1999; Castillo et al., 20005). El aumento de la humedad se encuentra en relacion con el
llamado factor p (T /RCT). Una dosis de cuajo y un factor p pequefios determinan
poca cohesion en la cuajada por debilidad de los enlaces intermicelares. En estas
condiciones, cuando p aumenta la cuajada se endurece debido al reforzamiento de los
enlaces intermoleculares, y en consecuencia la sinéresis aumenta. Sin embargo, cuando
el cuajo se emplea a dosis altas (1/10000; 0°3 mL L), generalmente alcanzadas en la
industria quesera, los enlaces se forman rapidamente, provocando un aumento rapido de
la dureza del coagulo que le confiere una impermeabilidad creciente con el tiempo, por

lo que al aumentar p la cuajada retiene mas humedad (Weber, 1989).

Estudios en planta piloto realizados por Bynum y Olson (1982) y por Banks y
Muir (1984) revelan que el rendimiento quesero no varia significativamente si se
selecciona un T, menor que el optimo. Segin Bynum y Olson (1982), el procesado de
una cuajada con un 30% mas de dureza de lo normal aumenta el rendimiento quesero.
Mayes y Sutherland (1984) afirman que conforme aumenta el tiempo comprendido
entre la coagulacion de la leche y el momento de corte, en leche coagulada bajo
condiciones constantes, aumenta el rendimiento quesero por redistribucion de la grasa.
El rendimiento aumenta continuamente con el aumento de 7¢,, pero con el aumento de
Tt en mas de un 16% se corre un gran riesgo de que los beneficios econdmicos
derivados del aumento de rendimiento se vean contrarrestados con los efectos negativos

del aumento de humedad y de la pérdida de calidad.

Sin embargo, segin dichos autores, cuando el corte se realiza mas de un 10%
antes la repercusion economica de las pérdidas de finos superaria los costes de un
sistema de monitorizacion valorado en AU $16000. Otra conclusion de este trabajo es
que las desviaciones por debajo del tiempo 6ptimo de corte, son mas criticas en relacion

con el rendimiento y la calidad que las desviaciones por encima del tiempo Optimo.

De estos resultados se desprende que si al prolongar el momento del corte existe

un aumento continuo del rendimiento y una pérdida de calidad; ambos factores pueden
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ser optimizados mediante un método de prediccion de 7., adecuado con el fin de
obtener el rendimiento maximo sin poner en peligro la calidad. Van Hooydonk y van
den Berg (1988), afirman que segun el tipo de cuba, se requiere diferente precision en el
control de T¢, para obtener la distribucion de tamafos de particulas deseados. Estos
autores estiman que la repetibilidad de un sistema objetivo de monitorizacion de Tey

debe ser de un minuto.

IL.4. METODOS NO OPTICOS DE PREDICCION DEL TIEMPO DE CORTE

En la industria se siguen habitualmente dos métodos de seleccion de Ty
Generalmente el corte se realiza a un tiempo predeterminado o mediante la
determinacion subjetiva de las caracteristicas de la cuajada, realizada por el maestro
quesero en base a la estimacion visual (Castillo et al., 20000). Existen multitud de
factores relativos tanto a la materia prima y sus tratamientos previos como al proceso de
coagulacion, que afectan al RCT condicionando la dureza de la cuajada y por tanto el
tiempo Optimo de corte. El corte a un tiempo prefijado es cuestionable porque los
factores que afectan a la dureza de la cuajada no permanecen constantes (Gunasekaran y
Ay, 1996) y no son tenidos en consideracion. El corte a un tiempo prefijado
habitualmente oscila entre 2 y 3 veces el RCT determinado visualmente en cuba -tiempo

de toma-, lo que equivale a unos 20 o 30 minutos en general.

Sin embargo, realizar el corte en base a la evaluacion subjetiva del maestro
quesero puede constituir una practica adecuada y aceptable, si el maestro tiene
suficiente experiencia y la realiza adecuadamente (Hori, 1985). La determinacion de Tty
del maestro quesero se basa, principalmente, en la evaluaciéon empirica y por tanto
subjetiva de las propiedades reoldgicas del coagulo (rigidez, textura, elasticidad,...)
mediante observacion visual y tactil. Las pruebas que constituyen mas frecuentemente

el criterio de decisidn visual son:
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1. La cuajada se separa facil y limpiamente de la pared de la cuba al presionarla
con la palma de la mano, con los dedos o con un cuchillo o espatula de acero

inoxidable.

2. Al marcar la palma de la mano sobre la superficie del coagulo, ésta se unta de

suero, pero sin que se observen restos de cuajada adheridos a la piel.

3. Al introducir con trayectoria inclinada un cuchillo o espatula de acero
inoxidable en la cuajada, y realizar un movimiento de palanca ascendente, el
coagulo se fractura limpiamente, como si fuese de “porcelana”, observandose
que los lados que limitan el corte son lisos y que en el suero expelido y

recogido en el interior del corte es amarillo, con pocos finos y transparente.

4. Una varilla de acero inoxidable se introduce y se deja descender verticalmente

hasta que se detiene y no se balancea hacia los lados.

Como se ha mencionado anteriormente, todos estos métodos pretenden la
evaluacion reoldgica del gel de forma empirica. El entrenamiento no resulta en absoluto
facil. Por ende, la subjetividad de los métodos implica la existencia de considerables
diferencias entre las estimaciones de diferentes maestros, aunque estos estén bien
entrenados. Como consecuencia, la heterogeneidad de la rigidez seleccionada para el
corte conduce a una resistencia diferente a los tratamientos mecéanicos que afecta a la

humedad, el rendimiento y la calidad.

El interés por la seleccion optima de 7., ha motivado a numerosos investigadores
para el estudio y desarrollo de equipos que pretenden determinar, de forma objetiva, el
tiempo Optimo de corte. La mayoria de los métodos propuestos se relacionan con la
monitorizacion de la coagulacion y del aumento de la dureza de la cuajada, puesto que

pretenden reproducir el método visual.
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Dependiendo de sus posibilidades de uso los podemos dividir en métodos on-line
y métodos off-line. Atendiendo a la intensidad del dafio que causan en la cuajada, los
podemos calificar de destructivos o de no destructivos. Por tltimo, en funcién de su
naturaleza proponemos la siguiente clasificacion: métodos reoldgicos, térmicos, de
ultrasonidos y opticos. En esta clasificacion hemos contemplado los métodos que han
derivado en medida efectiva de la dureza y/o determinacion de 7.y, por lo que otros
métodos de monitorizacion de la coagulacion de menos interés para la prediccion de Ty
no se contemplan, como p. ¢j., los métodos basados en la medida de la conductividad

eléctrica (Dejmek, 1989; Paquet ef al., 2000).

I1.4.1. Métodos reolégicos

Los métodos reologicos propuestos para la monitorizacion de la evolucion de la
dureza del gel son los méas numerosos. Durante la coagulaciéon aumentan tanto la
viscosidad como el modulo de rigidez. La dureza de la cuajada estd directamente
relacionada con el mddulo de rigidez, que representa la relacion entre el esfuerzo y la
deformacion (Carlson et al., 1987d). Dado que el tiempo Optimo de corte se relaciona
directamente con la resistencia a la deformacién del coagulo, cabe esperar que éste
pueda evaluarse mediante las propiedades reoldgicas de la cuajada. Por este motivo la
mayoria de los métodos y equipos propuestos para el estudio y la seleccion de T¢y son

reologicos.

El estudio reoldgico de la cuagulacion es complejo ya que durante este proceso se
produce un cambio de estado fisico con formacion del gel, que ademas va cambiando de
estructura. El gel se comporta como un material viscoelastico, siendo a veces dificil
distinguir entre las propiedades viscosas y elasticas. Estas dificultades han fomentado la
aparicion de pardmetros reoldgicos empiricos, como firmeza y resistencia al corte. La
firmeza, se corresponde mas bien con un parametro sensorial, el cual ha sido aplicado a

diversos parametros reologicos. Generalmente, ha sido determinada de forma empirica y
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expresada en unidades arbitrarias. Fendmenos similares son los constituidos por

propiedades més o menos ambiguas como dureza, indice de dureza, etc,...

Se han propuesto numerosos instrumentos de base reologica para la
monitorizacion de la evolucion del gel con la pretension de determinar la rigidez 6ptima
para cortar la cuajada. Dentro de este grupo podemos destacar los penetrometros, los
sistemas de cuerpos suspendidos, los métodos nanométricos y los viscosimetros de

torsion y por ultimo los métodos dindmicos.

Los penetrometros se usan para medir la fuerza o para determinar la profundidad
de penetracion de un instrumento de deformacion o probeta (cuchillo, disco de tamiz,
etc.) en un determinado punto del gel (Burgess, 1978; Storry y Ford, 1982a). Estos

instrumentos son destructivos y en general off-line.

Los sistemas de cuerpos suspendidos miden la resistencia del gel a un instrumento
de deformacion (una bola, un cono) que permanece colgado y es subido lentamente
durante la coagulacion (Steinsholt, 1973; Clark y Srinivasan, 1989). Al igual que los
penetrometros, estos métodos también son destructivos e imprimen deformaciones
complejas y mal definidas (muy empiricos). Ademés sélo permiten la medida en un
punto en un momento determinado, lo que supone serias limitaciones para el empleo en

estudios cinéticos.

Los métodos manométricos y viscosimétricos de torsién en general obedecen al
principio de ensayo armoénico, en mayor o menor grado, y permiten realizar mediciones

continuas.

Entre los métodos manométricos destacan instrumentos como el Instron, el
viscosimetro Brookfield, el aparato manométrico de Vanderheiden y el “tubo en U”,
entre otros. Tanto el instrumento de medida universal (Instron) como el viscosimetro

Brookfield (Helipath) realizan ensayos peridédicos, no armonicos (No€l et al., 1989). El
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primero realiza compresiones ciclicas a velocidad constante y el segundo efectiia un
cortado helicoidal vertical. El aparato manométrico de Vanderheiden (1976), un sistema
de transmision de presion, ha sido evaluado por Kowalchyk y Olson (1978) y
posteriormente modificado por Hatfield (1981). Consiste en dos diafragmas
yuxtapuestos, de los cuales uno realiza un movimiento oscilatorio (1’6 mm cada 20 s)
que se transmite a través de la leche o el gel hasta el diafragma receptor. La fuerza
transmitida por el gel es proporcional a su rigidez. Este equipo puede ser implantado

directamente en la cuba de cuajado.

Otros instrumentos manométricos como el Vatimer y el Ermartic, que también se
basan en la transmision de presion, han surgido como modificaciones del aparato
manométrico de Vanderheiden. El Vatimer, propuesto por Richardson et al. (1985),
mide la resistencia a la oscilacion vertical de un disco de acero inoxidable y permite
realizar medidas en continuo, en la cuba de cuajado. El Ermartic, también esté diseniado
para instalacion en la cuba y esta equipado con un sistema para extraer el dispositivo de
medida para el corte (van Hooydonk y van den Berg, 1988). Dicho método ha sido
posteriormente modificado para su aplicacion en seis cubas simultaneamente por
Ustunol y Hicks (1990). El “tubo en U” de Scott-Blair constituye otro método
manométrico que permite cuantificar la viscosidad y el modulo de rigidez G (Scott-

Blair y Burnett, 1958).

Los viscosimetros de torsién poseen una cuba que contiene leche en la cual se
sumerge un cilindro. Estos métodos han sido ampliamente utilizados para la
determinacion de RCT y Ty También ha sido empleado como sistema de referencia
para el estudio comparativo de sistemas objetivos de Tcy (Payne et al., 1993b). En el
caso del tromboelastografo (Olson y Bottazzi, 1977) la cuba esta dotada de un
movimiento de rotacion sinusoidal. El cilindro, colgado de un hilo de torsion, actia
como detector permitiendo el seguimiento de la resistencia del gel a la deformacion. De
este aparato deriva el formografo (McMahon y Brown, 1982), que constituye uno de los

instrumentos de uso mas generalizado para monitorizacion de la coagulacion. El
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formografo dispone de diez canales de lectura. Cada canal comprende un péndulo que
se sumerge en una de las diez muestras de leche y que se une a un contrapeso por el
extremo opuesto. El péndulo y el contrapeso se conectan a un sistema optico (espejo).
Los dispositivos comunes a todos los canales son una fuente de luz, un sistema de
registro con papel fotosensible y un sistema oscilatorio para las muestras. Mientras la
leche permanece liquida, los movimientos oscilatorios lineales no transmiten fuerza
suficiente, a través de la leche hasta el péndulo, como para producir movimiento del
mismo. Cuando tienen lugar la coagulacion, el aumento de viscosidad causa un
movimiento sincronico del péndulo, que se transmite al espejo y produce una sefial

tipica en el papel fotosensible (Figura 11.4.1.7).

Adicion de enzima,
tiempo = 0 min

30 min

T RCT -‘.L‘ K20 ‘ﬁ

A 4

20 mm A30

Figura I1.4.1.1. Grafica estindar obtenida mediante un formégrafo.
RCT, tiempo de coagulacion; Ky, tiempo desde RCT hasta que la amplitud es 20 mm; 45y, amplitud a los 30 min.

Como se observa en la Figura 11.4.1.1, inicialmente el registro es lineal. En el
momento de la coagulacién la linea diverge como consecuencia del inicio de los

movimientos del espejo. El RCT se determina por la distancia desde el punto de origen
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hasta el punto en el cual la linea diverge (r). Tras el punto de divergencia, las lineas se
van separando, monitorizando la evolucion de la dureza del gel. El tiempo transcurrido
desde 7 hasta que las lineas se separan 20 mm constituye el pardmetro K», que permite
determinar objetivamente T, y realizar estudios cinéticos del endurecimiento. La
dureza en el minuto 30 (43p) viene dada por los mm de separaciéon de las lineas
(amplitud) en ese momento y la amplitud maxima constituye la dureza maxima o Ay,
Los valores de amplitud pueden ser transformados en valores de G mediante la siguiente

relacion (Carlson et al., 1987d):

G-r_ Ox (IL4.1.1)

donde G es el modulo de rigidez, / es la constante del equipo y Ax, Axyax representan
respectivamente la amplitud a tiempo ¢ y a tiempo infinito. Por tltimo el torsidémetro de
Scott-Blair, mas conocido en su version industrial de Plint, somete al cilindro a

oscilaciones periddicas (Plint et al., 1967).

Los ensayos dinamicos han cobrando importancia en las ultimas dos décadas
(Bohlin et al., 1984). Su fundamento ha sido comentado en el apartado IL2.5.
Instrumentos como el viscoelasticimetro GTV-INRA (Gervais, 1983) y los redmetros
realizan ensayos armonicos que permiten la obtencidn directa y continua de los modulos
complejo, viscoso y eléstico de rigidez. Por este motivo se han convertido en el método
reoldgico de eleccidon para el andlisis del comportamiento viscoeldstico de los geles y
para realizar estudios cinéticos de endurecimiento. El viscoelasticimetro GTV-INRA
puede ser implantado en la cuba. Los redmetros permiten la determinacion del RCT' y la
prediccion de Ty Lopez et al. (1998) usando un redémetro Bohlin CVO, equipado con
un cilindro concéntrico tipo “double-gap” no encuentran un valor Unico de los modulos
reoldgicos en Ty, pero determinan la existencia de correlacion lineal entre Tgy y el
tiempo de la méaxima velocidad de incremento de G’ (tiempo hasta el maximo de

dG’/dr), 1o que indica que las propiedades evaluadas empiricamente por el quesero se
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relacionan directamente con las propiedades reoldgicas de la cuajada. El valor de G en

el momento de corte oscila entre 7 y 10 Pa, a pH 6’7 y desciende al disminuir el pH.

Pese a que algunos de los métodos reoldgicos han sido adaptados para su empleo
directo en cuba industrial o de planta piloto, la mayoria estan limitados a uso
laboratorial. Muchos de ellos tienen el inconveniente de ser empiricos y de presentar
unidades arbitrarias. La medida de la rigidez en continuo es posible con algunos de
ellos, siendo habitual que sélo realicen un registro o que midan en el mismo punto todo
el tiempo, lo cual puede introducir artefactos de medida. Normalmente, este tipo de
instrumentos somete la cuajada a esfuerzos y deformaciones rompiéndola, lo que
determina la expulsion de suero que podria variar los resultados. Como puede verse y en
términos generales, no parecen indicados para uso en linea de produccion, ya que los
que estan adaptados para su aplicacion en cuba suelen exhibir uno o mas de los
siguientes inconvenientes: destructivos, voluminosos, dificiles de instalar, de manejo

complicado, de dificil limpieza, etc.
11.4.2. Métodos térmicos

Hori (1985) propone un método continuo y no destructivo, el método “hot wire”,
basado en la transferencia de calor desde un hilo de platino caliente hacia la leche
circundante. Un hilo de platino inmerso verticalmente en la leche (0’1 mm de didmetro,
106 mm de longitud) se calienta mediante corriente eléctrica continua, actuando asi
como fuente constante de calor. La temperatura de dicho hilo se determina cada 5 sy se
registra mediante un sistema automatico de adquisicion de datos, que estd directamente
conectado a un ordenador de sobremesa. Puesto que la resistencia de los materiales
conductores aumenta linealmente con la temperatura (dentro de un rango limitado de

temperaturas), la temperatura del hilo caliente se calcula mediante la expresion

g =R/R "1 (I1.4.2.1)
a

w
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donde ay es el coeficiente de temperatura de la resistencia (3°8166 10° K™), R es la

resistencia a un tiempo dado y Ry es la resistencia inicial (1’36489 Q).

La temperatura del hilo caliente es sensible al proceso de formacion de la cuajada.
Durante los primeros minutos tras la adicion de enzima dicha temperatura es
independiente del tiempo pero, coincidiendo con el RCT visual, ésta aumenta
drasticamente hasta que alcanza un valor de equilibrio. La porcion lineal inicial de la
curva de incremento de temperatura versus tiempo sugiere la reaccion de hidrolisis de la
Kk-caseina, mientras que la porcion convexa se relaciona con la fase secundaria de la

coagulacion.

El sensor térmico es capaz de detectar el RCT y monitorizar todo el proceso de
coagulacién a tiempo real. La temperatura del hilo caliente, referida a la temperatura
inicial del mismo, se correlaciona con la viscosidad cinematica de la leche. Por tanto, la
determinacion de la temperatura permite la obtencion de la viscosidad cinematica que, a
su vez, permite el seguimiento de la velocidad de coagulacion de las micelas. Otros
autores han empleado el método desarrollado por Hori. De Cindio et al. (1986)
comparan los RCT determinados mediante tromboelastografo y formografo con los
obtenidos de forma visual y con el método del hilo caliente. Segun estos autores, el
método térmico resulta mas indicado tanto por su simplicidad como por su precision y

aporta, a diferencia de los demés métodos, informacién sobre la fase de hidrolisis.

Bellon et al. (1988) desarrollan un instrumento llamado “coagulémetro” para la
medida del tiempo de coagulacion, basado en el comportamiento térmico de la leche.
Consta de una sonda de acero inoxidable conectada a un sistema electronico. El cuerpo
del sensor contiene dos sondas de temperatura de platino. Una mide la temperatura de la
leche y el otro determina el tiempo de coagulacion. Los autores sugieren la posibilidad
de ampliar las prestaciones del instrumento para determinar 7, y para el estudio de la

aptitud de la leche para la coagulacion.
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Dos instrumentos térmicos basados en el método de hilo caliente han sido
recientemente desarrollados para la monitorizacion de la coagulacion de la leche y se
encuentran disponibles en el mercado: el Rheocatch™ (Snow Brand Milk Products Co.,
Ltd., Saitama, Japan) y el Optiset'™ (Stoelting, Inc., Kiel, WI). Sin embargo,
Gunasekaran y Ay (1994) afirman que la efectividad de los métodos térmicos no ha sido
bien documentada. Por dicho motivo Passos et al. (1999) desarrollan un nuevo sensor
térmico para la determinacion de 7,y El sensor consta de una aguja hipodérmica de 30
mm de longitud y 0’55 mm de diametro. En su interior se coloca un termopar tipo 7, en
el eje longitudinal, asi como un hilo caliente de 0’08 mm de diametro flexionado por su
extremo y colocado a ambos lados del termopar. Ambos circuitos son independientes.
El funcionamiento es similar al del hilo caliente propuesto por Hori. Mediante este
instrumento se monitoriz6 la coagulacion de 16 cubas y se compard el T, determinado

por el maestro quesero con la prediccion del sensor, obteniéndose un SEP de 1’9 min.

Recientemente, Raynal y Remeuf (2000) estudian el efecto del almacenamiento en
refrigeracion a 4°C sobre las caracteristicas fisico-quimicas y la aptitud para la
coagulacion de leche de cabra oveja y vaca. En dicho estudio se monitoriza la
coagulacion mediante un prototipo de sensor patentado en 1996 que combina una sonda

térmica, basada en el principio “hot wire” con una sonda dptica de transmision.

11.4.3. Métodos de ultrasonidos

Se han realizado numerosos intentos para estudiar la aplicacion de los
ultrasonidos a la leche y/o al estudio de la coagulacion (Hueter et al., 1953; Fitzgerald y
Winder, 1961; Everson y Winder, 1968; Bachman et al., 1980; Saraf y Samal, 1984;
Miles et al., 1990; Benguigui ef al., 1994). En 1992 Lee et al. emplean la espectroscopia
de ultrasonidos en la caracterizacion de las propiedades viscoelasticas en queso y masa
panaria. Al comparar los resultados del método de ultrasonidos con los obtenidos a
partir de un viscosimetro de platos paralelos observan una gran concordancia entre las

propiedades reoldgicas medidas con ambos métodos.
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Gunasekaran y Ay (1994, 1996) proponen un método no destructivo y continuo
basado en la aplicacion de ultrasonidos para la determinacion de 7. El equipo consta
de dos transductores de 1 Mhz de frecuencia, de los cuales uno actia como emisor de
ultrasonidos y otro como detector. Ambos estan conectados a un emisor-receptor de
ultrasonidos, a su vez conectado a un ordenador personal a través de un osciloscopio.
Para evitar efectos de difraccion, los transductores se sumergen en la leche a 25 mm de

distancia, en el centro del tanque (24 x 17 x 12 cm).

En esta experiencia se emplea la técnica de pulso-eco. El emisor produce un pulso
que viaja la distancia d = 25 mm y produce una sefial que es detectada por el receptor
dando lugar al primer pico de la sefal. A la vez, en el receptor se produce un eco que
viaja nuevamente hasta el emisor, donde produce otro eco que viaja hasta que es
detectado por el receptor como el segundo pico y asi sucesivamente. Por tanto, la
distancia recorrida por las ondas entre picos sucesivos de la sefial es d = 50 mm. Asi,

podemos calcular la velocidad (m s™) como:

- 2d (I.4.3.1)

donde (2, — #1) es el tiempo necesario para que un pulso de ultrasonidos viaje la distancia

2d. La atenuacion de la sefial a (en neper/m), se calcula como

a=(/2d)im(,/7,) (11.4.3.2)
donde V1 y V> son los voltajes correspondientes a picos sucesivos de la sefial.

Estos autores realizan la coagulacion de leche desnatada reconstituida en
diferentes condiciones de temperatura, concentracion de enzima y de Cl,Ca. Durante la
coagulacién la velocidad de propagacion de los ultrasonidos disminuye inicialmente y

después comienza a aumentar lenta e irregularmente, no siendo posible distinguir entre
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los diferentes tratamientos. Los datos de atenuacion, sin embargo, sufren un
decrecimiento regular durante la coagulacion (la pérdida de energia es menor en un
medio elastico) y ademas ofrecen significacion estadistica entre tratamientos, motivo

por el cual se selecciona la atenuacion para la monitorizacion de la coagulacion.

El descenso en la atenuacion es mas pronunciado en los estadios iniciales. Se
obtiene asi un parametro de tiempo o “punto de giro” (P;) que identifica el momento en
el que la atenuacion se hace lenta. El punto P; se define como el tiempo en el que la
primera derivada de la curva de atenuacion frente al tiempo alcanza el valor 0’1 neper

| ., )
min~. Estos autores observan una gran correlacion entre Py y RCT y sugieren la

o
utilidad de dicho parametro para el estudio de la eficacia de las enzimas coagulantes.
Finalmente, si se compara la prediccion de los T¢,: obtenidos mediante ultrasonidos (P;
+ 20 min) con los Ty visuales, no se observan diferencias significativas entre los dos

grupos.

Recientemente, y dado el creciente uso de los ultrasonidos en los alimentos, Mulet
et al. (1999) estudian el efecto de la temperatura en la velocidad de los ultrasonidos en
queso cheddar y observan una fuerte correlacion entre la velocidad y la temperatura en

este tipo de queso a 1 MHz.

Otro grupo de instrumentos lo constituye los viscosimetros de ultrasonidos, que
permiten seguir el producto del coeficiente de viscosidad por la densidad hasta un
estadio avanzado de la formacion del gel (Bachman et al., 1978a, b; 1980; Marshall et
al., 1982). Un instrumento de respuesta similar a los viscosimetros de ultrasonidos
emplea una lamina vibrante y es conocido como geldgrafo (Schar y Fluckiger, 1982).
Su sefial, por estar mas relacionada con la viscosidad que con la dureza, rapidamente
se estabiliza tras el punto de gelificacién, lo que reduce su sensibilidad como

instrumento de determinacion de Ty
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IL.5. METODOS OPTICOS DE PREDICCION DEL TIEMPO DE CORTE

IL.5.1. Principios generales

Olsen (1990) define los métodos Opticos de analisis como aquellos que miden la
radiacion electromagnética que emana de la materia o que interacciona con ella. Se
incluyen, de esta forma en la definicion, todos los campos del espectro electromagnético
(Figura I1.5.1.7), que abarca un gran intervalo de longitudes de onda y frecuencias, que
comprende desde las radiaciones de alta energia como los rayos gamma hasta las de

baja energia como las ondas de radio.

0Km ] g L Tl
TKm  —| ; 780 nm
L S R e ;'
1;]:1 ] FM - VHF ;"J M mm  Rajo
UHF ..
10em | SHF ;_f
tem ™ EHF i Fojo - Hazanja
b T Wi - Ondas ;" - R i i
100 e Tofiriin B
10pm ; Verde
100 500 mm
Wm0 baviolets Az
Il | Rayms X "-.xn
WWpm ™ o e Gamma Vicleta
1I0pm | i : 280y
A | sRswmEaemac Ultravioleta

Figura I1.5.1.1. Regiones del espectro electromagnético.
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Pero la definicién anterior es excesivamente amplia, ya que la region mas
interesante para los métodos opticos (200 nm a 25 m) solo engloba las regiones del

ultravioleta cercano, visible, infrarrojo cercano e infrarrojo medio (MIR).

El modelo clasico de onda sinusoidal permite explicar muchas de las propiedades
de las radiaciones electromagnéticas, en base a parametros como longitud de onda,
frecuencia, velocidad y amplitud. Al contrario que otros fendémenos sinusoidales, como
las ondas sonoras, la radiacion electromagnética no requiere un medio material de
apoyo para transmitirse. No obstante, el modelo ondulatorio no explica adecuadamente
los fenémenos relacionados con la absorcion y la emision de energia radiante, para lo
cual se requiere la contribuciéon del modelo corpuscular, en el que la radiacion
electromagnética se contempla como un flujo de particulas discretas o paquetes
ondulatorios de energia, denominados fotones, cuya energia es proporcional a la
frecuencia de radiacion. Este punto de vista doble y complementario de la radiacion
electromagnética da lugar a la dualidad onda-corptisculo que se racionaliza por medio
de la mecanica ondulatoria (Skoog ef al., 2001). En la Figura I1.5.1.2 se representa una

onda electromagnética, y sus parametros caracteristicos.

Z

Figura I1.5.1.2. Onda electromagnética de una sola frecuencia, polarizada en el plano.
E, vector eléctrico; H, vector magnético, E,, amplitud del vector eléctrico; Hy, amplitud del vector magnético; A,
longitud de onda; D, direccion de la propagacion.
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La longitud de onda, A, se define como la distancia lineal entre dos puntos
equivalentes de ondas sucesivas o como la longitud de un ciclo. La amplitud, 4, es la
longitud del vector en el maximo de la onda. El periodo, p, es el tiempo, en segundos,
necesario para el paso de sucesivos maximos o minimos por un punto fijo en el espacio.
La frecuencia, V, es el nimero de ciclos por segundo y es la inversa de p. La frecuencia
en ciclos por segundo, multiplicada por la longitud de onda en metros por ciclo, nos
proporciona la velocidad de propagacion, ¢, en metros por segundo. La V de una
radiacion electromagnética es su uUnica caracteristica verdadera, ya que A y ¢ dependen

de la naturaleza del medio de propagacion.

Olsen (1990) divide los métodos Opticos de andlisis en dos grupos: los
espectroscopicos y los no espectroscopicos. Los métodos espectroscopicos miden la
intensidad y longitud de onda de la radiacion electromagnética. Todos estos métodos
miden espectros, que son debidos a transiciones entre estados de energia caracteristicos.
El principal mecanismo de interaccion energética, en estos métodos, es la absorcion o la
emision, con la excepcion de la espectroscopia Raman, basada en un tipo especial de
interaccion dispersiva y la espectropolarimetria, que determina la polarizacion en
funcién de la longitud de onda. Estos métodos se identifican cémodamente ya que

suelen llevar el prefijo “espectro”.

Sin embargo, los métodos no espectroscopicos no se relacionan con las
transiciones de energia, sino que se fundamentan en la interaccion que se establece entre
la radiacion electromagnética y la materia, lo cual produce un cambio de la direccion o
de las propiedades fisicas de la radiacion. Las interacciones concretas que tienen lugar
entre materia y radiacion en los métodos no espectroscopicos son la refraccion, la
reflexion, la dispersion refractiva, la dispersion, las interferencias, la difraccion y la
polarizacion. A este grupo de métodos pertenecen la refractometria, la difraccion de

rayos X, la polarimetria, la turbidimetria y la nefelometria, entre otras.
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La mayoria de los métodos de utilidad para el seguimiento de la coagulacion de la
leche se basan en interacciones como absorcion, reflexion, refraccion y dispersion.
Cuando una radiacion alcanza determinada materia, pueden suceder diferentes procesos
(Abdou, 1987): 1) la intensidad de la radiaciéon emergente es idéntica a la de la
incidente, sin que se produzca absorcidon de la radiacion; 2) puede haber reflexion,
refraccion (transmision) y/o dispersion; 3) la intensidad de la radiacion emergente es
inferior a la del haz incidente (cierto grado de absorcion). Como consecuencia de la
absorcion las especies aumentan su energia desde el estado basal hasta un estado
excitado; pero se mantienen en dicho estado s6lo un breve lapso de tiempo (10%-107 s),
ya que se relajan a niveles energéticos menores mediante cesion de energia en forma de
fotones (emision) o mas frecuentemente por disipacion de calor, lo que podria provocar
un ligero aumento de la temperatura del medio (generalmente despreciable). La emision
es, por tanto, el proceso inverso a la absorcion. En la Figura I1.5.1.3 se presentan las

interacciones mas habituales de la radiacion electromagnética con la materia.

Energia incidente

Reflexion Reflexion especular

difusa

~
"\ Absorcién

2N

Emision

Transmision

Figura IL.5.1.3. Interacciones de la radiaciéon con la materia.
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Uno de los fendmenos de interaccion que nos interesa, es la absorcion. Cuando la
radiacidon atraviesa un material, determinadas frecuencias se eliminan por absorcion,
proceso por el que la energia radiante se transfiere a los d&tomos, iones o moléculas que
componen la muestra. Las particulas pasan de esta forma de su estado normal a un
estado excitado y permitido de energia superior (Skoog et al., 2001). Para que se
produzca la absorcion es necesario que la energia de la radiacidon incidente iguale la
diferencia de energia existente entre el estado basal y uno de los estados excitados de las
especies (Abdou, 1987). La fraccion de radiacién absorbida se rige por la ley de
Lambert, que predice el efecto del espesor del medio en la absorciéon de la radiacion y
por la ley de Beer, que establece el efecto de la concentracion (Olsen, 1990) y que

pueden representarse en conjunto mediante la expresion:

I
1og7° =abc (I11.5.1.1)

donde I es la intensidad del haz incidente, / es la intensidad del haz transmitido, a es la
constante de proporcionalidad, conocida como absortividad o coeficiente de extincion, b
es la longitud del medio o paso dptico y ¢ es la concentracion de la especie absorbente.
Si ¢ se expresa en moles por litro y b en centimetros, la absortividad se denomina
absortividad molar. El pardmetro log (/y/I) corresponde a la absorbancia, A, mientras

que I/l es la transmitancia, 7, por lo que 4 =-log T .

Otra fendmeno de interés lo constituye la refraccion que se produce cuando la
radiacion incide en angulo en la interfase entre dos medios transparentes de densidades
distintas (Skoog et al., 2001). Consiste en el cambio de direcciéon de la radiacion
electromagnética cuando pasa de un medio a otro debido a la diferencia de la velocidad
de propagacién entre los medios (Olsen, 1990). Siempre que la radiacion pasa de un
medio dieléctrico a otro ésta se refleja en parte y se refracta (o transmite) en parte, tal y

como se indica en la Figura I1.5.1.4.
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Haz incidente Haz reflejado
6,
Medio 1
Medio 2
Haz transmitido
6,

Figura I1.5.1.4. Reflexion y refraccion de la radiacion electromagnética.

Cuando la radiacién pasa de un medio (1) a otro (2), la magnitud de la refraccion

viene dada por la ley de Snell:

sen6, _ v, (1L5.1.2)
send, Vv, T

donde 4 es el angulo de incidencia, & es el angulo de refraccion, v, es la velocidad de

propagacion en el medio 1y 1 es la velocidad de propagacion en el medio 2.

Si el medio 1 es el vacio y la radiacion pasa del vacio al medio 2, sen 8/sen & es
una constante conocida como indice de refraccion (n;) del medio 2, que depende de la
composicion del medio, de la longitud de onda y de la temperatura (Matissek et al.,
1998). El fendmeno de reflexion se produce cuando la radiacion incide en la interfase
entre dos materiales con diferente indice de refraccion (Olsen, 1990). La naturaleza del

fendmeno estd muy relacionada con la calidad de las superficie. El angulo de incidencia
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coincide con el de reflexion siempre que la superficie sea lisa (reflexion especular),
mientras que si la superficie es rugosa o irregular se produce reflexion difusa. En la
espectrometria de reflexion de superficies sdlidas pulidas, es frecuente expresar el poder
de reflexion como reflectancia, p, que es la relacion entre la intensidad de las

radiaciones reflejada e incidente:

Iy _(m=n) (IL5.1.3)

pzz (”2 +”1)2

donde /j es la intensidad del haz incidente, I es la intensidad reflejada y n; y n, son los
indices de refraccion correspondientes a los dos medios. Segln el tipo de espectrometria
de reflexion, la reflectancia puede expresarse de diferentes formas. La reflectancia es

mayor cuanto mayor es la diferencia entre el indice de refraccion de los dos medios.

La reflexion, como se ha comentado, depende de la calidad de la superficie. Si la
superficie es lisa se produce la reflexion de espejo o especular, pero si es irregular la
radiacion se desvia en todas las direcciones de forma difusa (Saputra, 1992). La
radiacion transmitida por el interior de la particula encuentra, a su vez, superficies
internas orientadas aleatoriamente y se puede reflejar. Una fraccion de esa radiacion
reflejada es transmitida nuevamente hacia la superficie inicial (Figura I1.5.1.5) y se

conoce con el nombre de “reflexion interna”.

Este tipo de reflexion es dispersa y junto a la reflexién superficial constituye la
reflexion difusa. La reflexion difusa es también determinada por la densidad de las
particulas y por la posicion de las superficies opticas. Birth y Hecht (1987) determinan
que la reflexion difusa es proporcional a la densidad e inversamente proporcional al
radio de distribucion de la radiacion. La estructura y el contenido de agua también

pueden influir sobre la redistribucion de la radiacion en el material.

93



Revision bibliogrdfica

Figura IL.5.1.5. Concepto esquematico de la reflexion difusa.
Segtin Birth (1976). Reproducido de Saputra (1992).

Otro de los fenémenos de interaccion entre la radiacion y la materia es la
dispersion de la radiacion. Para comprender el fenomeno de la dispersion, podemos
representar la transmision de la radiaciéon como una retencidon momentanea de dicha
energia por 4&tomos, iones y moléculas y la posterior reemision de la radiacion en todas
las direcciones cuando las particulas recuperan su estado inicial (Skoog et al., 2001).
Cuando las particulas son atomicas o moleculares (pequefias con respecto a A), la
interferencia destructiva elimina la mayor parte de la radiacion reemitida, excepto la que
se desplaza en la direccion inicial del haz incidente. Por tanto la trayectoria del haz
parece no cambiar. Sin embargo, una observacion cuidadosa nos permite detectar una
fraccién muy pequefia de la radiacion, la radiacion dispersada, que se transmite en todas
las direcciones a partir de la trayectoria inicial y que aumenta de intensidad con el
tamafio de la particula. La interaccion de la radiacién electromagnética con las
particulas pequenas induce oscilaciones en sus cargas eléctricas, produciendo dipolos

que emiten ondas secundarias en todas las direcciones (Olsen, 1990).
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La dispersion de la radiacion depende principalmente de cuatro factores: 1) el
nimero 2) el tamafio de las particulas, 3) la longitud de onda de la radiacion incidente y
4) la diferencia entre el indice de refraccion de las particulas y el disolvente (Lochte-
Watson et al., 1998). En la dispersion parte de la energia se emite sin ningiin cambio de

longitud de onda (Olsen, 1990).

Esta radiacion secundaria podria haberse empleado para explicar los fenémenos
de refraccion y reflexion, si bien solo es necesario introducir el término de dispersion
cuando las dimensiones de las particulas son del mismo o de menor orden de magnitud
que la longitud de onda del haz incidente y los indices de refraccion del medio y de las
particulas son distintos. De hecho, si las particulas son mayores de aproximadamente
24, el analisis de ondas demuestra que unicamente se produce refraccion y reflexion.
Puede observarse, por tanto, que los fendémenos de reflexion, refraccion y dispersion de
la radiacion son procesos fuertemente relacionados desde este punto de vista, jugando el
tamafo de las particulas un papel muy importante. En general podemos considerar que
la luz que no se absorbe se dispersa, y que la dispersion, en funcién del tamafio de las
particulas, puede resolverse en transmision o en reflexion. Por tanto el término

dispersion es mas general e incluye a los otros dos.

Asi, existe un tamafio méximo de la particula que produce dispersion en funcion
de la longitud de onda. Por ejemplo, para longitudes de onda de 10, 0’5 y 0°001 zm,
correspondientes a las regiones del infrarrojo, visible y rayos X, el tamafio maximo
aproximado de la particulas que producen dispersion es respectivamente 15, 0’75 y
0’002 pm. En general, todos los estados de la materia son potencialmente capaces de

producir dispersion.

Seglin el tamafio de las particulas se producen diferentes tipo de dispersion
(Skoog et al., 2001). La dispersion por moléculas o agregados de moléculas bastante
menores que A produce dispersion Rayleigh de igual frecuencia que la radiacion

incidente. Su intensidad es proporcional al inverso de la cuarta potencia de A, a las
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dimensiones de las particulas dispersantes y al cuadrado de la polarizabilidad de las
particulas. Si las particulas son de dimensiones coloidales la dispersion es
suficientemente intensa como para ser captada por el ojo humano, dando lugar al efecto
Tyndall. Este tipo de dispersion se presenta cuando las dimensiones de las particulas
son superiores al 10% de A e inferiores a 3/2 A, desapareciendo la dispersion a mayores
tamanos (Olsen, 1990). En este tipo de dispersion la distribucion de intensidades no es
homogénea, desvidndose en el mismo sentido que la radiacidon incidente. Otro tipo de
dispersion es la Raman, en la que parte de la radiacion dispersada sufre cambios

cuantizados de frecuencia.

Cuando aparecen particulas coloidales dispersas en el medio pueden ocurrir los
procesos de dispersion de la radiacion junto a los de reflexion difusa. Los procesos de
dispersion y de reflexion de la radiacion juegan un papel muy importante en técnicas
como la tubidimetria y la nefelometria (Olsen, 1990). Este autor afirma que el criterio
que decide si la desviacion de la radiacion es debida a la dispersion o a la reflexion se
basa en los tamafios relativos de la longitud de onda de la radiacién empleada y de las
particulas. Si las particulas dispersadas o en suspension son aproximadamente del
mismo orden de magnitud o menores que la longitud de onda del haz incidente tendra
lugar la dispersion, mientras que la reflexion se producira si las particulas son de

dimensiones superiores a la longitud de onda.

La diferencia debe ser tenida en cuenta en el caso de medidas de tipo cuantitativo
como en la turbidimetria y la nefelometria, porque puede afectar a la sensibilidad de la

medida tanto como a la forma de realizarla.

La tubidimetria mide la disminucién de la intensidad de la radiacion emitida por
la fuente al atravesar la disolucion (transmision), mientras que la nefelometria mide

directamente la radiacion dispersada en una direccion en angulo con el haz incidente

(Olsen, 1990) (Figura IL.5.1.6).
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Figura I1.5.1.6. Medidas de dispersiéon de la radiacion.

El detector 4 mide la radiacion dispersada; el B la turbidez (log Iy/I, donde I, es la intensidad de la radiacion
incidente). La dispersion multiple se indica con flechas discontinuas.

Reproducido de Walstra y Jenness (1987).

Como se aprecia en la Figura I1.5.1.6 ambos métodos constituyen una forma de
medida de la dispersion de la radiacion. Esto es asi porque la intensidad de la radiacion
transmitida a través de una muestra que no absorbe es la intensidad de la radiacion
incidente menos la intensidad de la radiacion dispersada (Lombholt, 1996). La
turbidimetria permite medir la concentraciéon de las particulas, ya que sigue una
ecuacion analoga a la ley de Beer, donde existe un término equivalente a la absorbancia
que se conoce como turbidancia o turbidez S. La constante de proporcionalidad k& es
designada como coeficiente de turbicidad. A veces se emplea otra constante de
proporcionalidad 7 conocida como turbicidad, e igual 2°303 k. Los términos b (paso
optico) y ¢ (concentracion) son sindénimos a los de la ley de Beer. Como en dicha ley, en
la equivalente para la turbidez existen desviaciones que deben ser tenidas en cuenta. En
la nefelometria, la relacion entre la concentracion y la intensidad de radiacion

dispersada no es tan sencilla y suele establecerse empiricamente.

Por otra parte, se encuentran los métodos de dispersion dinamicos, que en vez de
medir la dispersion de la radiacion en funcion del angulo de dispersion y de la
concentracion de soluto, se interesan mas por los cambios de intensidad en la dispersion

de la radiacion procedentes de los movimientos aleatorios de difusion de las particulas
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coloidales, lo que permite obtener informacion sobre la movilidad de las particulas que

acttian como dispersantes de la radiacion (Horne, 1995).

I1.5.2. Propiedades opticas de la leche

El indice de refraccion es caracteristico de cada sustancia, pero también depende
de la longitud de onda y de la temperatura, por lo que su determinacion se realiza a 20°C
y empleando la longitud de onda de la linea D del sodio (589’3 nm), lo que se indica por
n;) (Walstra y Jenness, 1987). Se determina habitualmente dividiendo la velocidad de

la luz en el vacio y por su velocidad en el medio. Por conveniencia, se suelen medir
tomando el aire como referencia en lugar del vacio. Entonces el indice de refraccion
viene dado por la relacion entre la velocidad de la luz en el aire y en el medio, si bien se
puede transformar en indice de refraccién con respecto al vacio multiplicandolo por el
indice de refraccion del aire respecto al vacio (1°00027) (Skoog et al., 2001). Para la

leche, 7’ =1.338. Su valor viene determinado por el # del agua (n;’ =1.3330 )y por

el de las sustancias disueltas. Las particulas de tamafo Y4 superior a A no contribuyen a
n, lo cual supone que para la radiacion visible las particulas mayores de 100 nm
(globulos grasos, cristales de lactosa, burbujas de aire) no influyen, pero si lo hacen las
micelas de caseina. El n en los productos lacteos puede ser calculado a partir de sus

solutos.

El reciente interés por los fenomenos de absorcion, fluorescencia y dispersion de
la radiacion en la leche es mas cuantitativo que cualitativo (Lochte-Watson et al., 1998).
Walstra y Jenness (1987) revisan la absorcion de la radiacion electromagnética en la
leche. La leche absorbe escasamente la radiacion visible. La riboflavina del suero
lacteo, que presenta su maxima absorbancia a A =470 nm y una extincion especifica de
0’05 cm™' (absorbancia de 0’05 para un paso 6ptico de 1 cm), le proporciona un color
amarillo-verdoso. Parte de la energia absorbida se emite como radiacion fluorescente (A
= 530 nm). El B-caroteno de la grasa lactea es el responsable del color amarillo (maxima

absorcion a A = 460 nm y extincion especifica muy variable y de aproximadamente 3
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cm™). Los anillos arométicos de las proteinas (restos de tirosina y de triptéfano) y los
dobles enlaces de la grasa absorben en el ultravioleta, respectivamente a A =280 nm y A
= 220 nm. La leche es muy opaca a la radiacion infrarroja ya que presenta numerosas
bandas de absorcion acuosa a A > 1200 nm (excepto cerca de A = 1700 nm). Otras
fuertes bandas de absorcion son la de CH,, proximas a 3450 nm (especialmente
lipidos); la de los ésteres alifaticos cercanas a 5700 nm (especialmente lipidos); la de los
enlaces peptidicos, proximas a 6500 nm (especialmente proteinas); la de los grupos
COOH, a 5900 nm y la de los grupos OH, alrededor de 3500 y 600 nm (principalmente
lactosa), si bien existen otras muchas. Estas bandas de absorcion son la base para la
estimacién de los principales componentes de la leche. La radiacion de infrarrojo
proximo (NIR) ha sido empleada como método sencillo y rapido de andlisis quimico en
productos agricolas. En la industria lactea se ha usado para determinacién de grasa,
proteina y lactosa (Ben-Gera y Norris, 1968). La espectroscopia de infrarrojo proximo
ha sido también empleada en el analisis de los componentes de leche de cabra (Diaz-

Carrillo et al., 1993).

Por otra parte, Wong et al. (1988) afirma que las proteinas de la leche absorben
radiacion a 220-380 nm, mientras que la grasa lo hace a 400-520 nm. El efecto de la
grasa y la proteina en la absorcion y dispersion de radiacion ha sido abordado por varios
autores, desde diferentes puntos de vista (Goulden, 1957; Ben-Gera y Norris, 1968;
Gruen y Tao, 1985; Casal et al., 1988; Payne et al., 1993a; Kamishikiryo-Yamashita et
al., 1994; Kuaye, 1994; Lochte-Watson et al., 1998; Crofcheck et al., 2000).

El tamafio y la concentracion de los globulos de grasa afecta considerablemente a
la absorcion (Ben-Gera y Norris, 1968), por lo que ésta se ve considerablemente
modificada por la homogeneizacion de la leche. Goulden (1957) refiere la existencia de
picos de absorcion diferentes en la leche homogeneizada que son similares a los picos
de absorcion del agua. Crofcheck ef al. (2000) mide el contenido en grasa de leche
desnatada mediante un sensor de fibra optica en modo de transmision. Al aumentar la

distancia entre el detector y la fuente de radiacién, la intensidad de radiacion que llega
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al detector disminuye exponencialmente. El coeficiente de extincion aumenta
linealmente con la concentracion de grasa a 900 nm. Estos autores desarrollan tres
algoritmos diferentes, uno de ellos basado en el coeficiente de extincion, que permiten

determinar la concentracion de grasa en el rango de concentracion 0°05-0°2%.

Como es de esperar, por el gran nimero de componentes que contienen la leche,
¢ésta no solo absorbe radiacion a multitud de longitudes de onda, sino que también
produce su dispersion debido al estado coloidal de las proteinas, la emulsion de la grasa

y la distribucion de tamafio de las particulas (Wong et al., 1988).

I1.5.3. Dispersion de radiacion de infrarrojo proximo

La region del infrarrojo se ha venido usando, cada vez mdés, para analisis
espectroscopico en las industrias agricolas y de alimentos durante las tltimas décadas
(McQueen et al., 1995). La radiacion infrarroja no es suficientemente energética para
producir transiciones electronicas, pero es capaz de inducir transiciones en los estados
vibracionales y rotacionales asociados al estado electronico basal de la molécula (Skoog

et al., 1995).

Para que la radiacion infrarroja sea absorbida por una molécula, ésta debe poseer
una frecuencia rotatoria o vibratoria idéntica a la de la radiacion incidente y también
debe haber un cambio neto en la magnitud o direccion del momento del dipolo como
resultado de la interaccion. En ese caso habrd una transferencia neta de energia, con
absorcion de la misma, que aumenta la amplitud de vibracion o la frecuencia de rotacion
(Abdou, 1987). La longitud de onda méas larga (de menor energia) de la radiacion que
induce un cambio del movimiento vibratorio de una molécula origina una banda
fundamental, si bien, pueden haber multiplos de la frecuencia de banda, conocidos cono
sobretonos o armonicos. Todas las moléculas orgénicas e inorgédnicas absorben

radiacion en la region del infrarrojo, excepto algunas especies homonucleares cuyo
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momento dipolar no sufre un cambio neto durante la vibraciéon, como O,, Cl, y N,

(Skoog et al., 1995).

La region infrarroja del espectro (750 nm a 1000 pm), que se extiende entre la
visible y la de microondas, se divide en otras tres: NIR, region del infrarrojo proximo
que ocupa la franja desde los 750 nm a los 2500nm; MIR, region del infrarrojo medio o
fundamental que se prolonga desde los 2500 nm hasta los 25 ym y FIR, region del
infrarrojo lejano que llega hasta los 1000 pm (Olsen, 1990). Las leyes de absorcion que
rigen la espectroscopia NIR y MIR se basan en la relacion de Lambert-Beer, ya

comentada (Wilson, 1995).

La region FIR ofrece informacion acerca de las transiciones rotacionales, modos
vibracionales de las redes cristalinas y vibraciones del esqueleto de grandes moléculas
(Olsen, 1990). El uso de la region del infrarrojo lejano, aunque potencialmente es
bastante util, ha estado limitado como consecuencia de dificultades experimentales en
relacion con las fuentes de radiacion y el empleo de filtros, lo cual estd siendo mitigado,
en parte, por la introduccion de los nuevos espectrometros de transformada de Fourier

(Skoog et al., 2001).

La regién MIR es a la que normalmente nos referimos por defecto y proporciona
gran cantidad de informacidn, tanto cualitativa como cuantitativa, sobre la estructura
molecular y los grupos funcionales (Olsen, 1990). La absorcion molecular en esta
region resulta en la excitacion de modos vibracionales fundamentales (van de Voort,
1992). Segiin Grappin (1993), la energia de vibracion que caracteriza a un grupo
quimico depende de la fuerza del enlace y de la masa de los dos atomos del grupo. Las
frecuencias de las vibraciones fundamentales, que tienen lugar generalmente en la
region MIR, presentan frecuencias armoénicas o combinaciones de frecuencias que
constituyen las bandas de absorcidon en la regiéon NIR. En la espectroscopia MIR se
emplean equipos diferentes de los usados en las regiones del visible y del N/R. En la

actualidad la mayoria de los instrumentos nuevos de espectroscopia MIR son del tipo
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transformada de Fourier (Skoog et al., 2001). Precisamente las prestaciones de estos
equipos y el descenso de su precio han causado un incremento del nimero y el tipo de
las aplicaciones de la region fundamental, por el considerable aumento de la relacion

sefal/ruido y de los limites de deteccion.

La region NIR se caracteriza por que la mayoria de las bandas de absorcion son
debidas a sobretonos o combinaciones de las bandas vibracionales de tension del enlace
de hidrégeno. Como se trata de sobretonos o de bandas de combinacion, sus
absortividades molares son pequefas y con bajos limites de deteccion (Skoog et al.,
2001). Los sobretonos y combinaciones son de uno a tres 6rdenes de magnitud mas
débiles que las bandas fundamentales (Saputra,1992). Ademads, los espectros de
absorcion presentan bandas anchas y que se solapan, procedentes de numerosos
sobretonos y bandas de combinacién de vibraciones fundamentales, lo que hace dificil

asignar las bandas a los distintos grupos funcionales (Rodriguez-Otero et al., 1997).

En la region habitualmente utilizada (1000-2500 nm) se observan sobretonos de
vibraciones fundamentales menores de 5000 a 8000 nm. Las vibraciones fundamentales
de longitud de onda mayor, p. €j.: 15000 nm, para ser observadas, requieren sobretonos
quintos o sextos que son de baja intensidad (Wetzel, 1983). Principalmente vemos
sobretonos de las vibraciones fundamentales de las uniones quimicas que contienen
hidrogeno unido a atomos de carbono, oxigeno o nitrogeno (Kaye, 1954; Wheeler,
1959; Whetsel, 1968; Krikorian y Mahpour, 1973; Wetzel, 1983; Weyer, 1985), lo que
limita las estructuras quimicas que son observables en esta region que son comunes a
muchos compuestos organicos. En definitiva, esta region es particularmente 0til para el
analisis cuantitativo de varios grupos funcionales y emplea instrumentos similares a los

que se usan en la region visible.

A diferencia de la espectroscopia MIR, el uso mas importante de la radiacion NIR
es el andlisis cualitativo rutinario de especies como agua, proteinas, hidrocarburos de

bajo peso molecular, y grasas en productos agricolas y alimentos, empleandose para
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ello, tanto medidas de reflexion difusa como de transmision, si bien, la reflexion difusa

es con mucho la mas empleada (Skoog et al., 2001).

En los productos lacteos, Goulden (1957) determina por primera vez el espectro
de absorcion NIR de caseina, lactosa y grasa de leche en polvo. Ben-Gera y Norris
(1968) estudian el efecto del contenido de grasa en la leche sobre su espectro infrarrojo,
aplicando por primera vez la regresion lineal multiple para determinar cada
componente. Rodriguez-Otero et al. (1997) han revisado ampliamente la evolucion y

empleo de esta técnica en la industria lactea.

Walstra y Jenness (1987) realizan una revision de los fenémenos de reflexion y de
dispersion de la radiacion en la leche. La dispersion de la radiacion se debe
principalmente a los globulos grasos y a las micelas de caseina. La dispersion originada
por las seroproteinas y por las células somaticas es casi despreciable respectivamente
por su escaso tamafio y por su baja concentracion. La leche descremada dispersa menos
radiacion porque tiene menos particulas, pero a longitudes de onda cortas su reflexion es
mayor que la de la leche entera por la ausencia de absorcion del caroteno. La
homogeneizacion de la leche incrementa la reflexion difusa. Las micelas de caseina son
menores que los globulos grasos y dispersan menos radiacion, pero la intensidad de
dispersion se acentlia al bajar la longitud de onda y cuando aumenta el contenido en
CCP. Los datos de dispersion en la leche son realmente dificiles de interpretar por la
polidispersion de las micelas de caseina y de los globulos grasos. Por su parte la
reflexion difusa de la leche es el resultado de multiples dispersiones en las particulas

hasta un cierto espesor o paso Optico (de varios milimetros).

Pese a que la mayoria de los andlisis N/R en leche se suelen realizar en la region
de 1100 a 2400 nm, Sasic y Ozaki (2001) apuntan que la region de longitud de onda
mas corta, dentro de la region NIR, también podria ser considerada tanto para analisis
cualitativos como cuantitativos. Esto refleja el interés creciente por el empleo de

longitudes de onda entre 750-1000 nm.
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Podemos analizar el efecto individual de los diferentes componentes de la leche
sobre la dispersion de la radiacion. La leche contiene agua, grasa, proteinas, lactosa,
citratos y compuestos inorganicos. Aunque cada constituyente desempena al menos un
papel minoritario en la dispersion de la radiacion, predomina el papel de la grasa y las
proteinas (Crofcheck et al. 2000). Ya que la caseina es la proteina mas abundante en la
leche, a partir de la distribucion de tamafios de las micelas de caseina y de los globulos
grasos se puede interpretar de forma orientativa su importancia relativa en la desviacion

de la radiacion en leche de cabra.

Las micelas de caseina caprina tienen un mayor didmetro medio y mayor grado de
polidispersion, mayor contenido mineral y menor grado de hidratacion que las de vaca
(Trujillo et al., 1998). Tziboula y Horne (1999) encuentran que la leche con alto y con
bajo contenido de aj-caseina presenta didmetros comprendidos respectivamente entre
160-280 nm y 210-320 nm. Attaie y Richter (2000) comparan el didmetro medio de los
globulos grasos en cabra y de vaca y observan que los primeros son menores (2760 nm)
frente al tamafio medio de los de vaca (3510 nm). Seglin estos ultimos autores, los
glébulos grasos en cabra oscilan entre 730 y 8580 nm. Teniendo en cuenta que la
medida se realiza a 880 nm y atendiendo a los tamafos de particulas que determinan la
dispersion (apartado I1.5.1) se puede esperar que la dispersion de tipo Rayleigh sea
despreciable frente a la dispersion de particulas grandes que procede de las micelas de
caseina y de los glébulos grasos de didmetro mas pequefo. Por otra parte se presupone
que los procesos de dispersion de la luz en los globulos grasos mayoritariamente
terminaran produciendo procesos de reflexion difusa. También deben producirse en la

leche procesos de dispersion multiple.

Cuando una radiacién alcanza la superficie de un liquido turbio como la leche, la
radiacion que no sale nuevamente al exterior penetra en su interior. Cuanto mayor es la
dispersion, la reflexion difusa y la absorcion menor es la penetracion. En la Tabla

I1.5.3.1 se proporcionan ejemplos de penetracion de la radiacion en productos lacteos.
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Tabla I1.5.3.1. Reflexion difusa y penetracion de la radiacién en los productos lacteos. '

Longitud de Leche Leche Leche
onda (nm) descremada entera homogeneizada

Parametro medio

450 48 43 52
Reflexion difusa (%) 550 49 53 63
750 32 46 58
Penetracién (mm) hasta una intensidad del 440 5 3 2
10% 580 14
440 13 7
Hasta una intensidad del 1%

580 36 24 18

'Walstra y Jenness (1987).

La penetracion se define aqui como la distancia de propagacion en el interior del

liquido para que se reduzca en un factor dado la intensidad de la radiacion.

Una de las técnicas de interés en la region NIR es la dispersion de la radiacion
infrarroja. Horne (1995) opina que normalmente es necesario obtener informacion
cuantitativa sobre las particulas coloidales o sobre sus interacciones, sus cambios o su
relacion estructural durante la formacion de geles. Segun este autor, las diferentes
técnicas de medida de la dispersion de la radiacion constituyen la herramienta para

realizar dichos estudios.

Dentro de los métodos de dispersion encontramos la espectrometria de
reflectancia en la region NIR, que se ha convertido en la herramienta mas importante
para el analisis cuantitativo de componentes de s6lidos finamente divididos. Se produce
una reflectancia difusa en la que la radiacion penetra en la capa superficial de las
particulas, excita los modos de vibraciéon de las moléculas del analito y luego se

dispersa en todas las direcciones, dando lugar a un espectro de reflectancia.
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Como método de dispersion, también resulta de interés la técnica empleada en
este estudio para el seguimiento de la coagulacion y la prediccion de T¢,. Puede
clasificarse dentro de los métodos Opticos no espectroscOpicos y tiene como base
principal la dispersion de la radiacion en la region NIR. La radiacion procedente de la
fuente de emision (LED, 880 nm) se propaga mediante reflexion interna total a lo largo
de una fibra optica hasta la interfase de la superficie pulida de la fibra con la leche. Esta
luz, al llegar a la interfase, puede ser absorbida, reflejada o transmitida a través de la

misma hasta llegar el interior del cuerpo de la leche.

La radiacion que se refleja en la interfase puede hacerlo de forma especular en la
superficie pulida de la fibra, o bien de forma difusa en las particulas de la leche
presentes en la interfase. La parte de la radiacion que no es reflejada se absorbe o
penetra en el interior de la leche. La radiacion asi transmitida, constituye la fuente real
de radiacion que posteriormente se determina y no contiene, por tanto, la radiacion que
se refleja de forma especular o de forma difusa en la superficie de la interfase (Figura

11.5.3.1).

La radiacion, una vez en el interior de la leche, es absorbida o bien dispersada en
todas las direcciones por las particulas coloidales. En el caso de las grandes particulas
de grasas y de las superficies irregulares de gran tamafio (agregados, racimos y cadenas
de caseina que producen el crecimiento de la red tridimensional), la dispersion conduce
a fendémenos de reflexion difusa. La radiacion difusa originada de esta forma (radiacion
dispersada y difusamente reflectada) es captada por una segunda fibra Optica, que esta
distanciada lo suficiente para evitar recoger los haces generados mediante reflexion

especular o reflexion difusa en la superficie de la interfase.

La radiacion difusa captada por esta fibra es conducida hasta un fotodetector de
silicio y transformada en un ratio de reflectancia, en el que se expresa la intensidad de la
radiacion reflejada y/o dispersada en cada momento, con respecto a la intensidad de la

radiacion reflejada o dispersada por término medio antes del inicio de la reaccion
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enzimatica, puesto que nuestro objetivo es encontrar un parametro de tiempo que refleje
un cambio en la intensidad de la radiacion difusa y esté relacionado con el crecimiento
de la red tridimensional del gel. Dicho pardmetro contiene informaciéon sobre el

desarrollo de la coagulacion y permite la prediccion de Ty.

Fuente de

Sonda —‘\‘ Particulas
Fibra . .

1200pm
Senal

Figura I1.5.3.1. Origen de la seiial en el sensor de dispersion de radiacion NVIR.

I1.5.4. Métodos opticos de seguimiento de la coagulacion y de prediccion del tiempo

de corte

Son numerosos los métodos basados en las propiedades Opticas de la leche que
han sido empleados para el estudio de los mecanismos, etapas, cinética y factores de la
coagulacion tanto 4cida como enzimatica. Algunos de ellos se han aplicado o incluso

han sido especificamente desarrollados con la pretension de realizar un seguimiento
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continuo capaz de aportar informacion del proceso de coagulacion a tiempo real. Otros

han demostrado su utilidad en la determinacion de RCT y/o de Tyt

Libbey y Ashworth (1960) miden la absorbancia a 600 nm durante la reaccion de
cuajo con caseinato sodico. En 1977, Guthy y Novak emplean un contador optico de
particulas y un viscosimetro para profundizar en el conocimiento de la fase de hidrdlisis
enzimatica de la caseina. Holt (1975) emplea medidas de turbidez (dispersion) en
funcion de la longitud de onda para determinar el tamafio de las micelas de caseina.
Parker y Dalgleish (1977) emplean también la turbidimetria para estudiar la cinética de
agregacion proteica. Mediante el empleo de técnicas de dispersion, Dalgleish (1979)
determina el peso molecular medio de las micelas de caseina. Hardy et al. (1985)
determinan el efecto de las concentraciones de enzima, de calcio y de grasa y el efecto

de la temperatura en la dispersion de la radiaciéon mediante nefelometria.

Horne (1987) determina la dimension fractal de los agregados de caseina mediante
medidas de turbidez, en funcion de la longitud de onda. Jablonka et al. (1988) emplea
una técnica de dispersion de la radiaciéon para monitorizar la precipitacion de una
disolucion de leche desnatada mediante un acido mineral. McMahon y Brown (1990),
por su parte, miden los cambios en la dispersion de la radiacion mediante turbidimetria
a 600 nm durante la coagulacion enzimadtica de la leche y encuentran que el tiempo de

coagulacion tedrico se corresponde con el punto de inflexion de las curvas de turbidez.

Banon y Hardy (1991) combinan la turbidimetria con el empleo de un gelografo y
observan que durante la coagulacién acida de la leche las medidas de viscosidad se
pueden correlacionar con la sefal de turbidez. Bringe y Kinsella (1990) refieren el
seguimiento turbidimétrico del proceso de coagulacion acida de la caseina. Scher y
Hardy (1993) estudian, mediante dispersion cuasielastica de la radiacion, la variacion de
la distribucion de tamafio de las micelas de caseina tras la hidrélisis, y de forma
simultanea observan la evolucion de la turbidez. Inmediatamente tras la hidrolisis, tanto

la turbidez como el tamafio medio de las micelas decrece, si bien, seguidamente se
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aprecia un aumento de ambos parametros. Eleya et al. (1995), mediante un método
turbidimétrico basado en reflexion de la radiacidon, y mediante viscosimetria capilar,
comparan la coagulacion acida (glucono-o-lactona) de leches de cabra, oveja y vaca, a
varias temperaturas (15-30°C). Para una misma temperatura encuentran que la menor

turbidez en los geles corresponde a los de cabra.

Bauer et al., (1995) estudian la agregacion durante la coagulacion enzimatica de la
leche mediante métodos de medida estaticos y dindmicos de dispersion de la radiacion y
obtienen la evolucion durante el tiempo de parametros estructurales de los agregados
como el numero medio de micelas de caseina o el radio hidrodinamico, entre otros.
Lombholt et al. (1998) obtienen parametros cinéticos de la coagulacion enzimatica
mediante determinacion de la turbidez a diferentes longitudes de onda (500-1100 nm).
Mellema et al. (1999) examinan los mecanismos de la hidrélisis enzimatica mediante

dispersion de la radiacion a 780 nm y viscosimetria.

Un grupo de autores emplea colorimetros para el seguimiento de la coagulacion.
Hardy y Fanni (1981) aplican por primera vez la fotometria de reflexion al estudio de la
coagulacién enzimatica. Mediante un colorimetro, que proporciona un espectro de
reflexion en el visible; observan que la luminosidad L aumenta tras la adicion de
enzima. Dybowska y Fujio (1996a, b) emplean un colorimetro para monitorizar la
coagulacion acida de la leche y sefialan que el aumento de la temperatura y de la
concentracion de acidulante acelera el inicio de la gelificacion y la velocidad de
agregacion/gelificacion. Lopez (1993), contrariamente a lo observado por Hardy y

Fanni (1981), determina un descenso de L durante la coagulacion.

También se ha propuesto el empleo de refractometros para la monitorizacion de la
coagulacion lactea. Korolczuk et al. (1986) conectan un refractometro a un viscosimetro
(Rheomat 30) para comparar sus seflales durante la coagulacion enzimadtica. Dichos
autores sefialan una fuerte correlacion entre el punto de inflexion de las curvas

refractométricas y el tiempo de gelificacion calculado mediante las curvas
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viscosimétricas. Segun Famelart y Maubois (1988), que emplean un viscosimetro y un
refractometro para el seguimiento de la coagulacién acida de la leche, tanto la
viscosidad como el indice de refraccion dependen del pH, y sugieren que un
refractometro puede ser adecuado como sensor no-destructivo para la monitorizacion de
la coagulacion lactica. Korolczuk (1988) estudia nuevamente la sefial refractométrica
durante la coagulacion enzimatica y los resultados muestran que la evolucion de la senal
con respecto al tiempo, tras el punto de inflexidon, se ajusta a las ecuaciones de Scott-
Blair y Burnett (1963b), Tuszynski (1971) y Douillard (1973). Korolczuk y Maubois
(1988) estudian el efecto de diversos factores de la coagulacion enzimatica, conectando
el refractometro a un ordenador. Determinan que el punto de inflexion de la curva

refractométrica se correlaciona con el pH, la concentracion de calcio y la temperatura.

Pero sin duda, la introduccion de sensores de fibra optica (de transmision, o de
dispersion), capaces de monitorizar “on-line” la coagulacion, despierta mayor interés en
la industria quesera por la posibilidad que ofrecen de racionalizar el control del proceso
de coagulacion y de corte. Payne et al. (1990) han desarrollado un sensor de fibra optica
de reducido tamafio, que es permite monitorizar la coagulacion mediante la evolucion
de la dispersion de radiacion de infrarrojo proximo, instrumento que ha sido patentado

por Payne y Hicks (1992).

Ustunol et al. (1991) estudian el comportamiento de 8 enzimas coagulantes
mediante un sensor de fibra Optica a 950 nm. Dichos investigadores también dividen la
evolucion del perfil de reflectancia difusa durante la coagulacion en tres secciones:
periodo de induccion, periodo sigmoidal y periodo logaritmico. Saputra et al. (1992)
comparan diversas longitudes de onda en la region NIR mediante analisis de
componentes principales, y seleccionan aquellas que resultan mas apropiadas para la
monitorizacion de la liberacion de CMP durante la hidrdlisis de la leche. Ustunol ef al.
(1993) determinan un aumento de la pendiente de incremento del ratio de reflectancia
difusa (950 nm) al aumentar la concentracion de enzima y la temperatura y al disminuir

el pH. Payne et al. (1993b) siguen la evolucion de la coagulacion enzimatica de la leche
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de vaca mediante un sensor de dispersion de radiaciéon NIR (940 nm) y paralelamente
determinan el 7, formografico (Ky), encontrando una alta correlacion entre 7Tpax
(punto de inflexién de la curva de reflectancia frente al tiempo) y K. El ensayo
también sugiere la necesidad de introducir un parametro de concentracion proteica para

la prediccion de Ty

Payne et al. (1993a) observan que la reflectancia difusa a 820 nm varia
linealmente con la concentracion de grasa de la leche en un rango que va desde el 1% al
5%. Remeuf et al. (1993) compara el funcionamiento de un sensor de transmision NIR
con un formoégrafo en leche entera y desnatada, y encuentra una buena correlacion entre
el punto de inflexion de la la sefial oOptica y el RCT formografico (r, determinado
mediante formografo). Saputra (1992) desarrolla una técnica de monitorizacion y
prediccion del grado de hidrolisis enzimatica en leche, mediante reflectancia difusa NIR.
En 1995, Payne desarrolla un algoritmo para la prediccion de Ty Se observa que
Teuwt = B Tmax, donde [ es una constante que permite ajustar la prediccion a la seleccion

subjetiva de T¢ realizada visualmente por el quesero.

Payne et al. (1996) estudia la sefial de ruido en los sensores de fibra doptica y su
efecto en la precision del instrumento, estableciendo una desviacion estandar de 10 s
para la determinacion de Tmax. Sugieren que el ruido puede ser minimizado mediante un
aumento del area total de la fibra y con un descenso de la intensidad de la fuente de
emision. Lopez et al. (1997b) analizan la evolucion de la reflectancia difusa (900 nm)
en leche de cabra coagulada con diferentes enzimas, no encontrando diferencias
significativas entre el tiempo de coagulacién de Berridge (7.or) y €l punto de inflexion

de la curva de reflectancia.

Recientemente, Lochte-Watson et al. (1998) analizan el efecto del pH, la grasa, la
proteina y el calcio sobre la reflectancia difusa de la leche, en el rango de longitudes de
onda entre 350 y 990 nm, y determinan que la reflectancia difusa aumenta linealmente

con la concentracion de grasa y de proteina y decrece con el pH. Payne et al. (1998)

111



Revision bibliogrdfica

observan en la elaboracién de queso cottage a nivel industrial que durante la
coagulacion se produce un incremento lento de la reflectancia difusa durante las
primeras tres horas, y que aumenta rapidamente al final del proceso. Un algoritmo que
contiene T v la pendiente a tiempo Ty, predice Tty con error estdndar de prediccion
(SEP) de 8’7 min. Laporte et al. (1998) investigan una sonda de reflexion NIR que
opera en el espectro (1100-2500 nm), para monitorizar la coagulacion de leche y la

comparan con un sensor térmico.

Crofcheck et al. (1999) monitorizan los cambios de reflectancia difusa durante la
elaboracion de queso cottage en una planta elaboradora y comprueban que un modelo
que contiene Tyax Y un pardmetro obtenido por diferencia de los tiempos
correspondientes a los maximos de la primera y la segunda derivadas predice el valor de
Tt seleccionado por el quesero con un SEP de 6’4 min. O’Callagan et al. (1999a)
compara diferentes sensores “on-line” para prediccion de Ty (sensor “CoAgulLite” de
reflectancia difusa N/R (880 nm), sensores “Gelograph” y “TxPro” de transmision NIR
(850 y 680 nm respectivamente), sensor térmico “hot- wire” y sensores vibracionales
“Viscolite” y “Sofraser”). Las seis técnicas de monitorizacion de la coagulaciéon y
determinacion de T¢,: se comparan entre si y con medidas reoldgicas de endurecimiento
del gel (G’ y G”’) a diferentes velocidades de coagulacion. Todos los sensores permiten

reproducir tanto RCT como T (determinado con el redmetro).

En la Exhibicion Mundial de Procesado de Alimentos de Paris (2000) se
presentaron dos instrumentos Opticos de transmision NIR, recientemente desarrollados
por el INRA ( “Optigraph” y “MSC 1000”). El gelografo “Gelograph M”, que
inicialmente se desarroll6 en base a la medicion viscosimétrica dio paso al “Gelograph
NT” que se basa en la transmision N/R y que determina RCT, permitiendo la seleccion
de T.y El “Gelograph N7 ha sido sustituido ahora por el “Optigraph” que es un
instrumento de laboratorio que puede analizar diez muestras a la vez recientemente
patentado por Picque et al. (1996). El “MSC 1000 se corresponde con la version “on-
line” del “Optigraph”, aun no disponible. Castillo et al. (2000b) confirman la capacidad
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de los sensores de reflectacia difusa (NV/R) para la prediccion de T¢, en leche de cabra
(SEP= 84’5 s) y predicen Tt con un SEP de 0’89 min. Raynal y Remeuf (2000)
estudian la coagulacion en leche de cabra, vaca y oveja mediante un sensor mixto que

combina una sonda térmica y un sensor optico de transmision NIR.
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Objetivos

Las caracteristicas fisico-quimicas de la leche (especialmente pH, porcentaje de
proteina y concentracion de calcio) flucttian de forma habitual en la préctica industrial.
Como consecuencia - especialmente en industrias artesanales de pequefio tamafio que
no estandarizan la leche -, las condiciones de elaboracidon deben ser ajustadas en funcion
de las caracteristicas tanto de la materia prima como de la variedad de queso a elaborar
con el fin de optimizar el proceso productivo, aumentando tanto la calidad del queso
como el rendimiento empresarial. En este sentido, uno de los puntos mas criticos en la
elaboracion del queso es la determinacion del momento idoneo para el corte de la
cuajada. Como consecuencia de la gran subjetividad de los métodos de determinacion
del tiempo de corte tanto a nivel artesanal como industrial, y siendo la eleccion del
momento mas adecuado de gran importancia para la mejora del rendimiento y la

homogeneidad del producto final, se plante6 como objetivo general de la presente
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memoria de Tesis Doctoral el estudio de la dispersion de radiacion infrarroja como
método para la prediccion del tiempo de corte, a través de la consecucion de los

siguientes objetivos especificos:

1. Monitorizar la coagulacion de la leche de cabra mediante el empleo de un sensor
de fibra Optica, basado en la medida de la dispersion de radiacion de infrarrojo

proximo a 880 nm.

2. Analizar la curva de reflectancia difusa obtenida durante la coagulacion de la

leche de cabra, asi como su primera y segunda derivadas con respecto al tiempo.

3. Obtener, a partir del perfil de reflectancia-tiempo, los pardmetros de mayor
interés para la prediccion del tiempo de corte y para la caracterizacion del
proceso de coagulacion y establecer un analisis comparativo de dichos

parametros con los parametros mas habituales de control de la coagulacion.

4. Clasificar las variables consideradas en base a sus magnitudes y comportamiento

frente a los factores de la coagulacion.

5. Analizar el efecto de los factores que determinan la variacién del tiempo de
corte (concentracion de cloruro calcico y de enzima coagulante, tipo de enzima,
temperatura, pH y concentracioén proteica de la leche) sobre la evolucion de la
reflectancia difusa y parametros derivados, estableciendo posibles interacciones

entre ellos.

6. Desarrollar un modelo matematico mediante el empleo de regresion no lineal,
que describa el incremento de reflectancia difusa durante la coagulacion de la
leche y que permita obtener y estudiar las constantes cinéticas de agregacion de

las micelas de caseina y de endurecimiento del gel.
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7. Seleccionar aquellas variables de reflectancia y los factores experimentales mas
adecuados para la prediccion del tiempo de corte, a fin de establecer los
algoritmos necesarios para el control automatico del corte de la cuajada en la

elaboracién de queso de cabra.

La consecucion de dichos objetivos supone la primera aportaciéon para la
transferencia de dicha tecnologia a la industria quesera regional y nacional,
contribuyendo a solucionar problemas e inquietudes profundamente arraigados en dicha

industria, manifestados de forma reiterada por empresas del sector.
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IV. PLAN DE TRABAJO Y DISENO
EXPERIMENTAL



Plan de trabajo y disefio experimental

Se realizaron tres experiencias, a fin de abordar los objetivos propuestos en esta
memoria de Tesis Doctoral. Los trabajos experimentales se desarrollan conjuntamente
en colaboracion con el Departamento de Biosistemas e Ingenieria Agronoma de la
Universidad de Kentucky y en la Unidad Docente de Tecnologia de Alimentos adscrita
al Departamento de Tecnologia de Alimentos, Nutricion y Bromatologia de la

Universidad de Murcia.

Los resultados obtenidos han dado lugar a cuatro articulos que han sido
publicados o se encuentran en revision en revistas del sector lacteo destacadas a nivel
internacional (International Dairy Journal y Journal of Dairy Research). Dichos

articulos aparecen recogidos al final de esta memoria de Tesis.
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Segun Hunter et al. (1997) el propdsito de un experimento estadistico es comparar
la respuesta de diversas variables a uno o més factores, cada uno de los cuales presenta
dos o mas niveles, considerando que las combinaciones de factores y niveles
constituyen los tratamientos que son aplicados a las unidades experimentales. Los
cuatro conceptos clave son aleatoriedad, réplica, bloque y estructura de tratamiento
factorial. Los tratamientos se asignan a las unidades experimentales en orden aleatorio
para eliminar el sesgo procedente de fuentes desconocidas de variacion. Las réplicas son
necesarias para estimar la variacion residual y para mejorar la estimacion del efecto de
los tratamientos. Los bloques constituyen la manera de manejar las fuentes conocidas de
variacion. Y por ultimo, la estructura de tratamientos factorial permite estudiar en el

mismo experimento el efecto de un niimero de factores.

Cada experimento consiste en un disefio completamente aleatorio con dos o tres
factores (A y Bo A, By C), con a niveles para el factor A, b niveles para el B, ¢ niveles
para el factor C y con tres réplicas (n =3). Se considera que cada combinacién de
niveles de factores es un tratamiento y que se cuenta con n observaciones para cada

tratamiento. El total de observaciones corresponde a nabc.

El orden de realizacion de cada uno de los ensayos simples, constituyentes de
cada experimento, se asigna mediante la generacién de numeros aleatorios. Este tipo de
disefio experimental, permite estudiar las posibles interacciones de los factores, a la vez

que ahorra tiempo y esfuerzo.

Para lograr el nivel de exactitud de este tipo de experimentos, se necesitarian mas
unidades experimentales si los factores fueran estudiados a través de varios
experimentos de un solo factor. Dado que los diversos factores se combinan en un tinico

experimento el resultado tiene un campo de aplicacion mas amplio (Daniel, 1995).

En la Figura IV.I se reflejan graficamente las relaciones existentes entre los
objetivos planteados, los experimentos desarrollados y los articulos resultantes incluidos
en esta memoria. La descripcion de cada uno de los experimentos realizados se detalla a

continuacion.

124



Plan de trabajo y disefio experimental

EXPERIMENTO 7

Ajuste de pH, seleccion
de temperatura y empleo
de enzima a diferentes
concentraciones

FACTOR NIVELES

Lotes de leche de cabra

EXPERIMENTO 11

Ajuste de
concentracion de calcio
y empleo de diferentes

enzimas

FACTOR NIVELES

EXPERIMENTO I11

Eliminacion de grasa,
ajuste de niveles de

proteina y seleccion de
temperatura

FACTOR NIVELES

pH 5'5,6°0y6'5 [Ca™ 138,322y [Proteina] 3,5y 7 (%)
506 mM

T 28,30y 32°C Cuajo de T 20, 25, 30,

Enzima cabrito y M. 35 y40 °C

miehei

E, 0°020, 0°035

y 0’050 mL kg’

v v

3 Réplicas

81 Ensayos

Objetivos
1552 3N Sy -7,

ARTICULO 1

3 Réplicas

v
18 Ensayos

v
Objetivos
1,3,5y7

ARTICULO 2

Figura IV.1. Esquema del plan de trabajo.

3 Réplicas

45 Ensayos

v
Objetivos
1,2,3,5,6y7

ARTICULOS 3 Y 4

125



Plan de trabajo y disefio experimental

Experimento /.- Este experimento corresponde a un disefio completamente
aleatorio con tres factores (pH, concentracion de enzima y temperatura) y tres réplicas.
La leche se ajusta a tres niveles de pH (5’5, 6’0 y 6°5) y se coagula a tres niveles de
temperatura (28, 30 y 32°C) usando tres niveles de concentracién enzimatica (0’020,
0’035 y 0°050 mL kg'). Se realizan un total de 81 ensayos (nabc = 3%. Dicho
experimento se desarrolla integramente en la Universidad de Kentucky (EEUU) y
contribuye a la consecucion de los objetivos 1, 2, 3, 4, 5y 7. Los detalles referentes al
material y metodologia empleados, asi como los resultados y discusion se desarrollan

ampliamente en el Articulo 1 adjunto a esta memoria de Tesis.

Experimento /.- El segundo experimento es un disefio completamente aleatorio
con dos factores (tipo de enzima y concentracion de cloruro célcico) y tres réplicas. La
leche se coagula a tres niveles de concentracién de calcio (1’38, 3’22 y 5’06 mM)
mediante dos enzimas distintas (cuajo liquido de cabrito y enzima coagulante derivada
de Mucor miehei). Se realizan un total de 18 ensayos (nab = 3* * 2). El experimento se
ejecuta en su totalidad en la Universidad de Murcia, contribuyendo especialmente a los
objetivos 1, 3, 5y 7. La descripcion pormenorizada del material y métodos empleados,

y la discusion de los resultados obtenidos se recogen en el Articulo 2.

Experimento //1.- El ultimo de los experimentos que constituyen esta memoria se
basa en un disefio completamente aleatorio con dos factores (concentracion de proteina
y temperatura) y tres réplicas. La leche se ajusta a tres niveles de concentracion proteica
(3, 5y 7%) y se coagula a cinco niveles de temperatura (20, 25, 30, 35 y 40°C). Los 45
ensayos realizados en la Universidad de Kentucky (nab = 3> * 5) contribuyen al logro
de los objetivos 1, 2, 3, 5, 6 y 7. Los materiales y métodos se detallan integramente en el
Articulo 3. Los resultados relativos a los objetivos 1, 2, 3, 5, y 7 y su discusion se
recoge en el Articulo 3, reservandose al Articulo 4, el analisis y discusion de los
resultados referentes al objetivo 6. En las Tablas IV.1, IV.2, y IV.3, se presentan los
tratamientos correspondientes a la ultima réplica de los experimentos 7, II y III,

reflejdndose el orden aleatorio de realizacion de los ensayos.
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Tabla IV.1. Tratamientos del experimento /. '

Combinacion de niveles de factores

Tratamiento Orden de ejecucion Lote pH T (°C) Ey (ml kg”)

3 1 9 6’5 36 0’05
14 2 9 6 32 0’035
17 3 9 6 28 0’035
18 4 9 6 28 0’05
26 5 9 5’5 28 0’035
9 6 9 6’5 28 0’05
25 7 9 5’5 28 0°02
20 8 9 5’5 36 0’035
19 9 9 5’5 36 0°02
23 10 10 5’5 32 0’035
13 11 10 6 32 0’02
16 12 10 6 28 0°02
2% 13 10 6’5 36 0’035
2%* 28 11 6’5 36 0’035
22 14 10 5’5 32 0°02
10 15 10 6 36 0°02
8 16 10 6’5 28 0’035
17 10 6’5 36 0°02

18 10 6’5 32 0°02

6 19 10 6’5 32 0’05
21 20 10 5’5 36 0’05
12 21 10 6 36 0’05
11 22 11 6 36 0’035
27 23 11 5°5 28 0’05
15 24 11 6 32 0’05
24 25 11 5°5 32 0’05
26 11 6’5 32 0’035

27 11 6’5 28 0°02

! Datos correspondientes a la tercera réplica.
Inconcluso por corte del suministro eléctrico.
Repetido al final de la serie.
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Plan de trabajo y disefio experimental

Tabla IV.2. Tratamientos del experimento /7. '

Combinacion de niveles de factores

Tratamiento Orden de ejecuciéon Lote Tipo de enzima [ChLCa]
1 1 6 M. miehei 1°38
5 2 6 Cabrito 3°22
3 3 6 M. miehei 5’06
4 4 6 Cabrito 1’38
2 5 7 M. miehei 3°22
6 6 7 Cabrito 5’06

"Datos correspondientes a la tercera réplica.

Tabla IV.3. Tratamientos del experimento I71.

Combinacion de niveles de factores

Tratamiento Orden de ejecucion Lote Proteina (%) T(C)
1 1 11 3 20
9 2 11 5 35
10 3 11 5 40
12 4 11 7 25
13 5 11 7 30
7 6 11 5 25
5 7 11 3 40
14 8 11 7 35
2 9 11 3 25

10 11 5 30
11 11 5 20
11 12 11 7 20
3 13 11 3 30
15 14 11 7 40
4 15 11 3 35

"Datos correspondientes a la tercera réplica.
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Material y métodos

Para la realizacion de los trabajos de investigacion, que desarrollan los objetivos
planteados, se realiza la puesta a punto de técnicas complementarias de laboratorio
necesarias para el estudio y caracterizacion de un sensor de dispersion de radiacion NIR,
como método de prediccion del tiempo de corte. Posteriormente, los resultados
obtenidos se emplean para el desarrollo de modelos cinéticos que describen el
incremento de reflectancia difusa durante la coagulacion. En este apartado se recoge un
resumen de las técnicas utilizadas de mayor interés o de aquellas que han sido
modificadas en relacién con los métodos originales. Los detalles relativos al material y
métodos empleados especificamente en cada experimento, incluido el disefio
experimental, el diagrama de flujo del procesado de muestras y el analisis estadistico, se
pormenoriza en cada uno de los articulos correspondientes, del capitulo IX. En el
diagrama de bloques de la Figura V.I se representa de forma esquemadtica el
procedimiento seguido en las tres experiencias realizadas. En la Figura V.2 se muestran

las diferentes técnicas puestas a punto y/o utilizadas durante este trabajo.
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Leche de cabra

v

Refrigeracion y
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Pasterizacion y
refrigeracion

+ e Desnatado Verificacion
e Ajuste de proteina <«
Ajuste de factores —— s Ajuste de calcio
e Ajuste de pH

Analisis fisico-quimico e Proteina

Refrigeracion > MilkoScan > L
e Lactosa
Analisis de calcio

Ajuste de factores e Temperatura
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i e Ajuste de pH
Coagulacion de la > En tubo de ensayo Tiempo de
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En cuba de cuajado > Tiempo de corte visual
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Ratiq de- > Parametros de reflectancia Estudio del
reflectancia difusa efecto de los
| factores
¢ (ANOVA)
Regresion lineal y Regresion no lineal
no lineal i
Algoritmos de prediccion del tiempo de Modelos cinéticos

coagulacion y de corte

Figura V.1. Diagrama de flujo general de los ensayos.

132



Material y métodos

| > Alta (72-75°C, 12's)
Pasterizacion

‘ | »  Baja (65°C, 30 min) *

Desnatado * »  Desnatadora centrifuga
(35-40 °C)
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Medida de reflectancia difusa de mO(Vie-los > primer orden
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optica * descripcién cinética segundo orden

e  Modelo mixto

Figura V.2. Técnicas utilizadas. *, puesta a punto en este trabajo.
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V.1. ANALISIS FISICO-QUiMICO DE LECHE DE CABRA

V.1.1. Determinacion de componentes mayoritarios

El analisis de los componentes mayoritarios (proteina, grasa y lactosa) de la leche
empleada en los experimentos [ y [II del presente estudio se realiza mediante
espectrometria de infrarrojo medio por Transformada de Fourier (FTIR) (MilkoScan FT
120, Foss Electric 4/S, Hilleroed, Denmark; http://www.foss.dk). El equipo, que posee
una exactitud < 1°0% (%, CV) y una precision de 0°25% (%, CV), fue previamente
calibrado con 12 muestras de leche de cabra suministradas por DQCI Services (Mounds
View, MN, EEUU; http://www.dqci.com). Para el andlisis por espectrometria de
infrarrojo de las muestras del experimento // se utiliza un MilkoScan (mod. 133-B, Foss
Electric A/S, Hilleroed, Denmark) que tiene una exactitud < 1°0% (%, CV) y una
precision de 0°5% (%, CV), calibrado con muestras de leche de cabra. La composicion
quimica media de la leche utilizada en los diferentes experimentos realizados se

presenta en la Tabla V.1.1.1.

Tabla V.1.1.1. Composicion quimica de la leche de cabra utilizada.

Experimento N* Proteina (%) Grasa (%) Lactosa (%)
I 8 4770’11 5’49 £ 0’15 4’31 £0°04
I 8 3°35+£0°02 4’83 £0°27 4°66 £ 0°07
yiis 3 4°85+0°42 4°88 £ 0°74 --

# N: niimero de lotes.

V.1.2. Determinacion del pH de la leche

El pH de las muestras de leche se determina con un electrodo combinado de vidrio

(mod. 81-04, Orion Research Inc., Boston, MA4, EEUU; http://www.thermoorion.com)
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conectado a un analizador de iones (mod. EA 940, Orion Research Inc., Boston, MA4)
con compensacion automadtica de temperatura. El pH-metro se calibra a dos puntos con
soluciones estandar de pH 7°00 y 4’01 (Orion Research Inc., Boston, MA). La
resolucion de este pH-metro es + 0’01 unidades de pH, con un rango de trabajo de 0-14

y de 0-100°C para la temperatura.

V.1.3. Determinacion del calcio ionico libre

El calcio i6nico libre en las muestras de leche se analiza mediante un electrodo
selectivo de calcio (mod. 93-20, Orion Research Inc., Boston, MA, EEUU) y un
electrodo de referencia (mod. 90-01, Orion Research Inc, Boston, MA), ambos
conectados a un analizador de iones (mod. EA 940, Orion Research Inc., Boston, MA).
El equipo tiene una precision de * 4%, un rango de trabajo de 0 a 40°C y se calibra
diariamente a dos puntos. Las disoluciones patrén de calcio son 10* y 2x107 M,
preparadas a partir de una disolucion de calcio estandar 0’1 M (Orion Research Inc.,
Boston, MA). Para mantener constante la fuerza ionica se afiade, tanto a las muestras
como a los estandares, una disolucién de ajuste de fuerza idnica (IS4, Orion Research
Inc., Boston, MA) a un ratio 50:1. El electrodo selectivo de calcio se calibra a 2°C,

realizdndose todas las determinaciones a dicha temperatura.

V.2. TRATAMIENTOS PREVIOS DE LA LECHE

V.2.1. Desnatado

La leche de cabra empleada en el experimento /I se desnata a 35-40°C el mismo
dia de la recogida, mediante el empleo de una desnatadora centrifuga eléctrica (Subitas
DE 085, The Coburn Company, Inc, Whitewater, Wisconsin, FEEUU,
http://www.coburnco.com). Para mejorar la eficacia del proceso se afiadi6 un agente

antiespumante (Antifoam 1520-US, Dow Corning Corp., Midland, MI, EEUU,
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http://www.dow.com) a una concentracion de silicona activa de 10 ppm, con el fin de
impedir la formacién de espuma tanto durante el proceso como en la concentracion

posterior de la leche desnatada.

V.2.2. Ajuste de la concentracion de calcio

En el experimento /7, tanto en los lotes de leche empleados para realizar el analisis
de reflectancia (50 L/lote) como en los utilizados para el ajuste de la actividad
coagulante (5 L/lote), se fija la concentracion de calcio a tres niveles: 1’38, 3’22 y 5°06
mM. Para evitar variaciones incontroladas del pH, el ajuste de la concentracion de
calcio se realiza previamente al del pH en el mismo dia de recogida de la leche. La
cantidad de calcio anhidro, necesaria para la obtencion de las diferentes concentraciones
ensayadas, se pesa (£ 0’1 mg) y disuelve en agua destilada hasta alcanzar un volumen
constante de 2 mL kg™ de leche. Dicha disolucion se afiade a la leche y se agita hasta su
completa homogeneizacion refrigerandose a 2°C. En los experimentos /'y I/ se anade,
también en el dia de recepcion de la leche, una disolucion de concentracidon constante de
calcio (156 mg kg de leche en 40 mL de agua destilada, en el experimento /y 1’5 mL
de una disoluciéon 5’77 M de calcio en agua destilada en el experimento //]) y siempre
antes del ajuste de pH. La adicion, en cada una de las tres experiencias, de un volumen
determinado de la disolucion de calcio pertinente, permite mantener constante la

relacion de volumen entre la disolucién de enzima y la leche (E/L).

V.2.3. Ajuste de la concentracion de proteina

En el experimento //I se ajustaron las concentraciones de proteina a niveles de 30,
50 y 70 g kg'. La leche de cada lote (44 L/lote) se desnata y se pasteuriza a 65°C
durante 30 minutos, y seguidamente se concentra a baja temperatura (30-40°C), en un
evaporador de planta piloto, para obtener un porcentaje proximo a un 10% de proteina.
La leche desnatada y evaporada, se refrigera a 2°C. Los procesos mencionados se

realizan el mismo dia de la recepcion de la leche. Para cada réplica, se prepara una
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disolucion salina que corresponde a un ultrafiltrado de leche simulado (SMUF) segin
Jenness y Koop (1962), empleado para diluir la leche evaporada hasta los niveles de
concentracion proteica deseados. La concentracion de proteina de la leche se determina
mediante espectrometria de infrarrojo, tras la calibracion del equipo, y se calcula la
proporcion de mezcla de la solucion salina y la leche concentrada. El volumen de
muestra a reconstituir se corrige a fin de compensar la variacion de la relacion de
volumen (£/L) debida a la extraccion de alicuotas para andlisis (apartado V.6.5.4). La
leche reconstituida se ajusta a pH 6’8 y posteriormente se verifica su concentracion

proteica mediante analisis (Tabla V.2.3.1).

Tabla V.2.3.1. Ajuste del contenido proteico en leche de cabra en el experimento I71. '

Leche ”
Lote * Leche” desnatada Leche reconstituida ¢
concentrada
Nivel de proteina
Proteina Grasa Proteina 3 5 7

1(8) 5°01+£0°01 414+002 971+£002 3°06+£001 506+002 7°08+0°05
209 438+0°03 4’89+0°01 9804003 3°05+0°01 5°03+£0°01 7°04+0°01
3(11) 5174001  5°61+002 974+0°02 3°23+0°03 527+005 7°37+0°04

"Valores de grasa y proteina expresados como porcentajes. Corresponde a la Tabla 1 del articulo 3.
#Numeracion real del lote, entre paréntesis.

® Media de 2 medidas.

¢ Media de 10 medidas.

V.2.4. Ajuste de pH

En los experimentos / y /I, tras la recepcion y pasterizacion, la leche se refrigera
y seguidamente se le afiade la dosis correspondiente de cloruro calcico. Una vez
estabilizado el pH, y a 2°C, se realiza la valoracion con HCI 1 M. Se obtiene asi una

recta de regresion entre el pH y los mL de HCI 1 M, con el fin de predecir la cantidad de
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acido necesaria para ajustar al pH deseado las muestras de leche, en funcion del pH
inicial de cada lote de leche de volumen constante. Tras la adicion de acido, las
muestras se mantienen refrigeradas a 2°C durante por lo menos 12 horas para permitir la
estabilizacion del pH, e inmediatamente antes de su coagulacion se realiza, si es

necesario, el ajuste final de cada muestra, por adicion de HCI 1 M 6 NaOH 1 M.

En el experimento /I, primeramente se desnata, pasteuriza y condensa la leche y
posteriormente se reconstituye en muestras de contenido proteico preestablecido (3, 5 o
7%). Las muestras se refrigeran inmediatamente y tras la adicion de cloruro célcico y
estabilizacion del pH, se obtiene de forma andloga a la anteriormente descrita una recta
de regresion entre el pH y los mL de NaOH 1 M para cada una de las concentraciones
de enzima utilizadas, lo que permite estimar el volumen de base a afiadir para el ajuste
de pH. Por tltimo se realiza un ajuste preciso del pH de cada muestra a 2°C antes de la

realizacion de cada ensayo.

Tras el ajuste definitivo de pH, en todos los experimentos se realiza una
correccion de la relacion de volumen (E/L) de la forma descrita en el apartado V.6.5.3.
En el experimento /, en el que se utilizan diferentes niveles de temperatura, se realiza
una verificacion del valor real de pH a la temperatura de ensayo, para la consideracion

estadistica de dicho efecto.

V.3. DETERMINACION DEL TIEMPO DE COAGULACION DE BERRIDGE

Para la medida del tiempo de coagulacion de Berridge en las muestras de leche de
cabra se selecciond por su precision y simplicidad la norma IDF (FIL) 1104 (1987),
utilizada seglin protocolo en todos los casos, excepto en el experimento / en el que se
introdujeron pequefios cambios, con el fin de comparar los parametros de tiempo
obtenidos mediante reflectancia difusa y el tiempo de coagulacion de Berridge. En cada

tubo de ensayo, en vez de 1 mL de dilucién de enzima como especifica la norma, se
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afiadieron 50 PL para asegurar el mismo efecto de dilucion tanto en los tubos de
coagulacién como en la cuba de cuajado (apartado V.6.5.1). La leche de cabra se
coagula a la temperatura correspondiente a cada ensayo realizado, en vez de a la

temperatura de 30°C especificada por la norma.

V.4. AJUSTE DEL TIEMPO DE COAGULACION

En el experimento /I, se compara el proceso de coagulaciéon empleando dos
enzimas diferentes: cuajo liquido de cabrito con 156 mg L' de quimosina activa
(Grandine”, System Bio Industries, Sanofi, Division Culture et Enzymes, Paris, F) y
enzima coagulante procedente de M. miehei con 143 IMCU mL™ (Caglio Star Espaiia
S.A., Murcia, http://www.proquiga.es). Con leche recogida en la misma granja y
procesada de forma analoga a la empleada en los ensayos de reflectancia difusa en dicho
experimento, se realizo el ajuste de las dos enzimas ensayadas a tiempos de coagulacion
similares. Para ello, se selecciona la concentracién de cada enzima para la obtencion de
un tiempo de coagulacion de Berridge de 470 + 30 s, para leche de cabra con una

concentracion de cloruro calcico de 5°06 mM.

Posteriormente se disefia un experimento de bloques completamente aleatorio con
dos niveles correspondientes al tipo de enzima y tres correspondientes a la
concentracion de cloruro calcico (1’38, 3’22 y 5’06 mM), para verificar el ajuste del
tiempo de coagulacion. El experimento completo (6 ensayos) se realiza de forma
aleatoria y por triplicado con el mismo lote de leche y posteriormente se repite con otros
dos lotes diferentes, obteniéndose en total nueve valores de tiempo de coagulacion por

tratamiento.

El analisis de varianza determina que la variabilidad de dicho parametro se debe
mayoritariamente al lote de leche y a la concentracién de cloruro célcico, no siendo

significativo el efecto de las réplicas ni el del tipo de enzima. Independientemente del
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tipo de enzima utilizado, el tiempo de coagulacion obtenido para cada concentracion de
cloruro célcico no varia en més de 25 s, pese a lo cual las medias de minimos cuadrados
correspondientes a las tres concentraciones de calcio analizadas fueron

significativamente diferentes (Tabla V.4.7).

Tabla V.4.1. Andlisis de la varianza para validacion del ajuste del tiempo de coagulacion de

Berridge. Efecto de la concentracion de calcio y el tipo de enzima sobre el tiempo de coagulacion.

Fuente de variacion Grados de libertad Suma de cuadrados Estadistico F
Modelo 4 37250 17717
Lote 1 5532 102"
Tipo de enzima 1 190 0°348™
Concentracion de calcio 2 31418 288"
Error 47 25622
Total corregido 51 62872

T ot medio (s) * Limite superior (s) * Limite inferior (s) "

[CL,Ca] (mM)

1’38 531c 520 542
322 503d 491 515
5°06 472e 461 483

Tipo de enzima
Enzima microbiano 504f 495 513

Cuajo de cabrito 500f 491 509

* Tuon tiempo de coagulacion de Berridge.

® Limites del intervalo de confianza al 95%.

*f Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0°05).
" Significativo al 99%; ™ No significativo al nivel 0°05.

V.5. DETERMINACION DEL TIEMPO DE CORTE

Para la determinacion visual del tiempo de corte en cuba de laboratorio

(experimentos / y III) se fabricaron varillas de vidrio de puntas redondeadas, con
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diametros y longitudes variables dentro de un amplio rango, de entre las cuales,
previamente a la realizacion de cada experimento, se seleccion6 una. La observacion de
la textura de la cuajada con la ayuda de la varilla se inicia a partir de Tmax, tiempo desde
la adicion de enzima hasta el maximo de la primera derivada del perfil de reflectancia
con respecto al tiempo, y cuando ésta se mantiene en posicion vertical durante un
periodo de 3 s tres veces consecutivas, se procede a la observacion visual de la cuajada,
mediante realizacion de cortes y separacion de la pared de la cuba con un cuchillo. El
tiempo de corte se determina cuando el corte de la cuajada es limpio y homogéneo y la
cuajada se separa facilmente y sin romperse de la pared de la cuba, no quedando restos
de cuajada adherida al cuchillo. En el experimento //, realizado a nivel piloto en cuba de
10 L, la determinacion del tiempo de corte se realiza como se ha descrito, pero sin
asistencia de la varilla y comprobando que tras presionar la superficie de la cuajada con

la mano no quedan en ella restos de cuajada sino de suero.

V.6. MONITORIZACION DE LA COAGULACION MEDIANTE DISPERSION
DE RADIACION INFRARROJA

Las muestras de leche usadas para monitorizacion de la reflectancia difusa se
coagularon en una pequefia cuba de acero inoxidable (15 cm x 13’3 cm % 15 cm) tal
como aparece en la Figura V.6.1, equipada con una tapa recubierta con aislante térmico
para reducir el enfriamiento superficial de la muestra por evaporacion. A la cuba se le
practica una perforacion en la pared para la insercion del sensor Optico (Figuras V.6.1 y

V.6.2).

La temperatura de la leche se controla por inmersion de la cuba en bafios
termostaticos (Lauda RM 20, Brinkman Instrument Inc., Westbury, NY, EEUU,
precision £ 0°01°C; http://www.brinkmann.com o Digiterm 100, J.P. Selecta, S.A.,

Barcelona, precision + 0°05°C: http://www.sefes.es/selecta/).
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Figura V.6.1. Detalle del sensor de fibra éptica y la cuba de cuajado.

CUERPO DEL
SENSOR —

CIERRE
HERMETICO
<

2.708”

CASQUILLO DE
SOPORTE

Figura V.6.2. Sensor de dispersion de radiacién de VIR.
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El equilibrio térmico de la muestra se comprueba mediante determinacion de la
temperatura de agua y leche con un termdémetro digital (mod. 5831 A, Omega
Engineering Inc., Stamford, CT, EEUU, precision = 0°2°C; http://www.omega.com o
mod. 3206, Digitron Instrumentation Limited, Mead Lane, Hertford, Herdfordshire,
UK., precision + 0°3°C; http://www.digitron.co.uk) y con un Data-logger portatil (mod.
SF12, Digitron Instrumentation Limited, Mead Lane, Hertford, Herdfordshire, U.K.)
conectado a un termopar (mod. TKSFL-S Digitron Instrumentation Limited, Mead Lane,
Hertford, Herdfordshire, U.K., precision + 0°5°C). Tras la adicion de la enzima la leche
se agita durante un minuto para distribuir la enzima de forma homogénea. La
monitorizacidon de la coagulacion mediante el sensor de fibra dptica se inicia a partir de

que se afiade la enzima.

V.6.1. Equipo de medicion

Para la monitorizacién de la reflectancia difusa se emplean sensores de fibra
optica (mod. 3 y 44, CoAgulite, Reflectronics, Inc., Lexington, KY, EEUU,
http://www.reflectronics.com). Dichos sensores estan especialmente disefiados para su
instalaciéon en la pared de la cuba de cuajado como se observa en las figuras del
apartado V.6 (Figuras V.6.1 y V.6.2). Las piezas metélicas estan fabricadas en acero
inoxidable (316 SS). En el modelo de sensor 44 se sustituye el cuerpo metéalico por uno
fabricado con material plastico de alto peso molecular, que proporciona aislamiento
térmico a los componentes Opticos y electronicos. Por su disefio, el sensor es compacto,

rigido, sanitario (estandar sanitario, 34, 46-01), resistente a la corrosion y hermético.

Los sensores CoAguLite (Figura V.6.1.1) cuantifican la reflectancia difusa que
es linealmente convertida en una sefial de 4-20 mA, que a través de una resistencia de
250 Q, proporciona un voltaje de 1 a 5 V. El sensor requiere para su funcionamiento de
10-24 voltios de corriente continua y consta de una fibra 6ptica de 600 um de diametro
que transmite, hasta la muestra de leche, luz de 880 nm de longitud de onda procedente

de un diodo de emision de luz, y de una segunda fibra del mismo grosor, que conduce la
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reflectancia difusa producida por las particulas de la muestra hasta un fotodetector de
silicio (mod. 7SL 245 detector, Texas Instrument Incorporated, Dallas, 7X, EEUU,
http://www.ti.com).

PARTICULAS

FIBRA . .

FUENTE DE
Luz

1200um — )

LUz

—————
REFLEJADA .
@

Figura V.6.1.1. Extremo distal del sensor CoAgulLite.

El sistema de adquisicion de datos se compone de un ordenador personal (486;
pentium) equipado con un convertidor analégico digital (DAS 802, Keithley Instrument
Inc., Cleveland, OH, EEUU, http://www keithley.com). El sistema estd programado
para adquisicion y procesado de datos a tiempo real usando Visual Basic 4.0 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA) (http://www.microsoft.com) y V7X 1.1 (Keithley
Instrument Inc., Cleveland, OH). El conjunto del equipo aparece en la fotografia de la

Figura V.6.1.2.
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Figura V.6.1.2. Equipo de medicion de reflectancia difusa.

V.6.2. Calibracion del sensor

Se recomienda que el equipo permanezca conectado durante al menos una hora
antes de proceder a su calibracion, para permitir que se alcance el equilibrio térmico
entre el LED y el fotodetector. La calibracion se realiza ajustando la sefial de salida del
sensor para conseguir suficiente respuesta durante la coagulacion. Puesto que la sefial de
salida del sensor esta comprendida entre 4 y 20 mA, la sefial obtenida en ausencia de
reflectancia (reflectancia cero) debe ajustarse mediante el potencidmetro situado en el

cabezal exterior de la sonda, indicado en la Figura V.6.1.

La sefial tras la coagulacion no debe ser superior a 5 V (20mA). El blanco (senal
en leche de cabra sin coagular) debe ajustarse a un voltaje aproximadamente igual al
25% de la escala total (8 mA). Colocando una tapa negra de goma en el extremo distal
del sensor se ajusta la sefal correspondiente al valor de reflectancia cero, equivalente a

un potencial de 1 V (4 mA), mientras que la ganancia correspondiente a la reflectancia
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habitual en leche de cabra se ajusta con el sensor inmerso en leche, a una sefial

aproximada de 2 V (25% de incremento de sefial).

Durante la coagulacion la sefial aumenta habitualmente hasta aproximadamente un
50% de la escala total, lo que proporciona al sistema suficiente flexibilidad para trabajar
con productos con mayor grado de reflectancia difusa, que puede variar en funcion de la

temperatura, el pH, la grasa y el tamafio del globulo graso.

V.6.3. Obtencion del perfil de reflectancia

El voltaje se mide cada 2 s, en funcion de la intensidad de reflectancia,
almacenandose cada 6 s la media de tres medidas. Los primeros 10 registros de voltaje
(1 minuto de datos), corregidos con respecto al valor cero de reflectancia (1 V) y
promediados, constituyen el voltaje inicial (Vp). El sistema calcula, a tiempo real un

ratio de reflectancia construyendo un perfil de reflectancia con respecto al tiempo.

El ratio de reflectancia (R) se calcula mediante division del voltaje medido a cada
tiempo (menos 1 V correspondiente al cero de reflectancia) por Vy. También se calcula
a tiempo real la primera derivada del ratio de reflectancia con respecto al tiempo (R’),
empleando lotes de 4 minutos de las medidas més recientes (41 puntos). La pendiente
de cada lote de datos se calcula mediante regresion lineal cada 6 s, y se asigna al punto

medio de cada lote de datos. De forma analoga se obtiene la segunda derivada (R’’).

V.6.4. Parametros de reflectancia difusa

Los parametros objeto de estudio obtenidos a partir del perfil del ratio de

reflectancia en funcion del tiempo son:

Tax, tiempo desde la adicion de enzima hasta el maximo de la primera

derivada (min).
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¢ Dinay, maximo valor de la primera derivada (min™).

*  Dimax, maximo valor de la segunda derivada (min'z).

*  Dinmin, minimo valor de la segunda derivada (min'z).

*  Rumax, ratio de reflectancia a tiempo 7. (adimensional).

*  Tomax, tiempo desde la adiciéon de enzima hasta el maximo de la segunda
derivada (min).

®  Tomin, tiempo desde la adicién de enzima hasta el minimo de la segunda
derivada (min).

*  Tomin2, tiempo desde la adicion de enzima hasta el segundo minimo de la
segunda derivada (min).

* S, diferencia entre Tomin Y Tomax (min).

* Ry, ratio de reflectancia en el tiempo de corte visual (adimensional).

* T, voltaje inicial (V).

El perfil de reflectancia y sus parametros derivados (ensayo 15 del experimento

1II) se representan, a titulo de ejemplo, en la grafica de la Figura V.6.4.1.
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Figura V.6.4.1. Tipico perfil de reflectancia (perfil tipo A) y parametros derivados.
Test 15, réplica 3, lote 3, proteina 7%, 40°C. V, = 1°85; Tmax = 12°9; Tomax = 9°90; Tomin = 15°5; S = 5°60; Dy =
0°0644; Ryax = 127; Ty = 18’8, Rey=1"56.
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V.6.5. Control de errores aleatorios y sistematicos por dilucion

V.6.5.1. Error por adicion de la disolucion de enzima

La dilucion de la leche causa un incremento de RCT (Cheryan et al., 1974; Ruegg
et al., 1974; Dalgleish, 1980; Fox, 1984). Los parametros de tiempo procedentes del
perfil de reflectancia son muy sensibles a los errores producidos por dilucion de la
muestra, que disminuyen la concentracion de las micelas de caseina, por lo que es

conveniente reducir dichos errores en lo posible.

Para poder comparar, a diferentes concentraciones de enzima (experimento /), 7o
y los pardmetros de tiempo obtenidos al monitorizar mediante reflectancia la
coagulacion en la cuba de cuajado, se requiere que la relacion de volumen entre la
disolucion de enzima y la leche (£/L) se mantenga constante, para las diferentes

concentraciones de enzima utilizadas, tanto en cuba de cuajado como en tubo de ensayo.

En el experimento /, se ensayaron concentraciones de enzima de 0’020, 0’035 y
0’050 mL kg’ de leche. Previamente a la realizacion de cada réplica, se preparan
disoluciones estdndar en tampon acetato (pH 5°5) de quimosina recombinante (EC
3.4323.4, isozima B, Chr. Hansen Inc., Milwaukee, WI, EEUU; http://www.chr-

hansen.com), que se mantienen refrigeradas hasta su uso (2°C).

Las diluciones de enzima se estandarizan de forma que 10 mL suministraran
respectivamente 0°04, 0’07 y 0’10 mL de quimosina recombinante a la muestra de 2 kg
de leche de cabra utilizada para monitorizar la reflectancia en la cuba de cuajado y a la
vez 50 pL proporcionaran respectivamente 2°0 x 10, 3’5 x 10", 5°0 x 10 de
quimosina a 10 mL de leche utilizada para la determinacion del tiempo de coagulacion

de Berridge en los tubos de ensayo.
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De esta forma el efecto de dilucion, medido como relacion E/L es de 5 x 107,
tanto en las muestras usadas para medir la reflectancia como en las utilizadas para la
determinacion del tiempo de coagulacion de Berridge. La relacion E/L también se
mantiene constante en los experimentos // y /1] mediante dilucion de las cantidades de

enzima correspondientes a cada ensayo en una cantidad prefijada de agua destilada.

V.6.5.2. Error por adicion de cloruro calcico

Por otra parte, el volumen de dilucién de cloruro célcico anadido a cada muestra
también se mantiene constante, mediante la preparacion de diferentes concentraciones

de cloruro célcico en agua destilada.

V.6.5.3. Error por ajuste de pH

También el ajuste de pH realizado en todos los experimentos produce dilucion de
la leche, en una magnitud variable en funcion del pH inicial y de la concentracion de
calcio y de tampones naturales de la misma, que condicionan la adicion de diferentes
voliumenes de HCl y/o NaOH 1M. Por ello, se asegura un ratio de dilucién constante
mediante la adicion del volumen de HCI y/o NaOH 1M necesario para la realizacion del
ajuste, pero manteniendo constante el volumen total afiadido por litro de leche mediante

la adicion de agua destilada.

V.6.5.4. Error por extraccion de muestras

La extraccion de alicuotas de la muestra en el experimento /I, una vez se ha
realizado el ajuste del pH y de la concentracion de proteina, produce un descenso en el
volumen total de muestra equivalente al aumento de la relacion E/L, lo que se evita con
la preparacion de un volumen de muestra que excede al volumen necesario para realizar

el ensayo, en el volumen del total de las alicuotas.
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V.7. MODELOS CINETICOS DE DESCRIPCION DEL INCREMENTO EN
REFLECTANCIA DIFUSA

El ajuste de los datos de reflectancia difusa a los modelos teoricos presentados en
este apartado se lleva a cabo exclusivamente con los datos experimentales posteriores al

punto de inflexion de la curva de reflectancia (7max).

V.7. 1. Ajuste preliminar a modelos cinéticos de primero y/o segundo orden

La reaccion de agregacion corresponde a una cinética de segundo orden (von
Smoluchowski, 1917; Payens, 1976, 1979; Dalgleish, 1979; McMahon y Brown, 1984b;
Walstra y van Vliet, 1986; Carlson et al., 1987b; Fox, 1988; Gatti y Pires, 1995; Gatti et
al., 1995, 1996; Pires et al., 1997, 1999; Lomholt et al., 1998), por lo que se intenta
ajustar los datos experimentales de reflectancia a un modelo de reaccion de segundo

grado.

Como dicho ajuste resulta inadecuado, se considera que la reflectancia puede ser
mas bien un reflejo del endurecimiento del gel de caseina, que sigue una cinética de
primer orden (Douillard, 1973; Olson y Bottazzi, 1977; Tokita et al., 1982a; Carlson et
al., 1987d; Niki et al., 1994b) por lo que se realiza el ajuste del perfil de reflectancia a

una reaccion de este tipo, aunque también sin €xito.

Se postula entonces la posibilidad de que ambas reacciones condicionaran
simultaneamente la evolucion de la reflectancia difusa durante la coagulacién de la
leche, lo que conduce al desarrollo de seis modelos diferentes que combinan, partiendo
de diversos supuestos, la cinética de agregacion (segundo orden) y de endurecimiento
(primer orden). So6lo uno de los modelos propuestos fue capaz de reproducir fielmente

los valores experimentales de reflectancia.
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V.7.2. Modelo matematico de descripcion simultanea de agregacion vy

endurecimiento

Son numerosos los modelos matematicos que han sido desarrollados para la
descripcion cuantitativa de la agregacion de las micelas de caseina o del
endurecimiento de la cuajada. La mayoria de los autores no diferencian ambos procesos,
desde un punto de vista cinético, centrandose o en la cinética de agregacion o en la de
endurecimiento, excepto Carlson et al. (1987b, d) que analizan las dos reacciones

aunque de forma separada.

El modelo cinético propuesto (modelo /) se basa en que la formacion de la cuajada
consiste en dos reacciones diferentes que ocurren simultdneamente. Se considera que la
primera reaccion, que corresponde a la agregacion de las micelas de caseina, sigue una
cinética de segundo orden, mientras que por el contrario, el endurecimiento del gel de

caseina se ajusta a una cinética de primer orden.

La hipotesis inicial para la obtencion de este modelo combinado es que el
aumento total del ratio de reflectancia se debe a la evolucion en paralelo de estos dos
procesos:

(R =R )= (4, - 4,)+ (F. - F,) (V.1.2.1)

donde

(Rw - Rmax) €s el incremento total del ratio de reflectancia difusa (Figura V.7.2.1).

(4w - Ap) es el incremento en el ratio de reflectancia difusa debido al proceso de
agregacion.

(Fo - Fp) es el incremento del ratio de reflectancia debido al proceso de

endurecimiento.

151



Material y métodos

Tmax
2.5 - Tamax Tamin — 01
A A

©
) + 0.08
g Rinf 2
< M // 1006 w
R 1.5 4 / \\ _g
“é Ruox | ‘.. \\ 1004 'g
o 14+— N @
T . 1002 A
o ~__
- 054 — \\\\‘7\7\
3] - - |
(14 L — 0

0 : : : ; ; ; -0.02

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (min)
—— Ratio de reflectancia —— Primera derivada —— Segunda derivada

Figura V.7.2.1. Perfil de reflectancia difusa.

Tinaxs tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de reflectancia; Ty, tiempo hasta el
maximo de la segunda derivada del ratio de reflectancia con respecto al tiempo; Ty, tiempo hasta el minimo de la
segunda derivada; R, ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia; R., (R;,¢ en la figura),
ratio asintdtico de reflectancia. Datos correspondientes al experimento /71, test 15, réplica 3, lote 3, proteina 7%,
40°C. Vy = 1785; Trax = 12°9; Tomax = 9°90; Tomin = 15°5; S = 5°60; Doy = 0°0644; Ry = 1°27; Towo = 18’8; Rew
=1’56.

El desarrollo de la hipdtesis inicial, presentado en el Articulo 4, conduce a la

obtencion del siguiente modelo matematico:

R=ret 81 ey | R (va22)
donde ¢ es tiempo transcurrido desde la adicion de enzima y R es el ratio de
reflectancia a tiempo #’- T, El modelo propuesto contiene cuatro pardmetros: Re,
valor asintotico del ratio de reflectancia a tiempo infinito; £, incremento de reflectancia
difusa debido a la agregacion. k;, constante cinética del proceso de endurecimiento y ko,
constante cinética de la reaccion de agregacion. Por motivos practicos se asume que los

dos procesos empiezan al mismo tiempo. Puesto que el endurecimiento de la cuajada
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comienza un poco después que la agregacion, se comete un error, que se considera
despreciable comparado con el beneficio derivado de mantener la simplicidad del

modelo.

V.7.3. Obtencion de las constantes cinéticas de agregacion y endurecimiento

El ajuste del modelo 7 a los datos experimentales mediante regresion no lineal
proporciona multiples soluciones, por lo que es necesario estimar las constantes
cinéticas de las reacciones de agregacion y endurecimiento mediante un método
alternativo, para su posterior sustitucion en el modelo 7, a fin de obtener para cada curva
de reflectancia el valor de los dos parametros restantes. Con este objetivo se decide
fragmentar la curva de reflectancia de forma facilmente reproducible, ajustando el tramo
inicial mayoritariamente dominado por la agregacién a un modelo de segundo orden y
el segundo segmento controlado fundamentalmente por el endurecimiento a un modelo

de primer orden.

El criterio de fragmentacion se basa en la presencia o ausencia de un segundo
maximo en la segunda derivada del perfil de reflectancia y en la forma de la curva,
especialmente en relacion con la aparicion de una irregularidad (hombro) en funcion de
la concentracion de proteina y la temperatura de coagulacion. Como resultado, las
curvas de reflectancia se clasificaron en dos grupos. Aquellos perfiles con un solo
maximo en su primera derivada (curva tipo 4, Figura V.7.2.1 del apartado anterior) y
los que tienen dos (curva tipo B, Figura V.7.3.1). Tanto en las curvas tipo 4 como en
las tipo B los datos comprendidos entre Thax Vv Tomin que reflejan fundamentalmente el
proceso de agregacion se ajustan a una cinética de segundo orden (modelo /7, apartado
V.7.4). En las curvas tipo 4 los datos monitorizados tras 7Tomin S€ ajustan a una reaccion
de primer orden (modelo /I, apartado V.7.5) porque predomina la reaccion de
endurecimiento de la cuajada. En los perfiles tipo B, los datos obtenidos tras Tomin2 (que
se considera equivalente, en su significado cinético, al pardmetro Trmin, cuando se

presentan dos maximos en la primera derivada) son los que se ajustan al modelo /71.
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Figura V.7.3.1. Aparicion de un “hombro” en el perfil de reflectancia tipo B.

(a), Perfil de reflectancia tipo B; (b), primera derivada con respecto al tiempo; (c), segunda derivada; (d), segunda
derivada ampliada. Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de reflectancia;
Tomin, tiempo hasta el minimo de la segunda derivada del ratio de reflectancia con respecto al tiempo; Tsmin,
tiempo hasta el segundo minimo de la segunda derivada. Datos correspondientes al experimento /71, test 3, réplica
3, lote 3, proteina 3%, 30°C. V, = 1’19; Tpax = 8°70; Topax = 6°60; Topin = 10°4; S = 380; Tomina = 23°5; Doy =
0°046; Ryax = 1°12; Toy = 1878, Ry =1°37. Corresponde a la Fig. 3 del articulo 4.

V.7.4. Modelo matematico de agregacion

Aunque la teoria de floculacion rapida de von Smoluchowski (1917) ofrece
limitaciones debido a las aproximaciones asumidas, proporciona una herramienta til
para la estimacion de la constante de velocidad de incremento de la reflectancia difusa
durante la fase de agregacion. Dos han sido las razones por las que se selecciona este
simple modelo, en detrimento de complicadas expresiones también basadas en la
cinética de von Smoluchowski (1917) pero que consideran la existencia de una barrera

de energia. En primer lugar, que aun cuando existen numerosas razones que indican una
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correlacion entre la dispersion de la luz medida a una longitud de onda y el grado de
polimerizacion, la naturaleza de dicha correlacion no ha sido completamente establecida
(Lombholt et al., 1998). En segundo lugar, que nuestro objetivo solo era estimar el valor
de k,, para reducir el nimero de soluciones del modelo 7, por lo que no era deseable
introducir mas pardmetros. Se parte, por tanto, de una expresion cinética de segundo

orden:

dA
- o
R (V.7.4.1)

donde k, es la constante experimental de velocidad de segundo orden, y 4 es la
concentracion de puntos de enlace entre las micelas de caseina que conducen a
agregacion de las mismas a tiempo 7o (tiempo transcurrido tras Ti.x). Mediante el

desarrollo de dicha ecuacion, que aparece en el Articulo 4, se deduce el modelo /7

_ R\ — R
- 1+(R00A _ROA)kZ(t,_T

max

R, =R

) (V.7.4.2)

donde R4 es el ratio de reflectancia a tiempo (-Tpa), t* es el tiempo tras la adicion de
enzima, Ty es el tiempo en que se observa un grado significativo de agregacion (7 max
tanto en curvas tipo 4 como B) y Roa es el ratio de reflectancia a tiempo 7pa. El modelo
1I describe el cambio de reflectancia durante la coagulacion debido a la agregacion,
asumiendo que el aumento de la sefial optica es proporcional a la desaparicion de los
puntos de enlace presentes en las micelas de caseina durante la evolucion de la reaccion
de agregacion, y consta de dos pardmetros: R.a, valor asintdtico de reflectancia debido
a agregacion a tiempo infinito y k». Como se comenta en el apartado V.7.3, tanto en las
curvas tipo 4 como en las B se considera que la agregaciéon domina sobre los datos
comprendidos entre Timax Y Tomin, pOr lo que dicha seccion se ajusta al modelo /7, como
se observa en la Figura V.7.4.1, donde se representa la division de un perfil de
reflectancia tipo A previa al ajuste de cada segmento resultante al modelo cinético

correspondiente.
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Figura V.7.4.1. Division del perfil de reflectancia y ajuste a los modelos 77y II1I.
R, ratio de reflectancia; el resto de los parametros se describen en el texto (ver apartados V.7.3, V.7.4 y V.7.5).
Corresponde a la Fig. 4 del articulo 4.
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En la grafica (a) de la Figura V.7.4.1 se afiade un eje adicional tras Ti.x (€je 2),
que indica el tiempo relativo cero parar el proceso de agregacion (7pa) y otro tras Tomin
(eje 3), que indica el tiempo relativo cero para el endurecimiento (7or). Como se aprecia
en la grafica (b) los datos comprendidos entre Tiax ¥ Tomin (Tlasta €n la figura) se ajustan

al modelo de agregacion de segundo orden.

V.7.5. Modelo matematico de endurecimiento

Asumiendo una cinética de primer orden para la desaparicion de los puntos de
enlace, debido a la incorporacién de micelas y racimos de micelas de caseina en la red
tridimensional proteica que produce el aumento de la dureza del gel, y considerando que
dicho proceso es el principal responsable de la respuesta Optica observada a partir del
tiempo Tomin (curvas tipo 4) 6 Tominz (curvas tipo B), podemos deducir la ecuacion que
describe los cambios de reflectancia debidos al endurecimiento de la cuajada (modelo

11I), de acuerdo con la siguiente expresion:

dF

- =k, F
. | (V.7.5.1)

donde F es la concentracion de sitios de enlace para endurecimiento de la cuajada a
tiempo tr (tiempo tras Tomin O Tomin2) Y k1 €s la constante experimental de velocidad de

primer orden. El desarrollo del modelo /71, que corresponde a:

RF = RooF - {(RooF - ROF )e_kl(t,_TOF )} (V.7.5.2)

se presenta en el Articulo 4. En dicho modelo, Ry representa el ratio de reflectancia a
tiempo (’-Tor), ¢’ es el tiempo tras la adicion de enzima, Tor es el tiempo tras el cual se
observa un grado significativo de endurecimiento (7amin para las curvas tipo 4 y Tomin2
para las tipo B) y Rr es el ratio de reflectancia a tiempo Tor. Dicho modelo presenta dos

pardmetros: R.r, valor asintdtico del ratio de reflectancia debido al endurecimiento, a
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tiempo infinito, y ;. Como se menciona en el apartado V.7.3, se considera que los datos
posteriores a Tomin en las curvas tipo 4 (Tor en la grafica ¢ de la Figura V.7.4.1) o
posteriores a Tominz (en curvas tipo B) reflejan mayoritariamente la cinética de

endurecimiento y por lo tanto se ajustan al modelo /1.

V.8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los datos correspondientes a cada experimento de bloques aleatorio,
se realiza mediante el empleo del Modelo Lineal General (GLM) del paquete estadistico
Statistical Analysis System (SAS, version 6.11, 1995 y version 8.00, 1999, SAS Institute
Inc., Cary, NC, EEUU; http://www.sas.com) o del Modelo Lineal General Multivariante
del paquete estadistico Statistical Packages for the Social Sciences (SPSS, version
9.0.1.,1999, SPSS Inc., Chicago, /L, EEUU; http://www.spss.com). En los modelos
estadisticos se introducen los factores del diseno experimental como efectos principales,
incluyéndose en el andlisis las interacciones mas importantes entre los factores
estudiados. El efecto aleatorio ejercido sobre los parametros estudiados por diversas
variables no fijas se considera mediante la inclusion de co-variables en el modelo. Tras
un analisis preliminar de los datos, se eliminan todas aquellas interacciones y co-

variables que no contribuyen significativamente a la variabilidad de los datos.

Para el analisis de la varianza (ANOVA), las medias de minimos cuadrados (LSM)
y la significacioén de cada tratamiento se computa mediante suma de cuadrados tipo /V.
Las diferencias entre las medias de los diversos tratamientos se consideraron

significativas cuando P < 0’05.

Para la obtencion del mejor modelo con 1, 2 o 3 variables para la prediccion del
tiempo de corte, se emplea el procedimiento de seleccion de variables del SPSS, o el
procedimiento de maximo R* del SA4S, incluyendo en el modelo variables

independientes, variables dependientes obtenidas mediante reflectancia difusa y
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diversas variables derivadas. El analisis de regresion complementario, desarrollado para
la obtencion y seleccion de modelos de prediccion del tiempo de corte mas efectivos y
sencillos se realiza mediante los procedimientos GLM y NLIN (regresion no lineal) del

SAS o el procedimiento de regresion lineal del SPSS.

El ajuste de los datos experimentales de reflectancia difusa, a los modelos
cinéticos propuestos mediante el procedimiento NLIN del SAS, se aborda con el objetivo
de seleccionar el modelo que mejor explica el incremento de reflectancia que tiene lugar
tras Tmax y de obtener los parametros cinéticos de los procesos de agregacion de caseina
y endurecimiento de la cuajada. Los pardmetros cinéticos obtenidos se analizan

mediante el procedimiento GLM del SAS (suma de cuadrados tipo V).
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Resultados y discusion

Dentro de este apartado se relacionan entre si los diferentes resultados obtenidos
que han sido publicados en los trabajos de investigacion que integran la presente
Memoria de Tesis. Como consecuencia del caracter individualizado de las diversas
experiencias que constituyen cada uno de esos trabajos, las discusiones de los resultados

realizadas en cada uno de los articulos resultan inevitablemente inconexas.

VL1. CLASIFICACION DE VARIABLES DE REFLECTANCIA DIFUSA

Bajo este epigrafe, tras un andlisis de las caracteristicas fundamentales
-magnitudes, comportamiento frente a los factores de la coagulacion, etc.- de las

distintas variables generadas a partir de la curva de reflectancia difusa con respecto al
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tiempo, se propone la clasificacion en funcion de sus unidades, con el fin de racionalizar

el analisis final de los datos obtenidos (Tabla VI.1.1).

Tabla VIL.1.1. Clasificacién de las variables de reflectancia difusa. !

Tipo de variable Variable Unidades
Variables de tiempo Trnaxs Tomaxs Tomins Tominz Y S min
Variables de respuesta Riaxs Rt Y Vo Adimensional o V
Variables mixtas Dinaxs Damax Y Domin min™ 0 min

LT tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de reflectancia; 75y, tiempo hasta
el méaximo de la segunda derivada del ratio de reflectancia con respecto al tiempo; 7oy, tiempo hasta el minimo de
la segunda derivada; T,y;,, tiempo hasta el segundo minimo de la segunda derivada; S, 7oy, menos Tonax Riaxs
ratio de reflectancia a tiempo T,y Rey, ratio de reflectancia en el tiempo de corte; Vy, voltaje inicial; Dy, , maximo
valor de la primera derivada; D,,,,, maximo de la segunda derivada; D,,,;,, minimo de la segunda derivada.

VI.1.1. Variables de tiempo

A este grupo pertenecen Tmax, Tomaxs T2min, T2min2 ¥ S. Estas variables representan
unidades de tiempo (min) y estan intimamente relacionadas con la cinética de las
distintas fases del proceso de coagulacion, por lo que son especialmente utiles para el
estudio de los factores que afectan a la coagulacion de la leche. También permiten la
comparacion de diversas condiciones de elaboracion de queso, el analisis de la
adaptabilidad tecnologica de enzimas, aditivos y nuevos productos lacteos y la
prediccion de los tiempos de coagulacion y de corte. También, con fines principalmente
analiticos las variables 7oy y Tuot, pese a haber sido obtenidas mediante métodos
diferentes a la reflectancia difusa, constituyen variables de tiempo por su
comportamiento y unidades, y son consideradas en estas experiencias para valorar su

comportamiento comparativo o como referencia.
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VI.1.2. Variables de respuesta

Bésicamente, las variables que integran este grupo se caracterizan por ser
proporcionales a la intensidad de reflectancia difusa procedente de la leche antes y
durante la coagulacion, por lo que presentan unidades de voltaje (V). Estas variables son
sensibles a las caracteristicas fisico-quimicas de la leche, tales como grasa, proteina,
temperatura, etc., por lo que con fines comparativos es necesario trabajar con ratios de
reflectancia, que permiten la normalizacion del valor inicial de reflectancia (7)) a un
valor unidad. Puesto que son ratios todas las variables de respuesta (Rmax V¥ Reut) SON
adimensionales, excepto el voltaje inicial (V) que, logicamente, conserva sus unidades

de diferencia de potencial eléctrico (V).

VI1.1.3. Variables mixtas

Las variables mixtas son valores, a un tiempo dado, de la primera o de la
segunda derivada de la curva de reflectancia con respecto al tiempo y, por lo tanto,
presentan como unidad la inversa del tiempo (min” 6 min™). A este grupo pertenece,
Dinax, Domax Y Domin- Pese a que su valor depende tanto de la intensidad de reflectancia
difusa como del tiempo, su comportamiento tiene mas aspectos en comun con las
variables de respuesta que con las de tiempo. En general, estas variables reflejan la
velocidad de incremento de la reflectancia difusa (Dmax) 0 el cambio de velocidad en

dicho incremento (Damax ¥ Damin)-

VI1.2. FACTORES QUE AFECTAN AL PERFIL DE REFLECTANCIA DIFUSA

VI1.2.1. Efecto de la composicion de la leche sobre los valores de reflectancia

Payne et al. (1993b) demuestran que en la leche de vaca la reflectancia difusa

depende de la composicion quimica de la leche. Segin dichos autores, el efecto

165



Resultados y discusion

principal se debe a los contenidos en materia grasa y proteina. Como se detalla en el
capitulo IV de esta Memoria, en cada experimento se realizaron 3 réplicas. En los
experimentos / y /I, resulta necesario el uso de diferentes lotes de leche de cabra para
completar los ensayos correspondientes a cada réplica, lo cual aumenta la variabilidad
de los parametros de reflectancia dentro de cada réplica, como consecuencia de las

diferencias existentes en la composicion quimica de los lotes.

Por este motivo, en los analisis estadisticos correspondientes a dichos
experimentos, se incluye la réplica como efecto principal y el lote como co-variable. Por
el elevado niimero de lotes diferentes utilizados en los experimentos / y 7/, la inclusion
del lote como factor consumiria un niimero elevado de grados de libertad (n-1) que

limitaria el estudio de posibles interacciones.

Sin embargo, la inclusion del lote como co-variable reduce considerablemente la
variabilidad dentro de cada réplica, consumiendo un solo grado de libertad. En el
analisis estadistico preliminar de los experimentos / y I/, se observa que la réplica no
contribuye significativamente a explicar la variabilidad de las variables dependientes,

por lo que es eliminada del modelo.

En el experimento /] se emplea un tnico lote de leche para cada réplica, por lo
que ambos factores contienen la misma informacioén: la variabilidad debida a la réplica
y la causada por el lote. Por tal motivo, la réplica se incluye en el modelo como factor
principal, pues se conserva la totalidad de la informacion con el consumo de tan sélo
dos grados de libertad, mientras que si se hubiese incluido como co-variable, se hubiera

perdido un tercio de la informacion ahorrandose sélo un grado de libertad.

VI1.2.2. Efecto de los factores de la coagulacion en los parametros de tiempo y

mixtos

Todos los parametros de tiempo estudiados en los distintos experimentos varian
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en funcion de la velocidad del proceso de coagulacion. El aumento de la velocidad de
coagulacion producido por cualquier factor, se traduce tanto en un aumento
estadisticamente significativo del parametro D,.. que representa la velocidad de
incremento en reflectancia difusa producido por la coagulacion, como en un descenso
significativo de todos los pardametros de tiempo. Lbogicamente cualquier factor que
disminuya la velocidad de coagulacién, conducird al efecto contrario sobre los

parametros mixtos y de tiempo.

VI1.2.2.1. Efecto del tipo de enzima

Para comparar el efecto sobre los parametros de reflectancia de las dos enzimas
ensayadas en el experimento // (enzima coagulante microbiano procedente de M. miehei
y cuajo liquido de cabrito) es necesario ajustar las concentraciones de ambas enzimas a
un mismo tiempo de coagulacién de Berridge. Tras la seleccion de las concentraciones a
emplear, se utiliza el analisis de varianza para verificar que, efectivamente, el tiempo de
coagulacién de Berridge es el mismo para las dos enzimas, como se recoge en el

epigrafe V.4 de esta Memoria.

Posteriormente, se procede a la realizacion de los ensayos de reflectancia. El
analisis de varianza de los pardmetros de tiempo estudiados en dicho experimento, Tiax
y Teu, revela que la influencia del tipo de enzima sobre dichas variables es altamente

significativa (P < 0°003).

Como se observa en la Tabla VI.2.2.1.1, las LSM de ambos parametros son
significativamente menores para el cuajo de cabrito que para el coagulante microbiano.
El valor de T, en la leche de cabra coagulada con el extracto enzimdtico procedente
del abomaso de cabrito, resulta ser un 89% del tiempo obtenido con M. miehei,
mientras que el valor de T, producido con cuajo de cabrito, representa un 92% del

correspondiente a la enzima microbiana.
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Tabla VI. 2.2.1.1. Efecto del tipo de enzima sobre los parametros de tiempo durante la coagulacion

de leche de cabra. !

Tipo de enzima T 1nax (min) T o (min)
Cuajo de cabrito liquido 7°4° 14’8 °
Enzima coagulante de M. miehei 8°3° 162°

U T tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexién de la curva de reflectancia; 7., tiempo de
corte visual.

** Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes (P < 0°003). Las comparaciones so6lo se
establecen dentro de la misma columna.

Dicho resultado coincide con el publicado por Ustunol et al. (1991) y por Lopez
(1993). Ustunol et al. (1991) emplean reflectancia difusa (950 nm) para la comparacion
de la adaptabilidad tecnologica de diferentes enzimas coagulantes comerciales. Tras
ajustar la concentracion de ocho enzimas para conseguir tiempos de coagulacion de
5’30 £ 0’2 min, dichos autores observan que tanto Tmax como T¢y, son significativamente
menores en cuajos con elevado porcentaje de quimosina (cuajo de ternera y quimosina
B) que en enzima microbiana procedente de M. miehei. En 1993 Lopez compara la
adaptabilidad tecnologica de nueve enzimas coagulantes diferentes, mediante empleo de
reflectancia difusa medida a 900 nm tras ajustar sus concentraciones a tiempos de
coagulacion de Berridge de 6 min. El valor de T.x observado en el cuajo de cabrito en
pasta es 6’3 min, mientras que en la enzima microbiana procedente de M. miehei es 7°3

min.

Resulta curioso, que tras ajustar la concentracion de las enzimas a un mismo
tiempo de coagulacion de Berridge, los valores de 7. sean significativamente
diferentes. Este comportamiento podria explicarse asumiendo diferentes velocidades de
hidrdlisis en funcion de la enzima, que determinarian un diferente grado de agregacion
micelar tanto a tiempo Tmax como en el momento de la coagulacion visible. Existen
algunas evidencias que soportan dicha hipdtesis. En primer lugar, segiin Lopez (1993)

la actividad proteolitica inespecifica, determinada como relacién de nitrégeno no
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proteico con respecto al nitrégeno total, es mayor en la enzima microbiana que en el
cuajo de cabrito en pasta con un 35% de quimosina, lo cual podria determinar menores
proporciones de caseina hidrolizada, a tiempos iguales, en la coagulacion producida por
la enzima de M. miehei. Ortiz de Apocada et al. (1994) observan una mayor actividad
proteolitica de M. miehei en comparacion con cuajo de ternera y quimosina obtenida por
fermentacion. En segundo lugar, Lopez et al. (1997a) estudian la hidrélisis de la -
caseina en leche de cabra y comparan las constantes de hidrolisis propias de diferentes
proteasas, ajustadas a un tiempo de coagulacion de 6 minutos. Dichos autores concluyen
que la constante de hidrdlisis es un 42°72% menor en la enzima de M. miehei, que en el
cuajo de cabrito, de donde se deduciria que el grado de hidrélisis necesario para el inicio
de la agregacion micelar (60-80% segin Carlson et al., 1987a, b) se alcanza antes
empleando cuajo de cabrito. De hecho, de los datos recogidos por Lopez et al. (1997a)
se desprende que el grado de hidrélisis en el momento de la coagulacion es un 56°58%

menor en el caso de la enzima microbiana que en el del cuajo de cabrito.

El aumento de reflectancia difusa durante la floculacién ha sido atribuido a los
cambios que acaecen en la distribucion de tamafio de las particulas (especialmente
caseina) y a la union de las micelas entre si (Crofcheck ef al., 1999). Si el grado de
hidrdlisis alcanzado con cuajo de cabrito en el tiempo de coagulacion de Berridge es
mayor que el obtenido con M. miehei, se espera que la agregacion se inicie antes con el
primer cuajo, dando lugar a un valor mas pequefio de Tma, que coincide con lo
observado. Las mencionadas caracteristicas de hidrolisis del cuajo de cabrito y una
mayor velocidad de agregacion y endurecimiento justificarian también el menor valor
de T, observado en comparacion con la enzima de origen microbiano. Diversos autores
han constatado el efecto del tipo de cuajo tanto en la velocidad de agregacion (Lawrence
y Creamer, 1969) como en la de endurecimiento (Fox, 1988). Por ultimo, la mayor
velocidad de agregacion y endurecimiento del cuajo de cabrito parecen llevar asociadas
un incremento de la dureza maxima como se desprenderia del valor significativamente
mayor de R, encontrado con este tipo de cuajo (P < 0°003), que aparece recogido mas

adelante en el apartado VI.2.3.1. De lo anterior podemos extraer dos consecuencias:
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1. La reflectancia de NIR es muy util para el estudio de la adaptabilidad tecnologica
de cuajos y preparados enzimdticos comerciales, no s6lo a nivel de laboratorio
sino también a pie de fabrica. Cuando se trata de elaborar quesos curados, los
queseros prefieren el uso de cuajos que coagulen la leche rapidamente, esto es,
con tiempos de coagulacion cortos, que eviten el exceso de humedad en la cuajada
y la excesiva aparicion de sabores amargos. En este sentido, el sensor de
reflectancia instalado en linea, podria facilitar la seleccion del destino de las cubas

en funcion de sus valores objetivos de Tiax.

2. El cuajo “natural” de cabrito podria constituir un sustituto idoneo del cuajo de
ternera, al presentar una menor actividad proteolitica inespecifica y una mayor
velocidad de hidrdlisis, agregacion y endurecimiento, proporcionando valores
superiores de dureza maxima en menor tiempo, lo que podria resultar idoneo para
la elaboracion de quesos curados, e incluso podria contribuir a la obtencion de
mejores rendimientos queseros. Por este motivo, seria aconsejable realizar un
estudio comparativo de los rendimientos propios de ambas enzimas y de la

capacidad de sinéresis de las cuajadas obtenidas.

V1.2.2.2. Efecto de la concentracion de enzima

El efecto de la concentracion de enzima (quimosina B -EC 3.4.23.4-) se examina
en el experimento / y, segin revela el andlisis de varianza, la influencia de este factor
sobre la variabilidad de los parametros de tiempo y mixtos ensayados es muy
significativa (P < 0°0001). El andlisis de las LSM de las distintas variables
correspondientes a cada concentracion de enzima: 0’020, 0°035 y 0°050 mL kg’ de
leche, se muestra en la Tabla VI.2.2.2.1, donde se aprecia que a mayor concentracion
de enzima, existe un aumento significativo de Dpax y una disminuciéon también

significativa de los parametros de tiempo, Tiax, Tciot Y Tcut-
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Tabla VI.2.2.2.1. Efecto de la concentracion de enzima sobre los parametros de tiempo y mixtos

durante la coagulacién de leche de cabra. '

EO (mL kg-l) Tmax (min) Tclot (min) Tcut (min) Dmax
0°020 22020 25°8° 29°12 0°022°
0°035 12°9° 14°3° 17°1° 0°035°
0°050 89°¢ 97 ¢ 122°¢ 0°045 ©

! E,, concentracién de enzima; Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de
reflectancia; Ty, tiempo de coagulacion de Berridge; 7., tiempo de corte visual; Dy,,,, maximo valor de la primera
derivada de la curva de reflectancia con respecto al tiempo.

*¢ Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes (P < 0°0001). Las comparaciones sélo se
establecen dentro de la misma columna.

En la Figura VI.2.2.2.1 se representa graficamente el comportamiento de las

diferentes variables con respecto a la concentracién de enzima.
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Figura V1.2.2.2.1. Efecto de la concentracion de enzima sobre los parametros de tiempo y mixtos.

E\, concentracion de enzima; Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de
reflectancia; 7T, tiempo de coagulacion de Berridge; T, tiempo de corte visual; Dy, , maximo valor de la primera
derivada de la curva de reflectancia con respecto al tiempo.
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Conforme aumenta la concentracion de enzima, el incremento de la reflectancia es
mas rapido (aumento de Dpay), reflejando un aumento de la velocidad de hidrolisis de la
K-caseina y de la agregacion, que se traduce en un descenso de todos los parametros de
tiempo. Estos resultados coinciden con los publicados por Ustunol ef al. (1993) que,
determinando reflectancia difusa a 950 nm, comprueban la existencia de una correlacion
negativa entre la concentracion de enzima (cuajo de ternera: 0°197, 0°229 y 0’274
mL/900g leche) y los parametros de tiempo (7imax, Zciot Y Teut), Y de una correlacion
positiva entre dicho factor y el pardmetro mixto Dp.. También en leche de vaca, y
mediante reflectancia difusa a 940 nm, Payne et al. (1993b) confirman el descenso de
Tmax ¥ Kpo al aumentar Ej (cuajo de ternera: 0’11, 0’14 y 0’17 mL kg'l de leche;
quimosina B: 0°038, 0°050 y 0’62 mL kg™ de leche).

Nuestros resultados también concuerdan con Passos et al. (1999) que siguiendo la
evolucion de la coagulacion con un sensor de conductividad térmica, demuestran que
tanto la fase enzimatica como el tiempo de corte decrecen si se aumenta la
concentracion de enzima (2°0, 2°5 y 3’0 g/100 L de leche). Carlson et al. (1987d)
constatan mediante el empleo de un formografo que tanto RCT como Kpp se
correlacionan inversamente con £y Otros autores confirman el descenso de RCT y/o Toy
con el aumento de Ey (Kopelman y Cogan, 1976; Walstra y Jenness, 1984; Okimgo et
al., 1985; Van Hooydonk y van den Berg, 1988; Sanjuan y Fernandez-Salguero, 1994).

Hace mas de 100 afios que Storch y Segelcke (1874) observaron que el tiempo de
coagulacion visual es inversamente proporcional a la concentracion de enzima, relacion

que se describe mediante la ecuacion:

TE=K (V12.2.2.1)

donde
T, = tiempo de coagulacion,

E = actividad enzimatica, y
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K = constante.

Esta relacion solo resulta valida dentro de un estrecho margen de pH, temperatura
y concentracion de enzima, por lo que Holter (1932) propuso una expresion que fue

posteriormente modificada por Foltmann (1959):

T = [“E] +b (V1.2.2.2.2)

C

donde

T, = tiempo de coagulacion,
[E] = concentracion de enzima,
a = constante, y

b = constante (tiempo de coagulacion minimo cuando [E] - ).

De acuerdo con la ecuacion anterior, la representacion del tiempo de coagulacion
con respecto a la inversa de la concentracion de enzima debe ser lineal. Por otro lado,
las constantes a y b no s6lo dependen del método de determinacion del tiempo de
coagulacién sino también del pH, la temperatura y las concentraciones de calcio y

proteina (van Hooydonk y van den Berg, 1988).

McMahon y Brown (1982, 1983, 1990), realizan el seguimiento de la coagulacion
enzimdtica de leche desnatada mediante un formoégrafo y confirman la ecuacion de
Foltmann, al observar que el tiempo de coagulacion presenta una correlacion lineal con
la inversa de la concentracion de enzima. De Cindio et al. (1986) determinan T y RCT
con dos métodos lactodinamométricos (tromboelastografo y formografo) y mediante
una sonda térmica (hot-wire) y constatan la ley de Foltmann en los tres casos. Otros
investigadores han ido reconfirmado sucesivamente dicha ley (Garnot y Olson, 1982;
Kopelman y Cogan, 1976; Brown y Collinge, 1986; Carlson et al, 1987c; Dalgleish,
1988b; Sharma et al, 1989; Lopez, 1993; Picon et al., 1993; Irigoyen et al., 1998).
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Van Hooydonk y van den Berg (1988) aplican con éxito la ecuacion de Foltmann
a diferentes tiempos caracteristicos del proceso de coagulacion como el inicio de la
agregacion, RCT, el inicio de la gelificacion y Ty Si se analiza mediante el empleo de
la ecuacién de Foltmann la tendencia seguida por las LSM de Ti.x, en funcion de la
concentracién de enzima, se obtiene como se esperaba, una relacion lineal (R* = 0°9998)

entre dicha variable y la inversa de la concentracion de enzima:

0'444
T, = e +0'0659 (V1.2.2.2.3)

McMahon y Brown (1983) hallan el tiempo de coagulacion mediante empleo del
formodgrafo y obtienen una pendiente de 0’0754, mientras que Lopez (1993) encuentra
valores de pendiente de 0°222 y de 0’173, determinando el tiempo de coagulacion
respectivamente por el método de Berridge y por viscosimetria. Lamentablemente, la
comparacion de las pendientes obtenidas por los diferentes autores, requiere que los
tiempos de coagulacion hayan sido obtenidos con el mismo método, en idénticas
condiciones y expresando la concentracion de enzima en las mismas unidades, motivo

por el cual dicha comparacion no ha sido establecida.

Por otra parte, Brown y Collinge (1986) ajustan los tiempos de coagulacion
determinados por turbidimetria (en adelante, turbidimétricos) a la ecuacion de Foltmann
y determinan un valor muy pequefio, 0’03, para la ordenada en el origen. Dicho valor
implica que cuando la concentracion de enzima tiende a infinito, el tiempo de
coagulacion turbidimétrico tiende a cero, de donde se deduce que dicho tiempo de
coagulacion es equivalente al 7; de la ecuacion VI.2.2.2.7, siendo mas parecido al
“tiempo de coagulacion real” que el tiempo de coagulacion visual, que precisa de la
ordenada en el origen. En consonancia, Brown y Collinge (1986) afirman que la
existencia de una ordenada en el origen diferente de cero es un artefacto de la técnica
empleada para determinar RC7. Desde otra perspectiva, nuestros resultados también

concuerdan con las conclusiones de McMahon et al. (1984c) y McMahon y Brown
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(1990), que determinan el tiempo de coagulacion mediante turbidimetria, el cual
corresponde al maximo de la primera derivada del incremento en absorbancia aparente

con respecto al tiempo.

Se determina una interaccion estadisticamente significativa (P < 0°0001) entre la
concentracion de enzima y los factores pH y temperatura, para las variables Tyax, Teiory
Teuwss por lo que el descenso de pH y/o el incremento de temperatura intensifican el

efecto producido por el aumento en la concentracion de enzima.

En definitiva, el estudio mediante la ecuacion de Foltmann del comportamiento de
la variable Ty, en funcidon de la concentracion de enzima, revela que este parametro de
reflectancia disminuye inversamente con el aumento de la concentracion de enzima, al
igual que el tiempo de coagulacion determinado de forma visual (tiempo de coagulacion
de Berridge) o mediante empleo de métodos tromboelastograficos y viscosimétricos, lo
que demuestra una gran similitud de comportamiento entre Tmax y el tiempo de
coagulacion. En otras palabras, podemos afirmar que el comportamiento de T, frente
a la concentracion de enzima, es equivalente al observado en el tiempo de coagulacion
de Berridge, que actualmente sigue siendo el parametro de referencia para el cdlculo

de la actividad enzimdtica de los cuajos y enzimas coagulantes comerciales.

V1.2.2.3. Efecto del pH

El efecto ejercido por el pH sobre la variabilidad de todos los parametros de
tiempo y mixtos ensayados (experimento /) fue altamente significativo (P < 0°0001)
dentro del rango de pH en estudio (5’5-6’5). Como se recoge en la Tabla VI.2.2.3.1, las
medias de minimos cuadrados de los parametros de tiempo estudiados (Tmax, Tciot Y Tcut)
disminuyen significativamente cuando lo hace el pH (P < 0°0012), mientras que Dpmax

aumenta.
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Tabla VI.2.2.3.1. Efecto del pH sobre los parametros de tiempo y mixtos durante la coagulacion de

leche de cabra. !

pH Tmax (min) Tclot (min) Tcut(min) Dmax

5’5 10052 11’82 15’12 0°037
6’0 12°1° 13°4° 16°1° 0°038°
6’5 21°4°¢ 245 ¢ 27°2°¢ 0°027 ¢

U T s tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de reflectancia; Ty, tiempo de
coagulacion de Berridge; 7., tiempo de corte visual; Dy, maximo valor de la primera derivada de la curva de
reflectancia con respecto al tiempo.

*¢ Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes (P < 0°05). Las comparaciones solo se
establecen dentro de la misma columna.

Nuestros resultados coinciden con las referencias de Ustunol et al. (1993), que
mediante la monitorizacién de la coagulacion de leche de vaca con un sensor de fibra
optica a 950 nm, confirman una disminucion de los pardmetros de tiempo (7max, Tclot ¥
Tew) y un aumento de Dp,y por descenso del pH (6°3-6°7). En el mismo afio, Payne et
al. (1993b) confirman, en leche de vaca mediante reflectancia difusa a 940 nm, el

descenso de Tiax ¥ K20 por acidificacion (6°3-6°7).

También Korolczuk (1988) aprecia el descenso del RCT refractométrico
(determinado mediante refractémetro) por acidificacion desde pH 6’5 a 5°7. Similares
conclusiones han sido publicadas por Pasos et al. (1999) que investigan la disminucion
de la conductividad térmica durante la coagulacion de leche estandarizada. Dichos
autores sefialan un descenso de la duracion de la fase enzimatica y del tiempo de corte
por acidificacion. Erdem (1997) también coincide en indicar un descenso de T¢io y de
Teut por disminucion del pH en el rango 6°51-5°40, mientras que Carlson et al. (1987d)
observan el descenso de los pardmetros de tiempo mediante el formografo tanto en RCT
como en Ko Estas tendencias generales de los pardmetros de tiempos han sido
contrastadas por diversos investigadores (Walstra y Jenness, 1984; Battistotti et al.,
1986; Van Hooydonk y van den Berg, 1988; Lucey et al., 1993b; Sanjuan y Fernandez-
Salguero, 1994).
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El descenso acontecido en los tres parametros de tiempo medidos en nuestra
experiencia, es menor entre los valores de pH 5’5 y 6’0 que entre los de 6’0 y 6’5

(Figura V1.2.2.3.1).

30 —+ 0.039
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25
< 1 0.035
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5 20 10033 g
= €
H ~
,_ 15 | 1 0.031 Dg
= 4 0.029
10 1
1 0.027
5 ‘ ‘ ‘ 0.025
5 55 6 6.5 7
pH
—&— Tmax —@— Tclot —m— Tcut —>»— Dmax

Figura V1.2.2.3.1. Efecto del pH sobre los parametros de tiempo y mixtos.

Tmax> tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de reflectancia; Ty, tiempo de
coagulacion de Berridge; T, tiempo de corte visual; D,,,,, maximo valor de la primera derivada de la curva de
reflectancia con respecto al tiempo.

En consonancia con nuestros resultados, Imafidon y Farkye (1993) refieren que
cuando el pH disminuye desde 6’6 a 6’0, se produce mayor descenso del tiempo de
coagulacion (determinado mediante formégrafo) que cuando desciende de 6’0 a 5°4.
Muchos otros autores han observado que el tiempo de coagulacion disminuye mas
intensamente al principio de la acidificacion que posteriormente (Tsugo y Yamauchi,
1959; Ernstrom, 1961; Fox, 1969; Green, 1972; O’Leary y Fox, 1973; Shalabi y Fox,
1982; van Hooydonk y van den Berg, 1988; Brule y Lenoir, 1989; Spreer, 1991).
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Nuestras observaciones pueden ser correctamente interpretadas considerando los
conocimientos existentes. Van Hooydonk et al. (1986a), Hyldig, (1993), Lopez et al.
(1998), y Carlson et al. (1987a) determinan un aumento de la velocidad de hidrolisis
causado por descenso del pH. Estos autores también observan que la maxima velocidad
de hidrdlisis tiene lugar aproximadamente a pH 6’0 y que el efecto del pH sobre dicha
velocidad es menor en el rango de pH comprendido entre 5’6 y 6’4 que entre 6’4 y 7°0.
Como puede observarse en la figura anterior (VL.2.2.3.7), el maximo valor del
parametro Dy, se observa a pH 6. Por otra parte, el cambio de pH no sélo afecta a la
hidrdlisis sino que también influye sobre la agregacion (Walstra y van Vliet, 1986; van
Hooydonk et al., 1986a; van Hooydonk et al., 1987; van Hooydonk y van den Berg,
1988), aunque la influencia ejercida sobre la fase enzimética es menor que sobre la
agregacion (Cheryan et al., 1974; Mehaia y Cheryan, 1983; McMahon y Brown, 1984b;
Fox, 1988). Ambos efectos se reflejan conjuntamente en el descenso de RCT al
disminuir el pH (Okimbo et al., 1985; Peri et al., 1990; Olson y Bottazzi, 1977,
McMabhon et al, 1984b; Sharma et al., 1993; Remeuf et al., 1995; Erdem, 1997).

La influencia de la acidificacion en la fase primaria de la coagulacion de la leche,
se debe principalmente a un efecto directo sobre la actividad enzimatica (Brule y
Lenoir, 1989). El pH Optimo para la accion de la quimosina se encuentra

aproximadamente a pH 6’0 tanto a 4°C como a 30°C (van Hooydonk et al., 1986a).

Por otra parte, la acidificacion con HCI produce el aumento de la concentracion de
iones H' que contribuyen a la disminucién de la carga superficial negativa de las
micelas, reduciendo la repulsion electrostatica existente entre las mismas. El aumento
de la concentracién de H'™ también facilita el desplazamiento del calcio presente en el
fosfato calcico coloidal, aumentando la actividad del calcio en la fase liquida. Todos
estos factores contribuyen sinérgicamente, aumentando la velocidad de formaciéon de
enlaces y, por lo tanto, incrementando tanto la velocidad de agregacion entre las micelas
de para-k-caseina (Zoon et al., 1988c, 1989; Visser, 1981) como la velocidad de

endurecimiento (Brule y Lenoir, 1989; Lopez et al., 1998; Remeuf et al., 1995); si bien
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con respecto a la dureza del gel, el aumento de la velocidad de coagulacion producido
por la acidificacion, sélo se acompana de aumento de la dureza médxima si el pH no
desciende por debajo de aproximadamente 6’0 (Jen y Ashworth, 1970; Brule y Lenoir,
1989; Marshall et al., 1982) a partir del cual se empiezan a acusar efectos tanto de

desmineralizacion como de desagregacion micelar.

Por ultimo, se observa la existencia de interaccion estadisticamente significativa
(P < 0°0001) entre el pH y la concentracion de enzima para las variables Ty, Teior
Teu, por lo que el aumento de la concentracion de enzima, magnifica el efecto ejercido

por el descenso de pH.

V1.2.2.4. Efecto de la concentracion de cloruro cdlcico

El efecto ejercido por la concentracion de Cl,Ca (1°38, 3°22 y 5’06 mM) sobre la
variabilidad de los pardmetros de tiempo (7max Y Tcut) estudiados en el experimento /7 es
muy significativo (P < 0°007). Como se esperaba, las LSM de Ty Y T decrecen
significativamente con el incremento de la concentracion de calcio (Tabla VI1.2.2.4.1)
confirmando los resultados obtenidos por Payne ef al. (1993b). Estos autores detectan
mediante reflectancia difusa a 940 nm un descenso de Thmax y de Ky tras la adicion de
ClyCa en leche de vaca (0, 0°030 y 0’060 milimoles de calcio g de proteina). Nuestros
resultados también coinciden con Passos et al. (1999), que afiaden calcio (disolucion de
Cl,Ca al 50%) en leche estandar a concentraciones de 0°28, 0’40 y 0°52 mL L™ de leche
y, mediante andlisis de la conductividad térmica, aprecian una disminucion tanto de la

duracion de la hidrélisis como del tiempo de corte al aumentar el calcio.

El descenso de Tiax Y Tout entre los dos valores extremos de concentracion de
calcio, 1’38 y 5’06 mM, es altamente significativo (P < 0°002), pero cuando se
comparan las LSM obtenidas para concentraciones de calcio menos distantes, éstas solo
son significativamente diferentes entre 1’38 y 3’22 mM. La Figura VI1.2.2.4.1

corresponde a la representacion grafica de las medias recogidas en la Tabla V1.2.2.4.1.
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Tabla VI1.2.2.4.1. Efecto de la concentracion de cloruro cailcico sobre los parametros de tiempo

durante la coagulacién de leche de cabra. '

[Cl,Ca] (mM) Tpax (min) Ty (min)
138 8348 16°4°
322 78 ° 15°4°
5°06 7°5° 14’8 °

LT s tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de reflectancia; 7, tiempo de corte
visual.

*® Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes (P < 0°05). Las comparaciones solo se
establecen dentro de la misma columna.
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Figura V1.2.2.4.1. Efecto de la concentracién de cloruro calcico sobre los parametros de tiempo.

Tinaxs tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de reflectancia; 7, tiempo de corte
visual.
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La ausencia de diferencias significativas entre concentraciones de calcio de 3°22 y
5’06 mM, se atribuye a las pequefias variaciones de tiempo existentes entre los niveles
de calcio considerados, debido probablemente a que el ajuste de pH, realizado con
posterioridad a la adicion de calcio a diferentes niveles, elimina el efecto indirecto de
dicha adicion por descenso del pH. En nuestras condiciones experimentales y a la vista
de los resultados, consideramos que un aumento en el nimero de réplicas podria haberse
traducido en una mayor significacion. En el analisis de los datos obtenidos no se ha

observado interaccion significativa entre el calcio y el tipo de enzima.

Nuestros resultados confirman los conocimientos generalmente aceptados.
Muchos autores han estudiado el efecto de la concentracion de cloruro célcico en la
coagulacion de la leche. Lucey y Fox (1993) han realizado una amplia revision
bibliografica al respecto. La gelificacion de las micelas de caseina hidrolizada no se
inicia si la leche no alcanza una determinada concentracion limite de calcio. La adicion
de calcio por encima de ese nivel y hasta concentraciones de aproximadamente 50 mM
provoca una reduccion del tiempo de coagulacion, pero la adicion a concentraciones
mas altas (> 0’4 M), produce el efecto contrario (McMahon y Brown, 1984bh; McMahon
et al., 1984b). Recientemente, Famelart et al. (1999) confirman un descenso del RCT
determinado mediante el formégrafo (en adelante formografico) al aumentar la fuerza
i6nica por adicion de Cl,Ca hasta una concentracion aproximada de 40 mM,
concentracion a partir de la cual el efecto se invierte. Estas tendencias generales en el
comportamiento del tiempo de coagulacion, por influencia de la adicion de calcio, han
sido ampliamente confirmadas (Hardy y Fanni, 1981; Mehaia y Cheryan, 1983;
Korolczuk y Maubois, 1988; Zoon et al, 1988c; McMahon y Brown, 1990; Lopez,
1993; Sanjuan y Fernandez-Salguero, 1994).

Algunos de los autores mencionados obtienen sus conclusiones mediante el
empleo de métodos dOpticos. Hardy y Fanni (1981), analizan la cinética de coagulacion
mediante la monitorizacion de la reflexion de la luz con un colorimetro, observando un

descenso del tiempo de coagulacién por aumento de la concentracion de cloruro célcico
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desde 0’002 hasta 0°02 M. Korolczuk (1988) conecta un refractometro industrial a un
ordenador, para analizar la cinética de gelificacion enzimadtica, y observa que el punto
de inflexiéon de la curva de incremento de la sefial refractométrica con respecto al
tiempo, se correlaciona inversamente con la concentracion de calcio en el rango
comprendido entre 0 y 8 mM. McMahon et al. (1984b), durante el estudio de la
coagulacion de leche mediante turbidimetria, aprecian un desdoblamiento de la curva
turbidez/tiempo, que atribuyen a la existencia de un efecto doble del calcio sobre la
coagulacidon, a concentraciones comprendidas entre 0’5 y 100 mM. Segin dichos
autores, el calcio podria por una parte favorecer la agregacion y por otra inhibir la
reaccion de gelificacion. En nuestros resultados no se aprecia la aparicion de la referida
irregularidad en la curva de reflectancia /tiempo. Recientemente, de Kruif (1999)
estudia la influencia de la concentracion de Cl,Ca en los valores de RCT derivados de
medidas tanto viscosimétricas (RCT viscosimétrico) como de reflectancia difusa
dindmica. Los valores de RCT observados con ambos métodos disminuyen cuando la

concentracion de Cl,Ca varia entre 0 y 25 mM.

Por otra parte, no existen muchas citas bibliograficas referentes a la variacion del
tiempo de corte en funcion de la concentracion de calcio. Lagoueyte et al. (1995) en
consonancia con nuestras observaciones, apuntan un descenso del tiempo de
coagulacién por aumento de la concentracion de calcio, mientras que al contrario que
nosotros, no refieren la existencia de diferencias en el tiempo de corte, debidas a dicho
factor. Sin embargo, en 1997, Erdem afirma que en el intervalo de concentracion de
calcio comprendido entre 0’5 y 100 mM tanto el tiempo de coagulacion como el de
corte disminuyen al aumentar la concentracion de dicho elemento, especialmente entre 1
y 10 mM. Estas tendencias generales han sido contrastadas por Van Hooydonk y van

den Berg (1988).

El tratamiento térmico de la leche por encima de 65-70°C provoca la precipitacion
parcial del fosfato calcico (van Hooydonk et al., 1987; Veisseyre, 1988) por lo que, la

adicion de Cl,Ca se ha constituido en una practica comun durante la elaboracion de
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queso con el objetivo de compensar la disminucion de la actividad de calcio producida
durante la pasterizacion. Su uso reduce el tiempo de coagulacion y aumenta la dureza
del coagulo en aquellas leches que han sufrido un tratamiento térmico. Parte del calcio
afadido contribuye a incrementar la actividad del calcio, pero la mayor parte se une
directamente a los grupos funcionales de las caseinas con carga negativa
(principalmente a residuos de fosfoserina y grupos carboxilicos) o al fosfato calcico
coloidal (CCP). De hecho, la concentracion de fosfato soluble decrece tras la adicion de

calcio (van Hooydonk y van den Berg, 1988).

Segtin Bringe y Kinsella (1986) la adicion de Cl,Ca aumenta la velocidad de
hidrélisis, mientras que por el contrario, Famelart ez al. (1999) observan un descenso
lineal de la constante de velocidad de hidrolisis con el aumento de la concentracion de
Cl,Ca. No obstante, mayoritariamente se cree que la adicion de Cl,Ca a la leche no
afecta directamente a la fase enzimatica de la coagulacion (Scott-Blair y Oosthuizen,
1961; Mehaia y Cheryan, 1983; Walstra y Jenness, 1984; van Hooydonk ef al., 1986b;
van Hooydonk y van den Berg, 1988; de Kruif, 1999; Mellema et al., 1999) sino que
afecta indirectamente a la velocidad de hidrdlisis, por descenso del pH. La ionizacion
del CL,Ca, conlleva un aumento del Ca*" soluble, que es capaz de desplazar un cierto
numero de protones por transformacién de los iones HPO, en fosfato tricalcico, con
aumento del calcio micelar y solubilizacion de iones H', que disminuye el pH de la

leche.

Por otra parte, se ha afirmado claramente que la adicion de calcio desarrolla su
principal efecto favorecedor de la coagulacion potenciando directamente la agregacion
de las micelas hidrolizadas de caseina, lo que se aprecia mas nitidamente si se mantiene
constante el pH de la leche (Mehaia y Cheryan, 1983; van Hooydonk y Walstra, 1987;
van Hooydonk y van den Berg, 1988; Zoon et al., 1988c; Lucey y Fox, 1993). Este
efecto sobre la agregacion se atribuye a un descenso adicional del potencial zeta (¢) de
las micelas de caseina que ya han sido hidrolizadas (Lucey et al. 1993a). Este hecho

podria guardar relacion con la densidad relativa de la capa pilosa de CMP. En este
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sentido, de Kruif (1999) sugiere que a altas concentraciones de Cl,Ca el descenso de

densidad de la capa pilosa, necesario para inducir la agregacion, es menor.

Por lo tanto, en este estudio, para acceder a un analisis aislado del efecto del
calcio sobre la coagulacion, se contrarresta el descenso asociado del pH, mediante ajuste
del mismo a un valor de 6’5, con posterioridad a la adicién de los diferentes niveles de
cloruro célcico seleccionados (apartados V.2.2 y V.2.4). De esta forma, las variaciones
existentes en los parametros de tiempo, s6lo se atribuyen al efecto del calcio sobre la

cinética de coagulacion, independientemente del descenso concomitante de pH.

Finalmente, el calcio también produce un incremento de la dureza de la cuajada,
alcanzandose un méximo a una concentracion de 10 mM, para disminuir posteriormente

(Dill y Roberts, 1959; Keogh, 1966; Jen y Ashworth, 1970; Marshall et al., 1982).

VI1.2.2.5. Efecto de la temperatura

En los dos experimentos en los que se considerara diferentes temperaturas de
coagulacion (experimentos /'y I1]) el efecto de dicho factor sobre la variabilidad de los
parametros de tiempo y mixtos resulta muy significativo (P < 0°0001) dentro del rango

de temperaturas ensayado (20-40°C).

Como se recoge en la Tabla VI.2.2.5.1, las LSM de los pardmetros de tiempo
ensayados en el experimento / (Tmax, Tciot ¥ Teur) disminuyen con el incremento de la
temperatura (P < 0°0001) mientras que el pardmetro mixto (Dpmax) sufre un aumento
significativo (P < 0°0001). Estos resultados coinciden con los observados en los
parametros, Tmax, Tciots Teut Y Dmax, POT Ustunol ef al. (1993) en leche de vaca mediante
la determinacion de la reflectancia difusa, a 950 nm y a temperaturas de 29°4, 32°2 y
35°C. Y también con los publicados por Payne et al. (1993b) mediante determinacion de
Tmax @ 940 nm y de Ky (27, 31 y 35°C). En el mismo sentido apuntan Korolckzuk y
Maubois (1988) que mediante refractomeria (25, 30, 35, 40 y 45°C) aprecian un
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descenso del tiempo al que aparece el punto de inflexion de la curva sefial/tiempo al
aumentar la temperatura. Passos ef al. (1999) afirman que con el aumento de la
temperatura (29, 32 y 35°C), descienden tanto la duracién de la hidrdlisis como el
tiempo de corte determinados mediante un sensor térmico. Carlson et al. (1987d)
comprueban mediante el formografo que RCT y Ko descienden al aumentar la
temperatura. Estas tendencias han sido amplia y sucesivamente confirmadas (Walstra y

Jenness, 1984; Van Hooydonk y van den Berg, 1988).

En el experimento /7 se confirman los resultados del experimento /, puesto que las
LSM reflejan un aumento de Dp,x con la temperatura, a la vez que los cuatro parametros

de tiempo medidos (Tmax, Tomax> Tomin ¥ Teur) disminuyen.

Tabla V1.2.2.5.1. Efecto de la temperatura sobre los parametros de tiempo y mixtos durante la

coagulacién de leche de cabra. '

Tmax Tclot T2max T2min Tcut Dmax

Experimento Temperatura (°C) (min) (min) (min) (min) (min) (min'l)

28 1776 % 19°4° - - 22°6%  0°028°
1 32 14°0° 159" - - 18°6°  0°034°
36 12°3°  144° - - 172¢  0°040°
20 39°4° -- 32°4%  45°1*  61'7%  0°016°
25 26°8° -- 22°8°  302°  40°5°  0°027°
yii4 30 19°5°¢ -- 16°4°  22°1°  29°5°  0°041°
35 16°3 < -- 1309 1884 25'7°  0°059°¢
40 14°1¢ - 10084 1739 245 0°093 ¢

! Taxe tiempo desde la adicién de enzima hasta el punto de inflexién de la curva de reflectancia; T, tiempo de
coagulacion de Berridge; Thna, tiempo hasta el maximo de la segunda derivada del ratio de reflectancia con respecto
al tiempo; Thyin, tiempo hasta el minimo de la segunda derivada; T, tiempo de corte visual; Dy,,,, maximo valor de
la primera derivada.

*d Medias con el mismo superindice no son significativamente diferente (P < 0°05). Las comparaciones sdlo se
establecen dentro de la misma columna y del mismo experimento.
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Sin embargo, el descenso de los tiempos al aumentar la temperatura es mas
acusado en los tramos 20-25°C y 25-30°C (P < 0°0004), tornandose este efecto mucho
menos significativo o incluso no significativo en los tramos 30-35°C y 35-40°C. Segtin
van Hooydonk y van den Berg (1988) y Payne et al. (1993b), a temperaturas inferiores a
30°C las reacciones de agregacion y gelificacion son las etapas limitantes de la
velocidad, motivo por el cual se produce un acusado incremento de los tiempos de
coagulacion y corte por debajo de dicha temperatura. La disminucion de las distancias
relativas entre las LSM al aumentar la temperatura podrian facilitar la desaparicion de
las diferencias significativas a altas temperaturas, lo cual, como se comenta
posteriormente en este mismo apartado, también puede guardar relacién con cierto
grado de inactivacion enzimatica (Zoon et al., 1988b) y/o con la disminucion de los
valores de Qjo con el aumento de la temperatura (Mehaia y Cheryan, 1983). Con
respecto a la significacion de la comparacion entre medias en el parametro Dp,x se

observa un fendmeno similar.

El descenso de los parametros de tiempo y el aumento de Dy, ha sido atribuido
al efecto conjunto de la temperatura sobre las fases de hidrodlisis y de agregacion. Las
fuentes bibliograficas consultadas presentan un alto grado de consenso en ralacion con
la interpretacion del efecto de la temperatura sobre las distintas fases de la coagulacion.
La temperatura favorece tanto la fase de hidrolisis de la k-caseina como la fase de
agregacion de las micelas de caseina hidrolizadas (McMahon y Brown, 1984b; Walstra
y van Vliet, 1986; van Hooydonk y Walstra, 1987; Fox, 1988; Sharma et al., 1989), lo
que conduce a un descenso de RCT (Hardy y Fanni, 1981; Mehaia y Cheryan, 1983;
Lagoueyte et al., 1994, 1995; Sharma et al., 1989, 1993; Niki et al., 1994b; Sanjuan y
Fernandez-Salguero, 1994).

La temperatura ejerce un efecto mucho mas marcado en la fase de agregacion que
en la hidrdlisis. El valor Qo para la reaccion de hidrolisis varia entre 1°3 y 2 segln la
mayoria de autores (Cheryan et al., 1974: 2°0; Visser, 1981: 2°0; Mehaia y Cheryan,
1983: 5°3-5°7 entre 20-40°C; McMahon y Brown, 19845b: 1°8-2°0 entre 1-30°C; van
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Hooydonk et al., 1984: 1°3-1°5 a 30°C; Walstra y Jenness, 1984: 3°0; van Hooydonk y
Walstra, 1987: 1°4; Fox, 1988: 1°8; van Hooydonk y van den Berg, 1988: 1°3-2°0;
Veisseyre, 1988: 3°0; Fox y Mulvihill, 1990: 2°0), mientras que el Qjo de la agregacion
es superior a 11’0 para la mayoria de los autores (Cheryan et al., 1974: 11°0-12°0 entre
20-50°C; Visser, 1981, 12°0; Mehaia y Cheryan, 1983: 11°4-12°0 entre 20-40°C;
McMahon y Brown, 19845: 11°0-12°0; Walstra y Jenness, 1984: 30°0; van Hooydonk y
Walstra, 1987: 30°0 a 30°C; Fox, 1988: 16°0; Veisseyre, 1988: 15; Fox y Mulvihill,
1990: 16°0).

El aumento de la temperatura produce un incremento de la velocidad de hidrolisis
(Carlson et al., 1987a). Una mayor temperatura incrementa los movimientos
brownianos produciendo un aumento de la probabilidad de colisién entre enzima y
sustrato. Por otra parte, el aumento de la temperatura incrementa el porcentaje de
colisiones efectivas ya que existen mas particulas con energia cinética superior a la
energia de activacion necesaria para la reaccion de hidrolisis (Jiménez y Macarulla,
1984). Pero como se ha comentado, el aumento de la temperatura también favorece la
agregacion ya que el aumento del porcentaje de colisiones efectivas entre las micelas de
caseina hidrolizadas favorece la reaccion de agregacion. Ademads, las uniones que se
establecen entre las micelas de para-k-caseina y que conducen a la gelificacion de la
leche, son esencialmente hidrofébicas, aunque también los puentes de hidrogeno y los
enlaces de naturaleza ionica son importantes. Los enlaces hidrofobicos aparecen mas
rapidamente y son mas fuertes cuando aumenta la temperatura, conduciendo a la rapida
formacion de cadenas y racimos de micelas y a una mas rapida fusién de las mismas
(Lagoueyte et al., 1994), que como consecuencia favorece la agregacion, motivo por el

que el gel se forma mas rapido alcanzando una mayor dureza maxima.

En la Figura VI1.2.2.5.1, obtenida a partir de los datos de la Tabla VI.2.2.5.1
pertenecientes al experimento //1, se observa graficamente y de forma conjunta el efecto

de la temperatura sobre los parametros de tiempo y el pardmetro mixto Dpp,x.
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Figura V1.2.2.5.1. Efecto de la temperatura sobre los parametros de tiempo y mixtos.

Experimento 7I1. Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de reflectancia; Ty,
tiempo de corte visual; 7o, tiempo hasta el maximo de la segunda derivada del ratio de reflectancia con respecto al
tiempo; Tomin, tiempo hasta el minimo de la segunda derivada; D,,,, maximo valor de la primera derivada.

Como puede apreciarse, el efecto de la temperatura sobre los pardametros de
tiempo no es lineal, 1o cual ha sido observado por numerosos investigadores (Foltmann,
1959; Scott-Blair y Burnett, 1959; Fox, 1969; Ramet y Weber, 1980; Hardy et al., 1985;
Korolczuk y Maubois, 1988; Zoon et al., 1988b; Sharma et al., 1989, 1993; Lagoueyte
et al., 1994, 1995; Niki et al., 1994b) como se representa en la Figura V1.2.2.5.2. Para
comparar los resultados de tres autores diferentes, en dicha figura se expresan los datos
como valores relativos con respecto al tiempo observado a 40°C. Van Hooydonk y van
den Berg (1988) mencionan un ascenso drastico de los tiempos de coagulacion y de
corte conforme la leche se enfria por debajo de 30°C -de forma anéloga a lo observado
en la Figura VI.2.2.5.2- y lo atribuyen al efecto limitante de la agregacion y la

gelificacion sobre la velocidad de coagulacion a temperaturas inferiores a 30°C.
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Tiempo relativo (referido a 40°C)
N

15 20 25 30 35 40 45

Temperatura (°C)

—@— Zoon et al. (1988b) (Tclot) —#— Ramety Weber (1980) (Tclot) —&— Articulo 3 (Tmax)

Figura VI1.2.2.5.2. Efecto no lineal de la temperatura sobre los parametros de tiempo.
Toot, tiempo de coagulacion; Ty, tiempo desde la adicidn de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de
reflectancia. Corresponde a Fig. 3 del articulo 3.

Por su parte, Zoon et al. (1988b) afirman que a temperaturas mas altas, y en forma
mas acusada entre 20°C y 30°C, la reaccion de coagulacion es mas rapida, lo que se
refleja en un incremento mas pronunciado de los modulos elastico y viscoso. Mehaia y
Cheryan (1983) calculan el Qjy del proceso de coagulacion (hidrélisis + agregacion)
entre 20°C y 30°C y entre 30°C y 40°C y observan un Q;¢ mayor entre 20°C y 30°C que
entre 30°C y 40°C, lo que esta relacionado con el efecto no lineal de la temperatura
sobre el tiempo de coagulaciéon. No obstante, este comportamiento también podria
deberse a una inactivacion térmica de la quimosina. La Figura V1.2.2.5.3 es andloga a
la VI.2.2.5.1, pero realizada conforme a los parametros de tiempo obtenidos en el
experimento /. En dicha figura no se observa, tan claramente, el efecto cuadratico de la
temperatura debido al reducido rango de temperaturas utilizado (28-36°C). Si en la
Figura VIL.2.2.5.1 s6lo consideramos el rango de temperatura comprendido entre 28 y

36°C, tampoco apreciamos dicho efecto nitidamente.
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Figura V1.2.2.5.3. Efecto de la temperatura sobre los parametros de tiempo y mixtos.

Experimento /. Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de reflectancia; Ty,
tiempo de coagulacion de Berridge; T, tiempo de corte visual; Dy, maximo valor de la primera derivada de la
curva de reflectancia con respecto al tiempo.

Con relacion a las interacciones de otros factores con la temperatura, se observa la
existencia de interaccidon entre la temperatura y la concentraciéon de enzima para las
variables de tiempo, Tmax, Teiot Y Tewt (P < 0°0001). Por lo tanto, el aumento de la
concentracion de enzima favorece el efecto de la temperatura sobre los pardmetros de

tiempo.

Por otra parte, Saputra en 1992 afirma que la reflectancia difusa, medida
respectivamente a longitudes de onda de 820, 940, 1250 y 1650 nm, es util para
monitorizar la hidrélisis enzimatica de la leche. Recientemente, Lopez et al. (1998)
encuentran que la maxima velocidad de cambio del mddulo eléstico (G’) con respecto al
tiempo, se correlaciona linealmente con la constante de hidrdlisis de la k-caseina a
valores de pH de 6’74, 6’5 y 6°25. Por otra parte, el pardmetro de reflectancia difusa,

Dinax, corresponde a la pendiente maxima del incremento en reflectancia que se alcanza
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a tiempo Thax, por lo que siempre es ligeramente anterior al tiempo de coagulacion de
Berridge (Castillo et al., 2000b). Asumiendo que Dp, estd correlacionada con la
velocidad de hidrélisis de la k-caseina, se puede establecer la siguiente ecuacion tipo

Arrhenius, para estudiar el efecto de la temperatura sobre la hidrolisis:

E
InD_, =In4-|—= (VI.2.2.5.1)
RT

donde

A = estimacion del factor de frecuencia de Arrhenius,
R = constante universal de los gases, 8’314 Jmol' K, y

E,= estimacion de la energia de activacion para la hidrolisis de la k-caseina.

T = temperatura absoluta.

Como se esperaba, existe una relacion lineal entre el In D¢ y 1/7 a cada una de

las concentraciones de proteina (para cada concentracion, el valor de Dp,.x a cada
. o 2

temperatura corresponde a la media de tres réplicas). Los valores de R” encontrados son

respectivamente 0°999 (Figura V1.2.2.5.4), 0°996 y 0’995 para 3, 5 y 7% de proteina.

In (Dpmax/s™)

0.5

0 T T T
3.15 3.2 3.25 3.3 3.35 34 3.45

/T *1000 (K'")

Figura VI1.2.2.5.4. Relacion tipo Arrhenius entre D,,,,y la inversa de la temperatura absoluta.
Dax, maximo valor de la primera derivada de la curva de reflectancia con respecto al tiempo.
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Los valores de E, calculados son 63°5, 68’1 y 71’7 kJ mol’! para 3, 5y 7% de
proteina respectivamente. Como se refleja en la Figura VI.2.2.5.5, los valores de E,
aumentan proporcionalmente a la concentracion de proteina, aunque dicho efecto no

tiene significacion estadistica.

~
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R%=0,9951

Ea (kJ mol™)
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Figura VI.2.2.5.5. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la energia de activacion de la

hidrolisis de la k~caseina.

Estos resultados coinciden con lo citado por diferentes investigadores (Saputra
1992, van Hooydonk et al., 1984; Hyldig, 1993; Lomholt, 1996) que concluyen que la
constante de velocidad del proceso de hidrolisis enzimética evoluciona de forma

inversamente proporcional a la concentracion de sustrato.
V1.2.2.6. Efecto de la concentracion de sustrato
En el experimento //] se estudia la influencia de la concentracion de sustrato («-

caseina) mediante el ajuste de la concentracién de proteina en la leche (3, 5 y 7%). El

efecto de la modificacion del nivel proteico en la variabilidad de los parametros de
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tiempo (Tmaxs Teuts T2max ¥ To2min), €8 muy significativo (P < 0°0001), siendo Diax,
independiente de dicho factor. La interaccidon proteina X temperatura es significativa

para Tmam T2max y T2min (P < 0,0001)

Como se desprende del andlisis de las LSM recogidas en la Tabla VI.2.2.6.1,
todos los parametros de tiempo aumentan con el incremento de la concentracion
proteica (P < 0°0001) mientras que la distancia relativa entre Tax Y Teut, medida como

(Teut — Tmax)/ Tmax, s€ acorta (P <0°0001).

Tabla VL.2.2.6.1. Efecto de la concentracion de proteina sobre los parametros de tiempo y mixtos

durante la coagulacién de leche de cabra. '

e Tmax Tcut T2max TZmin Dmax
0 -

Proteina (%) (min) (min) (min) (min) (min™) (Teur-Tman) Tnan
13’3 30’7 10072 16°0* 0’050 *° 12t
22°0° 33°8° 182° 252° 0’050 * 0°5°
34°5 ¢ 44>7° 28’4 ° 38°9°¢ 0’042 *° 03¢

! Tmax, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexiéon de la curva de reflectancia; T, tiempo de
corte visual; Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el maximo de la segunda derivada del ratio de
reflectancia con respecto al tiempo; 75, tiempo desde la adicion de enzima hasta el minimo de la segunda derivada;
D0, maximo valor de la primera derivada.

#¢ Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes (P < 0°05). Las comparaciones solo se
establecen dentro de la misma columna.

La interpretacion de los resultados expuestos no resulta sencilla, si consideramos
las profundas contradicciones encontradas en la literatura relativas al efecto de la
concentracion de sustrato sobre el tiempo de coagulacion y la constante de velocidad de
la etapa de hidrolisis. Algunos autores aseguran que tiene lugar un descenso de RCT
cuando se aumenta la concentracion de proteina mediante ultrafiltracion (Reuter ef al.,
1981; Lucisano et al., 1985; Mehaia y El-Khadragy, 1988; Sharma et al., 1992;
O’Callaghan et al., 1999b). El descenso de RCT es también observado por Sharma et
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al. (1993) cuando no se realiza ajuste del pH de la leche, pero curiosamente, si éste se
ajusta (6°0, 6’4 y 6’8) la concentracion de proteina no ejerce efecto alguno. Discrepando
con Sharma et al. (1993), Waungana et al. (1998) comprueban dicha disminucién de
RCT cuando ajustan el pH a 6’5, no observandola al pH natural de la leche. Mehaia
(1994) determina una reduccion de RCT con el aumento de proteina que tiende a
desaparecer al aumentar la concentraciéon de enzima, la acidez o la concentracién de
CL,Ca. Sin embargo, los resultados de este estudio coinciden con Dalgleish (1980), que
afirma que un incremento en la concentracion de caseina mediante ultrafiltracion o
adicion de ultrafiltrado de leche provoca un ascenso de la dureza final, mientras que el
tiempo de coagulacion no se ve afectado o sufre un ligero aumento. Por su parte, otros
autores como Culioli y Sherman (1978), Schmutz y Puhan (1978), Garnot y Corre
(1980), Garnot et al. (1982); Ambrosoli ef al. (1988) y Clark y Sherbon (2000) afirman

que RTC claramente aumenta al elevar la concentracion de proteina.

Puesto que la primera fase de la coagulacion es de naturaleza enzimatica, para
interpretar los resultados obtenidos en esta experiencia es preciso considerar las
condiciones experimentales en las que ha sido realizada, en relacion con las
concentraciones de enzima y sustrato. Varios autores han demostrado que la hidrolisis
de la k-caseina se ajusta a una cinética de Michaelis —-Menten (Garnier, 1963; Carlson,

1982; Dalgleish, 1993):

~d[s] _ 7, ds] (V1.2.2.6.1)
dt Km+[S]

donde

Vmax = méaxima velocidad de hidrolisis (por saturacion de los centros del enzima
con el sustrato),

K = constante de Michaelis-Menten y

[S] = concentracion de sustrato a tiempo .

194



Resultados y discusion

Cuando se cumple [S] >> K, entonces -d[S]/dt = Viax, €sto es, la reaccion de
hidrolisis se aproxima a una cinética de orden cero, y la velocidad es independiente de
la concentracion de sustrato, mientras que si K, >> [S] la reaccion es de orden uno, por
lo que la velocidad de hidrélisis es directamente proporcional a la concentracion de
sustrato. Van Hooydonk y Walstra (1987) revisan los parametros cinéticos de la
hidrolisis realizada por la quimosina en diferentes sustratos. Para la hidrdlisis
enzimatica desarrollada por la quimosina sobre la k-caseina presente en la leche, se
sugieren valores de Ky, entre 0°001 y 0°05 mM. Si asumimos que un 73’8% de la
proteina total en la leche de cabra es caseina y que el 11°5% de la caseina es k-caseina
(Quiles y Hevia, 1994), se puede estimar que las muestras con un contenido proteico de
3, 5y 7% deben contener respectivamente 0’13, 0°22 y 0°31 milimoles de k-caseina por

litro.

Puesto que la [S] debe ser al menos 10 veces mayor que el K, para que la enzima
se considere saturada por el sustrato (Christensen y Palmer, 1980), para que se
cumpliese simultdneamente la condicion de saturacion para un 3, 5y 7% de proteina, la
K deberia ser menor de 0°013 mM. Ya que el valor de Ky, para la hidrolisis de la
caseina en la leche se cree comprendido entre 0’001 y 0’05 mM, la probabilidad de que

se cumpla la condicion de saturacion seria de un 25%.

Por lo tanto, en nuestras condiciones experimentales parece mas probable que se
cumpla la condicién K, >> [S] que la condicion contraria, lo que supondria que la
cinética de hidroélisis se reduce a una cinética de orden uno. Muchos autores afirman
que, habitualmente, una reaccioén de primer orden describe de forma correcta la reaccion
de hidrolisis enzimatica (van Hooydonk et al., 1984, 1986a; van Hooydonk y Walstra,
1987; Lombholt, 1996; Lopez et al., 1997a; Mellema et al., 1999).

Por todo lo expuesto, en nuestras condiciones experimentales, se espera que el
incremento en la concentracion de proteina produzca un aumento de la velocidad de

hidrélisis y como consecuencia un descenso de los pardmetros de tiempo. Sin embargo,
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los datos de la tabla anterior (VI.2.2.6.1) representados en la Figura VI1.2.2.6.1

sugieren, todo lo contrario.

50 14
x 112
a 40
5 +1
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-E P 30 - los ;
= 'c E
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€, To6
= [
[y +04
2 101
= 102
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0
2 3 4 5 6 7 8

Proteina (%)

—&—Tmax —@—Tcut ——T2max —A— T2min —©—Dmax —O©— (Tcut-Tmax)/Tmax

Figura V1.2.2.6.1. Efecto de la concentracion de proteina sobre los parametros de tiempo y mixtos.
Tinaxs tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de reflectancia; 7, tiempo de corte
visual; Ty, tiempo hasta el maximo de la segunda derivada del ratio de reflectancia con respecto al tiempo; Tomin,
tiempo hasta el minimo de la segunda derivada; D,,,,, maximo valor de la primera derivada multiplicado por 100;
(Teur Tnax)/ Tinax» tiempo relativo entre Tip ¥ Tey

La reaccion enzimatica podria en determinadas condiciones reducirse a una
reaccion de orden cero o de orden uno, en funcidon de la relacion entre K, y [S] que
depende a su vez de muchos factores. Téngase en cuenta que las referencias
bibliograficas encontradas sobre el valor de K,, son muy heterogéneas y que segun
Lehninger (1987) y Stryer (1988), el valor de K, para un enzima determinado no es fijo
sino que depende de cada sustrato particular y de su estructura, asi como del pH, la
temperatura y la fuerza idnica. Entonces, si se analiza la variedad de efectos observados

en relacion con la influencia de la proteina sobre RCT y la diversidad de condiciones
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experimentales en las que los trabajos de investigacion han sido realizados -ajuste/no
ajuste del pH, proporcion constante o no de la relacion enzima/proteina, método de
ajuste proteico, etc.-, obviamente, no podemos saber con certeza el orden de la reaccion

enzimatica bajo el que ha sido realizada la hidrdlisis en cada caso.

Van Hooydonk et al. (1984), Saputra (1992), Hyldig (1993) y Lomholt (1996)
observan que la constante de velocidad de hidrolisis no s6lo no aumenta con la
concentracion de proteina, como predice una cinética de orden uno, ni se mantienen
constante, en concordancia con un proceso de orden cero, sino que mas bien disminuye.
Este inesperado, descenso en la constante de hidrolisis debe resultar de la disminucion
de la velocidad efectiva de difusion de la enzima debido al aumento de la concentracion
proteica, y podria explicar porque Tmax, Tomaxs T2min ¥ Tcut @umentan significativamente
con la proteina. Esta hipdtesis concuerda con lo encontrado por Muhr y Blanshard
(1982), que afirman que la velocidad de difusion de un soluto en una disolucion de
polimeros depende de la concentracion de dichos polimeros, y con lo publicado por
Vélez-Ruiz y Barbosa-Canovas (1998) y Reddy y Datta (1994), que indican un aumento
del coeficiente de consistencia de la leche concentrada y/o reconstituida en funcion de

su contenido en solidos.

Por todo ello, van Hoooydonk et al. (1984) propuso un modelo de difusién para
describir la hidrdlisis enzimatica de la k-caseina en leche, en el que la velocidad de
difusion de la enzima hacia la superficie de las micelas de caseina controla la velocidad
de la reaccion. Por su parte, Payens (1984), basandose en el incremento de viscosidad
provocado por la concentracion proteica y en su efecto ralentizador sobre la difusion,
realiza un analisis que reconcilia una cinética de hidrolisis de orden uno, con un
incremento de RCT por aumentar la concentracion de proteina. Saputra (1992) analiza la
hidrélisis de la leche mediante reflectancia difusa, asumiendo que esta reaccion sigue
una cinética de primer orden descrita mediante un modelo de difusion. Dicho
investigador conjuga, al igual que Payens (1984), el descenso de la constante de

hidrolisis, debido al descenso de la difusion por aumento de la proteina, con valores
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ascendentes de Thax, a todas las longitudes de onda, temperaturas y concentraciones de

enzima estudiadas.

Pero podemos realizar el andlisis desde otra perspectiva. Sabemos que la
agregacion no se inicia hasta que la A-caseina ha sido hidrolizada en un 60-80%
(Carlson et al., 1987a, b). Por lo tanto, si la enzima estuviera saturada con el sustrato,
un incremento en la concentracion de caseina, a concentracion constante de enzima,
podria traducirse en un aumento de la duracion de la fase de latencia necesaria para que
se alcance el porcentaje de hidrdlisis requerido para el inicio de la fase de agregacion.
En nuestras condiciones experimentales, si bien no parece lo mas probable, la enzima
podria estar saturada con el sustrato (orden cero) siempre que el “valor real” de K, para

la reaccion de hidrolisis sea menor de 0°013 mM.

La hipotesis de saturacion con el sustrato concuerda con el comportamiento
observado en el parametro Dy.x. En sus ensayos, Saputra (1992) observa que la
reflectancia difusa permite medir la hidrélisis enzimdtica de la leche. Por otra parte
Dinax, que corresponde a la pendiente maxima del incremento en reflectancia difusa,
parece ser el parametro de reflectancia mas relacionado con la velocidad de hidrolisis.
Si la enzima estuviese saturada con el sustrato, al aumentar la concentracion de caseina
la velocidad de hidroélisis deberia ser constante, lo que se reflejaria en un valor fijo de

Dmax .

En dichas condiciones, la misma cantidad de enzima tendria que hidrolizar a
velocidad constante mas sustrato, produciendo un aumento de los pardmetros de tiempo.
Esta hipodtesis de saturacion enziméatica es consistente con lo observado en el presente
estudio, esto es: aumento de los parametros de tiempo y valor constante de Dy, (Véanse
las anteriores Tabla VI1.2.2.6.1 y Figura V1.2.2.6.1), y coincide con lo publicado por
Culioli y Sherman (1978) que comprueban que RCT aumenta con la concentracion

proteica a todas las £y ensayadas.
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Con respecto al comportamiento de 7¢, varios autores afirman, como se ha
comentado, que la velocidad de endurecimiento del gel aumenta cuando se incrementa
la concentracion de proteina (van Hooydonk y van den Berg, 1988; Guinee et al.,
1997), probablemente debido a un aumento del namero de colisiones efectivas entre las
micelas de caseina hidrolizadas, por lo que cabria esperar un descenso de 7¢y. Incluso
aunque se produjese un aumento de las velocidades de agregacion y endurecimiento del
gel como consecuencia de una mayor concentracion de sustrato, el retraso producido en
el inicio de la agregacion, debido al retardo de la fase de hidrdlisis, podria conducir a un
incremento de 7, Esto podria explicar porque se observa un incremento de T, al
aumentar la proteina, y a la vez se produce un descenso significativo de la distancia de
tiempo relativa entre Tmax Y Tewt segun se representa en la figura previa (Figura

VI.2.2.6.1).

V1.2.3. Efecto de los factores de la coagulacion en los parametros de respuesta

V1.2.3.1. Efecto del tipo de enzima

El andlisis de varianza revela que parte de la variabilidad de los parametros de
respuesta estudiados en el experimento /7 (Rmax ¥ Reut, P < 0’02 y P < 0°003) se debe
respectivamente) al tipo de enzima empleado (cuajo de cabrito liquido o enzima
microbiano de M. miehei), mientras que la variabilidad del parametro 7, no depende

del tipo de enzima, como era de esperar.

Tal como se recoge en la Tabla VI.2.3.1.1, las LSM de Ry.x y Reuw resultan
significativamente mayores con el cuajo de cabrito liquido que empleando la enzima
coagulante derivada de M. miehei. Pese a producir el cuajo de cabrito los menores
tiempos (Tmax ¥ Teut) €n comparacion con la enzima de origen microbiano (apartado
VI1.2.2.1), los ratios de reflectancia correspondientes a esos tiempos son mayores en el
cuajo de cabrito, lo cual indica de forma clara que dicha enzima coagula la leche de

cabra mas rapidamente que la enzima microbiana.
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Tabla VIL.2.3.1.1. Efecto del tipo de enzima sobre los parametros de respuesta durante la

coagulacién de leche de cabra. '

Tipo de enzima Ruax R Vo
Cuajo de cabrito liquido 1’053 * 1’104 * 1’998 *
Enzima coagulante de M. miehei 1°049 ° 1°094° 2°000 *

! Rmax, ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia; Ry, ratio de reflectancia en el
tiempo de corte visual; V, voltaje inicial.

*® Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes (P < 0°05). Las comparaciones solo se
establecen dentro de la misma columna.

La constante de velocidad de hidrélisis es mayor con cuajo de cabrito (Lopez et
al., 1997a) y también la hidrdlisis es mas especifica (Lopez, 1993), lo que genera
menores tiempos y condiciona un inicio anticipado de la agregacion y del
endurecimiento, que a su vez produce mayores ratios de reflectancia, si comparamos a

un tiempo dado.

Por otra parte, no se observan diferencias significativas entre las enzimas
estudiadas, con respecto al parametro V), ni existen interacciones entre el tipo de cuajo y
la concentraciéon de cloruro de calcio para ninguna de las variables de respuesta

analizadas.

V1.2.3.2. Efecto de la concentracion de enzima

El efecto de la concentracion de enzima (0°02-0°05 mL kg'l) sobre las variables,
Riuax Y Reuwt, se ha estudiado en el experimento 7, y pese a que su variabilidad depende
significativamente de la concentracion de enzima (P < 0’0012 y P < 0’0148
respectivamente), el analisis de las LSM no permite concluir tendencia alguna en su

comportamiento (Tabla V1.2.3.2.1).
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Tabla V1.2.3.2.1. Efecto de la concentracion de enzima sobre los parametros de respuesta durante

la coagulacién de leche de cabra. '

EO (mL kg-l) Rmax Rcut
0°020 1°088 ° 1’191
0°035 1°077° 1’170 ®
0°050 1°078° 1°175°

! E,, concentracion de enzima; R, ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia; R,
ratio de reflectancia en el tiempo de corte visual.

*® Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes (P < 0°05). Las comparaciones solo se
establecen dentro de la misma columna.

La obtencion de significacion en el analisis de varianza sin la observacion de una
evolucién consistente podria deberse a que el numero de ensayos realizados no permite
apreciar posibles diferencias, pero tras un analisis detallado consideramos que Ryax Y

Ry no varian en funcion de E, (Figuras V1.2.3.2.1 y V1.2.3.2.2).

14 -
1.35 4 [)
[ J
1.3 -
1.25 4 !
< 1.2
1.15 4
1.1
1.05 -
1 T T T T 1
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Eo(mL kg")
Figura VI1.2.3.2.1. Evolucién de R, en funcion de la concentracion de enzima.

E,, concentracion de enzima; R, ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia. Valores de
R, medidos dentro de los rangos ensayados de pH (5’5-6’5) y temperatura (28-36°C). N = 81.
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En esa direccion apuntan Garnot y Olson (1982) que demuestran una
independencia del valor final del modulo de rigidez, determinado mediante el aparato de
Vanderheiden (1976), con respecto a la concentracion de enzima, lo que indica que la
matriz final de cuajada depende de las interacciones existentes entre las micelas de

caseina y de las caracteristicas de la leche, mas que de la velocidad de hidrolisis.

En la Figura VI1.2.3.2.2 se analiza el efecto de la concentracion de enzima en el
perfil de reflectancia difusa y su primera derivada. Se aprecia claramente que cuando la
concentracién de enzima aumenta desde 0°02 a 0’05 mL kg los parametros de tiempo
Tmax V Teuwt disminuyen, mientras que los ratios de reflectancia correspondientes a esos
tiempos se mantienen aproximadamente constantes, produciendose un desplazamiento

horizontal de las curvas.
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Figura V1.2.3.2.2. Efecto de la concentracién de enzima en los parametros de tiempo y respuesta.

® Punto de inflexion, observese: Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de
reflectancia; Ry, ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia. B Corte, observese: T¢y,
tiempo de corte visual; R, ratio de reflectancia en el tiempo de corte visual. Cada curva es la media de tres réplicas.
Corresponde a la Fig. 3 del articulo 1.
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Logicamente, el descenso de los parametros de tiempo, se acompafia de un
incremento en el valor del méximo de la primera derivada, que se aprecia claramente en
una mayor altura de la funciéon derivada. Aunque Ustunol et al. (1993) no
proporcionaron en su estudio valores numéricos de Rpyax ¥ Reu, 1a tendencia general
observada en la evolucion de los perfiles de reflectancia en funcidén de la concentracion

de enzima coincide con nuestras observaciones.

V1.2.3.3. Efecto del pH

La influencia del pH en el rango 5°5-6’5 sobre las variables de respuesta se
analiza en el experimento /. El andlisis estadistico muestra que la variabilidad de Ry.xy
Ry, depende significativamente de la concentracion de enzima (P < 0’0081 y P <
0’0068 respectivamente) pero, como anteriormente, el analisis de las LSM no refleja

tendencias con respecto a la variacion del pH (Tabla V1.2.3.3.1).

Tabla V1.2.3.3.1. Efecto del pH sobre los parametros de respuesta durante la coagulacion de leche

de cabra.!
pH Rmax Rcut
5’5 1°080 ° 1’178 ®
6’0 1°077 ® 1’167°
6’5 1°086 ° 1°191°

! Rinax, Tatio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia; R, ratio de reflectancia en el
tiempo de corte visual.

> Medias con el misma superindice no son significativamente diferentes (P < 0°05). Las comparaciones solo se
establecen dentro de la misma columna.

La significacion obtenida en el andlisis de varianza, sin observacion de una

tendencia definida, podria deberse a un niimero insuficiente de réplicas, pero tras el
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analisis cuidadoso de las mismas consideramos que Ry.x ¥ Reut NO varian en funcion del

pH (Figuras V1.2.3.3.1 y V1.2.3.3.2).
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1.35 )
)
1.3 |
1.25 |
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F [ ] e
g 12 '
1.15 - .
11 L4
1.05 -
1 T T T 1
5 55 6 6.5 7

pH

Figura V1.2.3.3.1. Evolucién de R, en funcion del pH.
R, ratio de reflectancia en el punto de inflexién de la curva de reflectancia. Valores de R, medidos dentro de los
rangos ensayados de concentracién de enzima (0°02-0°05 mL kg™ y temperatura (28-36°C). N = 81.

En la Figura VI1.2.3.3.2 se refleja la influencia del pH en el perfil de reflectancia
difusa y su primera derivada. Se observa que un descenso del pH de 6’5 a 5’5 produce
una disminuciéon de los parametros de tiempo, Tmax ¥ Teuw, mientras que los ratios de
reflectancia correspondientes a dichos tiempos (Rmax ¥ Reur) N0 varian, lo cual produce

un desplazamiento horizontal de las curvas, como en el caso anterior.

El descenso de los parametros de tiempo, se acompaia de un incremento del
maximo de la primera derivada, que se aprecia en una mayor altura de la funcion
derivada excepto para un valor de pH de 5’5 (ver significacion estadistica de las

diferencias en Tabla VI1.2.3.3.7). Logicamente esto implica una menor reduccion de los
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parametros de tiempo entre valores de pH 6’0 y 5°5. Nuestros resultados coinciden con
la tendencia general observada por Ustunol et al. (1993), si bien, su estudio se realizé en
un rango mas estrecho de pH comprendido entre 6’7 y 6’3, motivo por el que estos

autores no encuentran descenso alguno en el pardmetro Dyy.
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Figura V1.2.3.3.2. Efecto del pH sobre los parametros de tiempo y de respuesta.

® Punto de inflexion, observese: Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de
reflectancia; Ry, ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia. B Corte, observese: ey,
tiempo de corte visual; R.,, ratio de reflectancia en el tiempo de corte visual. Cada curva es la media de tres réplicas.
Corresponde a la Fig. 2 del articulo 1.

Los resultados expuestos coinciden con Elaya et al. (1995) que afirma que tanto a
15°C como a 20°C, la acidificacion de leche de cabra, oveja y vaca desde su pH inicial
hasta pH 5’9 produce un aumento de la turbidez mientras que, por el contrario, el

descenso de pH de 5’9 hasta 5°2 produce un descenso de la misma.

En consonancia, Jen y Ashworth (1970), Brule y Lenoir (1989) y Marshall et al.
(1982) senalan que el aumento de la velocidad de coagulacion producido por la

acidificacion s6lo se acompana de aumento de la dureza maxima si el pH no desciende
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por debajo de 6°0, valor a partir del cual la desmineralizacion y desagregacion micelar

revierten el proceso (apartado VI.2.2.3).
V1.2.3.4. Efecto de la concentracion de cloruro calcico
La influencia ejercida por la concentracion de Cl,Ca (1°38-5°06 mM) sobre la

variabilidad de los parametros de respuesta, Rmax, Rewt ¥ Vo, no es significativa

(experimento /7), por lo que no existen diferencias entre las LSM (Tabla V1.2.3.4.1).

Tabla VI1.2.3.4.1. Efecto de la concentracion de cloruro calcico sobre los parametros de respuesta

durante la coagulacién de leche de cabra. '

[C1,Ca] (mM) Rpax Ry Vo (V)
1’38 1’051 1’1022 17989 *
3°22 1°050 1°099 * 2°004 *
5°06 1’051 1097 2 2°005 *

! Rmax, ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia; Ry, ratio de reflectancia en el
tiempo de corte visual; V,, voltaje inicial.

* Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes (P < 0°05). Las comparaciones sélo se
establecen dentro de la misma columna.

En consonancia con nuestras observaciones Mellema et al. (1999) estudian la
coagulacién de micelas de caseina en leche desnatada mediante reologia y reflectancia
difusa y comprueban que, la adicion de disoluciones de Cl,Ca a la leche no modifican ni

la densidad ni el indice de refraccion en el rango 0-0°5 M.

Lochte-Watson et al. (1998) estudia el efecto del pH y de la concentracion de
grasa, proteina y calcio sobre la reflectancia difusa en leche y el andlisis de varianza no

revela efecto significativo de la concentracion de calcio sobre la reflectancia difusa, si
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bien la interaccion entre el calcio y proteina es significativa.

Por el contrario, McMahon y Brown (1990) que monitorizan la coagulaciéon de
leche reconstituida mediante reflectancia difusa y el formégrafo, tras constatar que los
valores de turbidez se correlaciona con los de G, calculan G. mediante ajuste de los
datos experimentales a una forma modificada de la ecuacion de Scott-Blair y Burnett

(1963b), comprobando que la adiciéon de calcio (1-20 mM) aumenta Ge.

Recientemente, Famelart e al. (1999) emplean un reémetro para determinar el
modulo de rigidez de dispersiones de micelas de caseina en disoluciones de diferente
concentracion de Cl,Ca. Dichos investigadores ajustan los datos experimentales (G) a la
ecuacion de Scott-Blair y Burnett (196356) a fin de obtener una estimacion de G, cuyo
valor, al contrario que en el caso de McMahon y Brown (1990), no mostrd variacion

significativa en funcion de la concentracion de Cl,Ca.

Las conclusiones de Famelart et al. (1999) concuerdan con nuestros resultados, si
tenemos en cuenta que tanto Ry, como Ry son proporcionales -en forma similar al
modulo de rigidez- al grado de agregacion y el endurecimiento (apartados VI.5.8.2 y

VI1.5.10).

V1.2.3.5. Efecto de la temperatura

Sendos andlisis de varianza realizados en los experimentos /'y //I demuestran que
parte de la variabilidad de los pardmetros (Rmax, Reut Y Vo) se debe a la temperatura (P <
0°0001) entre 20°C y 40°C. Como se aprecia en la Tabla V1.2.3.5.1, las LSM de Ryx,

Reut y Vo aumentan significativamente con la temperatura.

Referente al experimento /, las LSM de los pardmetros ensayados (Rmax Y Reut)
ascienden con el incremento de la temperatura (P < 0°0032). En el experimento //1, se

confirman los resultados del experimento /, puesto que en dichas variables las LSM
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reflejan la misma tendencia en funcion de la temperatura. Sin embargo, la elevacion de
sus valores es mas acusada en los tramos 30-35°C y 35-40°C (P < 0°0001), que en los
tramos 20-25°C y 25-30°C, donde el efecto térmico es menos significativo. Este
fenémeno podria guardar relacion con la disminucion de las distancias relativas entre las

LSM al disminuir la temperatura.

Tabla VI.2.3.5.1. Efecto de la temperatura sobre los pariametros de respuesta durante la
coagulacién de leche de cabra en los experimentos Iy II1 . '

Experimento Temperatura (°C) Ruax Reut Vo (V)
28 1°065 * 1149 ° -
1 32 1077 ° 1171 ° -
36 1102 ° 1216 ° -

20 1’172°® 1’345 ¢ 1°242°

25 1’173 ® 1’371 1°283°

ur 30 1’196 ° 1’443 ° 1’325°¢

35 1’255 °¢ 1’601 1’359 ¢

40 1’339 ¢ 1’800 ¢ 1°395°¢

! Rmax, ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia; R, ratio de reflectancia en el
tiempo de corte visual; V), voltaje inicial.

#¢ Medias con el mismo superindice no son significativamente diferente (P < 0°05). Las comparaciones solo se
establecen dentro de la misma columna y del mismo experimento.

Por su parte Vo (experimento /II) también aumenta significativamente con la
temperatura (P < 0°0016), pero mientras que la variacion de V, es lineal (Figura
VI1.2.3.5.1), el efecto de dicho factor sobre Rm.x y Reu, S€ ajusta a una ecuacion
cuadratica (Figura VI1.2.3.5.2). La variacion no lineal de Ry ¥ Reut con la temperatura

justifica la disminucién de las diferencias entre medias a bajas temperaturas.
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Figura V1.2.3.5.1. Efecto lineal de la temperatura sobre el voltaje inicial (V).
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Figura V1.2.3.5.2. Efecto no lineal de la temperatura sobre los parametros de respuesta.

R ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia; R, ratio de reflectancia en el tiempo
de corte visual.
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En la Figura V1.2.3.5.3 se presenta la evolucion de la curva de reflectancia difusa
y de su primera derivada con la temperatura. Se observa que una elevacion de la
temperatura de 28 a 36°C disminuye los parametros de tiempo, Tmax Y Tcut, mientras que
los ratios de reflectancia correspondientes a dichos tiempos aumentan
significativamente, produciendose un desplazamiento horizontal y diagonal de las
curvas. Como cabe esperar, el descenso de los parametros de tiempo se acompana de un

incremento del méximo de la primera derivada.
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Figura V1.2.3.5.3. Efecto de la temperatura sobre los parametros de tiempo y de respuesta.

® Punto de inflexion, observese: Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de
reflectancia; Ry, ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia. B Corte, observese: Ty,
tiempo de corte visual; R, ratio de reflectancia en el tiempo de corte visual. Cada curva es la media de tres réplicas.
Corresponde a la Fig. 4 del articulo 1.

Si comparamos el efecto de la temperatura sobre Ryax ¥ Reye con la evolucion de
dichos parametros en funcion de la concentracion de enzima (apartado VI1.2.3.2), el pH
(apartado VI.2.3.3) y la concentracion de Cl,Ca (apartado VI.2.3.4), podemos sefialar
que Rmax Y Reut s6lo parecen depender de la temperatura, permaneciendo constantes con

las modificaciones del resto de factores. McMahon et al. (1984a) monitorizan la
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absorbancia de leche sin diluir durante la coagulacion y sugirieren que si la absorbancia
final correspondiese al grado de union entre las cadenas proteicas, entonces la variacion
de la actividad coagulante, y por lo tanto del tiempo de coagulacion, no deberia afectar a
la absorbancia final sino a la velocidad a la que ésta se alcanza. En este sentido, Scher y
Hardy (1993) observan que la turbidez a los 45 minutos de la adicion de enzima tiende a
estabilizarse, por lo que consideran que debe existir un valor constante de turbidez al
final de la agregacion. Un concepto similar es propuesto por Eleya et al. (1995) que
considera que la formacion de una red tridimensional continua de caseina podria estar

relacionada con la estabilizacion de los valores de turbidez a un valor maximo.

Como se ha ido discutiendo en los correspondientes apartados del epigrafe V1.2.2,
todos los parametros de tiempo y mixtos cambian con los diferentes factores de la
coagulacion, mientras que los parametros Rpm.x y Reuwe SOlo parecen variar con la
temperatura. Es decir, los pardmetros de tiempo y mixtos dependen de la velocidad de
coagulacidén, mientras que, contrariamente, los pardmetros de respuesta, Rmax ¥ Reut,
parecen independientes de ésta. Puesto que la velocidad de coagulacion depende de
factores como pH, concentracion de enzima o de Cl,Ca, la modificacion de éstos,
produciria variaciones de los parametros de tiempo y mixtos, sin afectar a Ryax V Reut-
Esta hipodtesis podria explicar porque los cambios en pH, concentracion de enzima o
ClL,Ca, no afectan a Rnyax Y Reut, pero no explica el efecto de la temperatura sobre dichas

variables.

Una posible razon podria ser que los cambios en los factores de la coagulacion, en
general, producen cambios en la cinética de este proceso, reflejandose en
modificaciones de los parametros de reflectancia tanto mixtos como de tiempo; pero los
cambios de temperatura, ademas de este efecto indirecto sobre la reflectancia, produce
un efecto directo. En este sentido, varios autores comprueban que la reflectancia difusa
en la leche depende del niimero y tamafio de las micelas de caseina y los globulos
grasos, de la longitud de onda de la radiacion incidente y de la diferencia de indice de

refraccion entre las diferentes particulas y solventes (Payne et al., 1993a; Lochte-
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Watson et al., 1998). Por otra parte, Jou et al. (1994) afirman que el indice de refraccion
(n) depende tanto de la densidad como de la temperatura del medio, mientras que
Matissek et al. (1998) y Walstra y Jenness (1987) encuentran que n depende

fuertemente de la composicion del medio, de la longitud de onda y de la temperatura.

Como consecuencia, los cambios en Rpy.x ¥ Rewt con la temperatura podrian ser
debidos, en parte a la aceleracion de la coagulacion y en parte a un efecto directo sobre
la reflectancia de la leche. Esto explicaria la diferente magnitud de los perfiles de
reflectancia a diferentes temperaturas y sugiere que una correccion de la sefal en

funcién de la temperatura podria mejorar la estimacion de los pardmetros de respuesta.

V1.2.3.6. Efecto de la concentracion de sustrato

El efecto de la concentracion de sustrato se examina en el experimento /I/ y parte
de la variabilidad de los pardmetros Ruax ¥ Vo se atribuye a dicho factor (P < 0°0001),
mientras que no existe relacion entre los valores de Ry la concentracion de proteina.

La Tabla VI1.2.3.6.1 muestra las LSM de dichas variables.

Tabla VI.2.3.6.1. Efecto de la concentracion de proteina sobre los parametros de respuesta durante

la coagulacién de leche de cabra . '

Proteina (%) Ryax Ry Vo (V)
3 1’173 ® 1°504 2 1°104 2
5 1°233° 1’513 ¢ 1°373°
7 1275 ¢ 1’5192 1°486 °

! Rmax, ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la curva de reflectancia; R, ratio de reflectancia en el
tiempo de corte visual; V), voltaje inicial.

#¢ Medias con el mismo superindice no son significativamente diferente (P < 0°05). Las comparaciones solo se
establecen dentro de la misma columna y del mismo experimento.
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En la tabla se observa un aumento de Ry.x Yy Vo con el incremento del nivel
proteico (P < 0°0001). El comportamiento de V) coincide con el observado por otros
autores. Payne et al. (1993b) demuestra que el voltaje medido por el sensor de
reflectancia difusa aumenta con el contenido proteico, mientras que Lochte-Watson et
al. (1998) concluye que la reflectancia difusa de la leche aumenta linealmente con el

aumento en la concentracion de proteina.

Por otra parte, el ratio de reflectancia en el momento del corte, R.y es
independiente de la concentracion de proteina, lo que sugiere que para la leche
desnatada la concentracion de proteina no modifica el ratio final de reflectancia en el
momento del corte, afectando solo a la velocidad a la que se alcanza dicho valor de
reflectancia. Este razonamiento es coherente con el descenso observado en la distancia
de tiempo relativa entre Tyax v T cuando aumenta la concentracién proteica,
coincidiendo cualitativamente con las conclusiones de Garnot et al. (1982) que cuando
aumenta la concentracion proteica aprecian un descenso en el periodo comprendido

entre los tiempos de coagulacion y de corte, tipicos de la elaboracion de queso Cheddar.

VL.3. PREDICCION DEL TIEMPO DE COAGULACION DE BERRIDGE

El tiempo de coagulacion de la leche tradicionalmente viene siendo determinado
de diversas formas, con el fin de establecer el punto de gelificacion durante la
coagulacion enzimatica. El primer método propuesto y méas comun de todos se basa en
la observacion visual de los floculos iniciales de caseina sobre la pared de vidrio de una
botella (Sommer y Matsen, 1935) o de un tubo de ensayo (Berridge, 1952a, b). Por su
sencillez y exactitud, el RCT propuesto por Berridge se ha utilizado habitualmente como
método de eleccion para la determinacion de la fuerza de los cuajos y enzimas
coagulantes y hace ya mas de una década que se modificd, constituyéndose en método
de referencia con la publicacién de la norma IDF/FIL 1104: 1987; apéndice A.

Posteriormente, esta norma ha servido de base para la elaboraciéon de otras mas
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especificas, pero que siguen empleando el tiempo de coagulacion de Berridge para
estimar el punto de gelificacion, como el estandar IDF/FIL 157A4: 1997, especialmente
disefiado para la determinacion de la actividad coagulante de cuajos de origen bovino y

el estdndar IDF/FIL 176: 1996, aplicable a coagulantes microbianos.

Merin et al. (1989) definen T¢,: como el tiempo de latencia entre la adicion de la
enzima y la aparicion de floculos visibles de caseina. Segin McMahon ef al. (1984a),
Teot corresponde al tiempo minimo para que la enzima produzca una cantidad suficiente
de caseina hidrolizada, susceptible de participar en la reaccion de agregacion, y al
tiempo necesario para que dicha reaccion avance lo suficiente como para ser captada

por el ojo humano.

En definitiva, T €s una estimacion del tiempo necesario para alcanzar el “punto
de gelificacion teodrico”, definido por McMahon et al. (1984a, b) como el momento en
el que se constituye la red tridimensional primaria e infinita de caseina y la leche deja de
comportarse como un liquido; y por Ross-Murphy (1995) como la transicion del estado
sol, donde el peso molecular medio (My) es finito, al estado gel cuando M,, es infinito;

transicion que se detecta cuando el angulo de fase (0) es menor de 45°.

Por otra parte, para estimar el punto de gelificacion tedrico podemos utilizar
parametros no visuales, mas objetivos que 7o, tales como cambios de la dispersion de
la Iuz (Claesson y Nitschmann, 1957), de viscosidad (Scott-Blair y Oosthuizen, 1961),
de velocidad de ultrasonidos (Everson y Winder, 1968), de opacidad (Lawrence y
Creamer, 1969), de conductividad eléctrica (Tsouli et al., 1975). Algunos de los equipos
utilizados son: un medidor automatico del tiempo de coagulacion sanguinea (de Man y
Batra, 1964), un formégrafo (McMahon y Brown, 1982) o un redémetro (Bohlin ef al.,
1984).

Las medidas de RCT, procedentes de diferentes instrumentos, representan pesos

moleculares y/o grados de coagulacion particulares en funciéon del método de
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determinacion empleado (McMahon y Brown, 1984b), por lo que el tiempo de latencia
observado y la exactitud de la estimacion del punto de gelificacion dependeran de los

parametros fisicos elegidos, asi como, de la resolucion del equipo.

En primer lugar, nuestro interés se ha centrado en la prediccion de T mediante
el empleo de parametros de reflectancia difusa. Para la seleccion de un modelo
matematico de prediccion de Tgor Se ha empleado cada variable independiente utilizada
como factor fijo en el experimento / y las variables dependientes, obtenidas mediante
reflectancia difusa. Tras el analisis de regresion de los diferentes modelos planteados,
sO0lo Tmax demuestra ser eficaz para tal prediccion. El modelo de regresion de Tgoc en
funcion de Tmax, que se muestra en la Tabla VI.3.1, proporciona un buen ajuste de los
datos demostrando la existencia de una fuerte relacion lineal entre Tpax vV Telos

representada graficamente en la Figura V1.3.1.

Tabla VI.3.1. Modelo de regresion lineal para la prediccion de T, ot}

ANOVA de regresion lineal

Fuente GL SC Estadistico F  Significacion
Modelo (To= B+ B Tmay) 1 7206250 9003035 0’0001
Error 79 63°234
Total 80 7269°484

Regresion lineal

Variable predictora  Coeficiente SEE  Significacion R CV (%) SEP (min)
Ordenada en el origen 3, =-0°628 0°207 0’0032 0’991 5’40 0’895
T nax L=117 0’0124 0’0001

U Toon tiempo de coagulacion de Berridge; T, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la
curva de reflectancia; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; SEE, error estdndar de estimacion del
parametro; R?, coeficiente de determinacion; CV, coeficiente de variacion; SEP, error estandar de prediccion. N = 81.
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Figura VL3.1. Recta de regresion de 7T frente a T},,,.
Teor» tiempo de coagulacion de Berridge; T, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la
curva de reflectancia. N = 81.

La regresion explica significativamente (P < 0°0001) una proporcion del 99°13%
del total de la variacion en T, lo que permite predecir dicha variable a partir de los
valores de Tax, con un error estdndar (SEP) de 53’70 s. Remeuf et al. (1993) estudianel
proceso de coagulacién, en leche entera y desnatada, empleando un sensor de
transmision NIR y un formégrafo y obtienen una buena correlacion entre T (sensor) y

RCT obtenido mediante el formdgrafo.

O’Callaghan et al. (1999a) realizan una experiencia en la que seis técnicas de
monitorizacion de la coagulacion y determinacion de Tgy en linea (sensor “CoAguLite”
de reflectancia difusa de NIR, sensores “Gelograph” y “TxPro” de transmision de NIR,
sensor térmico “hot- wire” y sensores vibracionales “Viscolite” y “Sofraser”) se
comparan entre si y con medidas reoldgicas de endurecimiento del gel (G” y G), a
diferentes velocidades de coagulacion. La existencia de correlacion entre los RCT

determinados mediante cada uno de los sensores y los parametros reoldgicos, permite a
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dichos autores predecir, mediante regresion lineal, el tiempo de coagulacidon reométrico
(determinado mediante parametros reoldgicos) con un SEP de 45 a 70 s, dependiendo
del sensor empleado en la prediccion. En lo referente al sensor CoAgulLite, el unico
estudiado tanto por O’Callaghan et al. (1999a) como por nosotros, podemos emplear
valores arbitrarios de Tpax (8-12 min) para comparar la prediccion de valores de RCT
reométricos y de 7o, mediante el uso de las ecuaciones de regresion correspondientes
(O’Callaghan et al., 1999a y modelo de la Tabla V1.3.1). Asi, encontramos que las
predicciones obtenidas para T¢j, son, por término medio, 3’81 min menores que las de
los valores de RCT reométricos. Famelart et al. (1999) afirman que no existen
diferencias entre el RCT formografico y el RCT reométrico, mientras que, en
consonancia con nuestros resultados, Giangiacomo et al. (1998) comprueban que 7¢jo €S

3-4 min menor que el RCT determinado con el formdgrafo.

La relacion existente entre Tciot ¥ Tmax confirma desde un punto de vista
cualitativo, las publicaciones de numerosos investigadores, quienes encuentran una alta
correlacion entre los RCT estimados por diversos métodos. Carini et al. (1982) e
Irigoyen et al. (1998) observan una alta correlacion entre 7ot Y los RCT obtenidos
respectivamente con el formografo y el tromboelastografo (R* = 0°985 y R* = 0°999).
Korolczuk ef al. (1986) comparan las sefales procedentes de un refractometro y de un
viscosimetro rotacional coaxial y correlacionan los valores de RCT refractométricos con
los puntos de gelificacion teoricos, calculados mediante ajuste de la ecuacion de Scott-
Blair y Burnett (19635) a los datos de la curvas viscosimétrica y refractométrica (R* =
0’999 en ambos casos). Dichos autores también encuentran relacion lineal entre los
puntos de gelificacion tedricos procedentes de las curvas refractométrica y

viscosimétrica entre si (R* = 07999).

Por otra parte, Korolczuk (1988) correlaciona el RCT refractométrico con los
puntos de gelificacion tedricos, calculados a partir de la curva refractométrica mediante
el empleo de diferentes ecuaciones (Scott-Blair y Burnett, 1963b; Tuszynski, 1971,
Douillard, 1973), obteniendo valores de R’ respectivos de 07908, 0’965 y 0°981.
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Dejmek (1989) determina un regresion lineal entre el RCT reométrico y el medido por
conductividad eléctrica (R* = 0°997). Gunasekakaran y Ay (1994) estudian la
atenuacion de los ultrasonidos durante la coagulacion y observan una alta correlacion
entre el punto de cambio (transicion de atenuacion rapida a lenta) y Teor. LOpez y
Laencina (1994) correlacionan Tt y RCT viscosimetrico en leche reconstituida de vaca
(R* = 0°991), obteniendo resultados similares en leche de cabra. Raynal y Remeuf
(2000) empleando el formografo, y un sensor térmico/dptico, mencionan la existencia
de correlacién entre los RCT térmico y formografico (R* = 0°96), entre el RCT térmico
y el segundo tiempo caracteristico de la curva absorbancia/tiempo (R* = 0°93) y entre

este Gltimo y el RCT formografico (R> = 0°92).

Del analisis complementario de datos, se deduce que los valores experimentales
de Tiax siempre son algo menores que los de T¢ior, cOmo se muestra graficamente en la
Figura VIL.3.2, en la que se representa el valor de la diferencia, T¢iot- Tmax para cada una

de las 81 observaciones realizadas en el experimento /.
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Figura VL.3.2. Representacion grafica de la diferencia 7o - Tiyax.
Teor» tiempo de coagulacion de Berridge; T, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la
curva de reflectancia. N = 81. Por debajo de la linea se localizan el 90% de las observaciones.
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El valor ot - Tinax Siempre es positivo y en el 90% de las observaciones menor
de 3°20 min. A partir de las medias de ambos parametros, se estima que Tmax representa
un 89% de Tr. Dado que en nuestros trabajos previos (Lopez et al., 1997bh) no se han
detectado diferencias significativas entre Tcior Y Tmax Y puesto que el lapso de tiempo
entre dichas variables es pequefio, se decidié abordar la comparacion de las medias de

dichas variables.

Ya que las muestras de ambas variables son apareadas, se planted la realizacion de
un test “¢ de Student”. La hipdtesis nula analizada fue que la media de las diferencias
entre cada dos parejas de datos es cero (Hy = 1 = [b&). El pequefio valor de P obtenido
(P <0°0001) sugiere que la media de las diferencias no es cero, por lo que Tiax ¥ Tclot
son variables diferentes. Estos resultados discrepan con los obtenidos por Lopez et al.
(1997b) quienes no detectaron diferencias significativas entre Tmax Y Telot, 10 cual se
atribuye al uso de diferente longitud de onda, o mas probablemente, al empleo de un

sensor mejorado, mas sensible y preciso en el presente estudio.

Por el contrario, y desde otro punto de vista, coincidimos con numerosos autores
que refieren la existencia de diferencias entre diversos métodos de determinacién de
RCT. McMahon y Brown (1982) comparan el formografo y el método de Sommer y
Matsen (1935) y observan diferencias (P < 0°0001) en el RCT determinado por ambos
métodos. McMahon et al. (1984b) comparan diversos métodos de determinacién de
RCT, siendo el orden decreciente de sensibilidad: turbidez, aparicion de floculos
visibles, viscosimetro y formografo. De Cindio et al. (1986) comprueba que los RCT
tromboelastografico (determinado mediante el tromboelastografo) y formografico son
de 1 a 10 min mayores (mas frecuentemente 2-3 min) que el determinado mediante
conductividad térmica (hot-wire). Por su parte, Carlson et al. (1987¢) aboga por el
siguiente orden de deteccion de RCT: viscosimétrico (detectado con el viscosimetro),
visual y formografico, mientras que Dejmek (1989) publica que un método de
conductividad eléctrica es capaz de detectar la agregacion en el mismo tiempo que el

viscosimetro, pero minutos antes que el redmetro. Sharma et al. (1992) comparan un
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método viscosimétrico (viscosimetro Nametre), el sistema de hilo caliente, el
formodgrafo y un texturémetro Instron adaptado para medicion del mddulo de rigidez y
encuentran diferencias significativas (P < 0’05) entre el RCT determinado mediante los
diferente instrumentos excepto entre hot-wire y viscosimetro. La sensibilidad para la
deteccion del punto de gelificacion fue de mayor a menor: hot-wire = viscosimetro
Nametre, detector de mddulo de rigidez y formdgrafo. En 1994, Lopez y Laencina
publican diferencias significativas (P < 0°05) entre Tt Y €l RCT viscosimétrico, en
leche reconstituida de vaca y en leche de cabra, correspondiendo respectivamente el

RCT viscosimétrico a un 87°93 y un 81°92% del T¢jor.

Profundizando en la existencia de diferencias entre los diferentes métodos de
determinacion de RCT, estas se deben corresponder con diferentes grados de hidrolisis
de la k-caseina y de agregacion de las micelas. Puesto que Tiax representa por término
medio un 89% de T (Castillo et al. 2000b), esta variable detectaria un grado de
agregacion menor que 7Tgor, 1o que demuestra una mayor sensibilidad de la reflectancia
difusa como método de estimacion del punto de gelificacion, comparado con el método

de Berridge.

Coincidiendo con esta opinion McMahon et al. (1984b) asegura que los métodos
basados en la determinacion de turbidez detectan antes la coagulacion que los basados
en la observacion visual (Sommer y Matsen, 1935; Berridge, 19524, b). En este sentido,
Sharma et al. (1989), usando un viscosimetro (Nametre) en leche desnatada
reconstituida, comprueba que dicho instrumento también detecta una fase de
coagulacién mas temprana que la correspondiente al RCT determinado visualmente

(glass slide test).

También en consonancia con nuestros resultados, O’Callaghan et al. (1999a)
indican que el punto de gelificaciébn se detecta antes con sensores Opticos que
empleando otros equipos como los sensores hot-wire y vibracionales, que presentan

valores similares entre si. A una conclusion similar llegan Hardy y Fanni (1981) que
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determinan T y la variacion de luminosidad (4L) durante la coagulacion de leche
desnatada reconstituida, observando siempre en primer lugar el punto de inflexién de la
curva luminosidad/tiempo. De forma similar, Giangiacomo et al. (1998) miden AL en
el tiempo y contrastan la sefial optica con la determinacion visual y formografica de
RCT, observando primero el punto de inflexion, seguido de RCT visual y

posteriormente el RCT formografico.

Por otra parte, podemos realizar una estimacion del grado de hidrdlisis a tiempo
Tmax, €n base a los resultados obtenidos por Saputra (1992). Este autor cuantifica la
hidrolisis enzimdtica de la leche mediante determinacién de la concentracion del
caseinomacropéptido (NPN) y, simultaneamente, monitoriza la coagulacion mediante
reflectancia difusa medida a varias longitudes de onda. Como resultado, establece una
ecuacion que, basada en una cinética de primer orden, predice la concentracion de

caseinomacropéptido normalizada (NNPN).

NNPN =1-¢ 17 (VL3.1)

donde
r=inversa de la constante de velocidad de hidrdlisis de primer orden, k¢ y

¢t = tiempo desde la adicion de enzima.

De la revision de los datos de Saputra (1992) correspondientes a los valores de 7'y
T'max, medidos a 820 nm, se obtiene una regresion lineal entre dichos parametros segun

la siguiente ecuacion:

7 =0.6661T (V1.3.2)

max

con un valor de R* de 0793. Sustituyendo la ecuacion VI.3.2 en VL.3.7 se puede calcular

el valor de NNPN cuando ¢ = Tyax, que se corresponde con el grado de hidrélisis (@) a
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tiempo Tax (= 0°78). De forma similar se puede estimar que, cuando ¢ = tip, @ = 0’61
(tip = periodo de induccion, definido por Saputra en 1992), como se refleja en la Figura

VI1.3.3.

1.2 4
© Inicio de la agregacion i«
(2]
£ 115 -
-]
©
g 47T<:Iot
£ 114
[3]
2
B
(] 4
I 108 tp (0 =0.61) —» 4— T, (0 =0.78)
E

1 74/\\_\’\,\’\’_\1\’_’\/_/_/
0.95 T T T T T T T T T T T 1

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tiempo (min)

Figura VI.3.3. Inicio de la agregacion, determinado mediante reflectancia difusa.

tip, periodo de induccion segun Saputra (1992); Tin.x, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexién de
la curva de reflectancia; T, tiempo de coagulacion de Berridge; @, grado de conversion o hidrélisis. Corresponde a
la Fig. 5 del articulo 4.

La agregacion no se inicia de forma apreciable hasta que aproximadamente un
60-80% de la k-caseina ha sido hidrolizada (Carlson et al.,1987a, b; Dalgleish, 1993)
por lo que, de acuerdo con dicho autor y considerando que el grado de hidroélisis
estimado respectivamente a los tiempos fip y Tmax €s 0’61 y 0°78, se podria considerar

que el inicio de la agregacion se localiza entre tip y Tinax.

Efectivamente, se espera que el comienzo de la agregacion tenga lugar un poco

antes de Tmax, puesto que se considera comprendido entre tip ¥y Tmax. Dado que Tiax
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representa un 89% de Tt (Castillo et al. 2000b) y teniendo en cuenta que, Green ef al.
(1978) afirman que la agregacion se observa a un tiempo situado entre un 70 y un 90%
de Tciot, podriamos considerar dicho pardmetro como el momento en el que se produce
el “inicio significativo” de los procesos de agregacion y gelificacion que conducen a la
formacion del gel. Maxime cuando dicho parametro corresponde al punto de inflexion

del incremento de reflectancia difusa durante la coagulacion.

En realidad, Thmax (@ = 0°78) quizas no corresponda exactamente al inicio de la
agregacion, sino mas bien a un grado incipiente de agregacion, suficientemente
significativo como para que el sensor de NIR sea capaz de detectarlo, como un punto de

inflexion en la curva de reflectancia difusa.

Coincidiendo con esta hipdtesis, Carlson ef al. (1987b) interpreta el dramatico
aumento de turbidez que observan al 80% de hidroélisis de la k~caseina, como el nivel de
hidrélisis requerido para que acontezca un “inicio sustancial del proceso de
floculacién”. Para aclarar esta interpretacion, los autores se apoyan en una figura en la
que se representa el incremento de turbidez con respecto al grado de hidrdlisis, figura en
la que se observa que una hidrélisis de 0’6 corresponde a un incremento de turbidez
incipiente, como en la Figura VI.3.3, mientras que una hidrdlisis de 0’8 coincide, a

simple vista, con el punto de inflexion de la curva de turbidez.

En resumen, T, constituye un 89% de T, y es significativamente diferente de
éste parametro, demostrando una mayor sensibilidad a la agregacion. Existe una alta
correlacion lineal entre ambas variables, que permite la prediccion de T, en funcion
de Tya, con un SEP de 53°70 s. A tiempo Twa, aproximadamente el 80% de la
hidrolisis ha concluido, iniciandose, en ese momento o instantes antes, la agregacion de
las micelas de caseina que conduce a la gelificacion, determinando la aparicion de un
punto de inflexion en la curva de reflectancia. Por todo lo dicho, podriamos considerar
Tnax como el punto de inicio significativo de los procesos de agregacion y

endurecimiento.
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VL4. PREDICCION DEL TIEMPO DE CORTE

VI1.4.1. Algoritmos de prediccion del tiempo de corte a concentracion constante de

proteina

En la industria quesera son numerosos los casos en los que se trabaja con niveles
aproximadamente constantes de proteina, bien sea por la elevada homogeneidad en el
contenido proteico de la leche del rebaio suministrador, por la mezcla eficaz de leche
procedente de diferentes rebafios o por la estandarizacion de la leche previa a su
transformacion. Por este motivo, en los experimentos / y /I se plantea el estudio de la
prediccion de T,y en condiciones de reducida variacion del contenido proteico (apartado

V.L1).

En el experimento / se probaron diferentes modelos de regresion lineal multiple,
mediante el procedimiento GLM de SAS (1995), incluyendo como variables predictoras,
Tmax, PH, temperatura y concentracion de enzima. En la prediccion de Tey, $610 Tiax, pH
y temperatura parecen ser parametros de interés. El algoritmo que presenta el menor

SEP se detalla en la Tabla VI.4.1.1 (Modelo /).

Tabla V1.4.1.1. Modelo I de regresion lineal para la prediccién de 7, e

Modelo Tcut :ﬂ0+ﬂl Tmax+ﬁl Temp+ﬁ3 pH (P<0’0001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R SEP (min) N
5 5’53 1’44 0°0002 0’995 0’700 81
B 1°25 0’0125 0°0001
5 0’166 0°0255 0°0001
5y -1’62 0’236 0°0001

I'T, cus tiempo de corte visual; T, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexién de la curva de
reflectancia; Temp, temperatura; SEE, error estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P, probabilidad,
cuando H, es verdadera, de que el estadistico F exceda su valor observado; R?, coeficiente de determinacion; SEP,
error estandar de prediccion; N, nimero de observaciones.
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El modelo I presenta un SEP pequefio (0’70 min) y es capaz de explicar un
99°50% de la variabilidad en 7¢y. Sin embargo, con este algoritmo la prediccion se
realiza en base a tres variables (Tmax, temperatura y pH), por lo que su aplicacion en la
industria se veria comprometida al requerir la determinacion de cuatro coeficientes de
regresion (B, B, By ) y el empleo de los valores de temperatura y pH a los que tiene
lugar la coagulacion. A fin de simplificar el modelo / se introduce el modelo /I (Tabla
V1.4.1.2) que solo contiene, como variable explicativa, el pardmetro de reflectancia

difusa Tax.

Tabla V1.4.1.2. Modelo II de regresion lineal para la prediccién de 7, cate

Modelo T =B+ B Tnax (P <0°0001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R’ SEP (min) N
5 2’10 0227 0’0001 0’990 0980 81
B 1’18 0’0136 0’0001

' T tiempo de corte visual; Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de
reflectancia; SEE, error estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P, probabilidad, cuando H, es
verdadera, de que el estadistico F' exceda su valor observado; R?, coeficiente de determinacién; SEP, error estandar
de prediccion; N, nimero de observaciones.

La ventaja del modelo /7 es que solo utiliza parametros de reflectancia difusa para
la prediccion, aunque presenta un SEP mas elevado (0’98 min) y un R* menor (0°989)
que el modelo /. Pero este modelo contiene una ordenada en el origen que dificulta su
adaptacion industrial si lo comparamos con el modelo //I (Tabla V1.4.1.3), que se
representa graficamente en la Figura VI.4.1.1 junto al modelo //. El modelo /I se
obtiene mediante la eliminacion de la ordenada en el origen del modelo /I, que aun
conllevando un aumento de SEP y un descenso de R” facilita considerablemente la
implementacion del sensor en planta, para reproducir fielmente la determinacion de Tty

realizada por el maestro quesero. Ahora el coeficiente de regresion, [, en adelante 5, se
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puede estimar mediante division del valor de Tty determinado por el quesero, por Tpax,

obtenido a tiempo real mediante monitorizacion de la coagulacion.

Tabla V1.4.1.3. Modelo III de regresion lineal para la prediccién de T,,."

Modelo Tcul = :[i) Tmax (P < 030001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R SEP (min) N
5 1’29 0°0094 0’0001 0’979 1’410 81

' Tots tiempo de corte visual; Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexién de la curva de
reflectancia; SEE, error estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P, probabilidad, cuando H, es
verdadera, de que el estadistico F' exceda su valor observado; R?, coeficiente de determinacion; SEP, error estandar
de prediccion; N, nimero de observaciones.
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Figura VI.4.1.1. Rectas de regresion de T, frente a T},,,.

Rojo, modelo /7; azul, modelo II; T, tiempo de corte visual; Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto
de inflexion de la curva de reflectancia.
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Van Hooydonk y van den Berg (1988) consideran que la precision exigible para
un instrumento objetivo de prediccion de T,y debe ser aproximadamente un minuto.
Como se menciona en el apartado VI3, O’Callaghan et al. (1999a) comparan la
capacidad de seis sensores para la prediccion del tiempo de corte reométrico (definido
como G’ = 20 Pa) en linea. Los resultados muestran que dichos sensores predicen el
tiempo de corte reométrico con un SEP comprendido entre 1’75 y 2’17 min,
concluyéndose la no existencia de diferencias significativas entre las predicciones

obtenidas a partir de los distintos instrumentos.

Aunque el modelo /I, en comparacion con los modelos / y I, presenta el SEP
mas elevado (1°41 min) y el menos preciso R* (0°979), ha sido considerado como el
mejor de los tres porque atna sencillez y eficacia de forma optima, siendo atn capaz de
describir la mayor parte de la variabilidad de 7¢, en un amplio rango de pH (5’5-6’5),
temperatura (28-36°C) y concentracion de enzima (0°02-0°05 mL kg'l). Ademas, en
condiciones industriales, normalmente la variabilidad de factores como pH, temperatura
o concentracion de enzima es mucho menor que en el presente estudio, lo que repercute

en una disminucion del error de prediccion.

Por otro lado, nuestros resultados coinciden con los publicados por Payne (1995)
quien, a raiz de sus trabajos en leche de vaca, describe una alta correlacion entre Ty y
T'max- Dicho autor probo con €xito un sensor de reflectancia difusa de NIR (820 nm) para
la prediccion de Tt durante un afo. El algoritmo utilizado, equivalente a los modelos
Il 'y VII de esta memoria, permite predecir correctamente 7c, siempre que la

concentracion de proteina sea relativamente constante.

Recientemente, Passos et al. (1999), basandose en el descenso de la conductividad
térmica de la leche durante la coagulacion, predice 7, mediante el empleo de un sensor
térmico. Estos autores estudian el sensor en planta, en condiciones variables de acidez
(0’16, 0’17 y 0°18% de &cido lactico), obteniendo un SEP (1’9 min) superior al
obtenido por nosotros. Ademads, si representamos los valores de 7,y frente a los del

tiempo en el que la tangente de la curva voltaje/tiempo es maxima (parametro
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predictor), no observamos una buena relacion lineal entre las variables (Figura

V1.4.1.2).

35 4

t. (min)

27 1 y = 0.4334x + 23.62
L4 R?=0.1632
25 T T T 1
12 14 16 18 20
tdﬂ)p (min)

Figura VI1.4.1.2. Recta de regresion de 7. frente a 4,qp.
f., tiempo de corte visual; #4p, tiempo desde la adicién de enzima hasta el maximo de la tangente de la
curva voltaje/tiempo.

Laporte et al. (1998) comparan la capacidad de un sensor de reflectancia NIR
(1100-2500 nm) para el estudio de la coagulacion enzimatica de la leche con la de un
sensor térmico y determinan la existencia de una alta correlacion entre las dos técnicas,
pero sugieren la necesidad de desarrollar un método de referencia para la comparacion

objetiva entre diferentes instrumentos.

Por su parte, en el experimento 7/, se pretende la obtencién de una ecuacion de
regresion eficaz para la prediccion de 7o, en condiciones cambiantes de concentracion
de Cl,Ca y empleando dos enzimas diferentes. Se probaron, mediante el procedimiento
de seleccion de variables de SPSS (1999), diversos modelos de regresion lineal multiple

que incluyeron concentracion de Cl,Ca, temperatura, Rmax ¥ Tmax COmo variables
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predictoras para la seleccion de los mejores modelos de uno, dos y tres parametros. La
variable que presenta la menor correlacion parcial con Ty, es la primera de las que se
estudia su eliminacion del modelo, lo cual ocurre si se cumple el criterio de exclusion
(basado en la significacion de la variable). Tras la primera eliminacion, el mencionado
método de seleccion y prueba contintia de la manera descrita, hasta que ninguna otra
variable cumpla el criterio de exclusion. Los resultados de la seleccion de variables se
resumen en la Tabla V1.4.1.4, observandose que el orden de eliminacion de variables

establecido es: Rax, temperatura, Cl,Ca y ordenada en el origen.

Tabla V1.4.1.4. Modelos 7V al VII de regresion lineal para la predicciéon de 7, e

Identificacion Modelo Coeficiente SEP (min)
V14 Toi= B + B Tax' + B Temp + S [Cl,Ca] £y =-202 0548
L= 157
5= 0737
B = -0°0857
4 Tew= B+ B Tnax'+ 5 [CLuCa] By =375 0’531
L= 1’54
£ =-0’105
Vi To= Lo+ B T B= 2’23 0°533
L= 169
vir Tew= o Toax" B=197 0’545

YT tiempo de corte visual; Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de
reflectancia; Temp, temperatura; SEP, error estandar de prediccion. Los modelos [V al VII corresponden
respectivamente a los modelos 7 al /7 del articulo 2 (Tabla 7). N=18.

 Probabilidad, cuando Hj es verdadera, de que el estadistico F exceda su valor observado, P < 0°0001.
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Todos los modelos recogidos en esta tabla son altamente significativos (P <
0°0001), si bien en cada modelo la tnica variable que resulta significativa es Tyax. El
modelo VII es el mas sencillo, conservando una alta capacidad de prediccion de Ty
(SEP = 0’55 min) independientemente del tipo de enzima empleado para la coagulacion
(cuajo de cabrito liquido o enzima coagulante procedente de M. miehei) y de la
concentracion de Cl,Ca de la leche (1°38-5°06 mM). Ademés presenta un TUnico

coeficiente de regresion, lo que simplifica al maximo la calibracion industrial.

Dado que el modelo VII es equivalente al III, los resultados del experimento II
corroboran las conclusiones desprendidas del experimento I, haciéndolas extensibles a

nivel de planta piloto.

Por la utilidad practica de los modelos /1 'y VII, nos parecio interesante el estudio
de la variabilidad del coeficiente [ (Tcu/Tmax) en funcion de los factores de la
coagulacion (pH, temperatura, tipo de enzima, concentraciones de enzima, calcio y
proteina), ya que dicho coeficiente controla directamente la prediccion de Tg,. El

analisis de varianza de £, en funcion de los mencionados factores, se recogen en la

Tabla V1.4.1.5.

Como se desprende del analisis de esta tabla y se observa facilmente en la Figura
V1.4.1.3, el parametro [ aumenta significativamente con el ascenso de la temperatura y
de la concentracion de enzima, asi como con la disminucion del pH y la concentracion
de proteina. La concentracion de Cl,Ca y el tipo de enzima, que son los Unicos factores
entre los estudiados que desarrollan su accion directa, exclusivamente sobre una de las
fases de la coagulacion, también son los unicos en no producir diferencias significativas
en [, hechos que podrian estar relacionados entre si. En cualquier caso, las variaciones
de este parametro, se atribuyen a que cualquiera de los factores mencionados ejercen
un efecto proporcionalmente menor sobre Toy que sobre T, por lo que, cuando los
pardmetros de tiempo aumentan, [ disminuye y viceversa, implicando la necesidad de

calibrar el sistema, a pie de planta, con anterioridad a su uso industrial.

230



Resultados y discusion

Tabla V1.4.1.5. Efecto de los factores de la coagulacién sobre el parametro 3.

Experimento Factor Nivel B
28 1’307
I Temperatura (°C) 32 1°364"
36 1°441°
5’5 1°480°
I pH 6’0 1°355¢
6’5 1°278°
0°020 1°333f
I Eo (mL kg™) 0’035 1’367
0’050 1’4138
1’38 1°986"
I [C1,Ca] (mM) 322 1°969"
5°06 1’971"
i Tipo de enzima Cuajo de cabrito 1’999
Enzima de M. miehei 1’951
3 2’157
I Proteina (%) 5 1°528%
7 1’337

! '1B’ Tou/ Tmax; Eo, concentracion de enzima.
#! Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes (P < 0°05).
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Figura V1.4.1.3. Efecto de los factores de la coagulacion sobre el parametro £.
Ly Tew! Trmax; Eo, concentracion de enzima.

La influencia de la concentracién de proteina es mucho mas importante que la
ejercida por el resto de factores. El efecto relativo producido por la concentracion de
enzima, la temperatura y el pH sobre el parametro [ es respectivamente 10, 29 y 32%
del ejercido por la concentracion de proteina. Esto sugiere claramente la necesidad de

una correccion de £ en funcion de la proteina, correccion que, por otra parte, parece no
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ser necesaria en el caso del pH, la temperatura o la concentracion de enzima.

Como se aprecia al comparar las Tablas V1.4.1.1 y V1.4.1.3, la inclusion en el
algoritmo de prediccion de parametros como, pH y temperatura, cuando la
concentracion de proteina es relativamente estable, disminuye el SEP y aumenta R’ si
bien este beneficio no compensa el perjuicio que supone el aumento del numero de
coeficientes de regresion a determinar para la implementacion del sistema. Como
consecuencia, podemos utilizar un solo valor de B siempre que la concentracion de

proteina en la leche sea aproximadamente constante (modelos 111 y VII).

En conclusion, el parametro [, que controla la prediccion del tiempo dptimo de
corte, varia significativamente con la temperatura, el pH, y las concentraciones de
enzima y proteina. En condiciones estables de concentracion proteica, los modelos 111 y
VII, que incluyen exclusivamente el parametro Ty de reflectancia difusa de NIR,
predicen eficazmente el tiempo de corte en leche de cabra con un SEP de 1’41 y 0°55
min respectivamente. Sin embargo, la preponderancia del efecto ejercido por la
concentracion de proteina sobre el parametro [, obliga a la inclusion de un factor
proteico en el algoritmo de prediccion de T.. cuando existan variaciones de la
concentracion proteica (variacion entre lotes de leche, adicion de caseina en polvo o

ultrafiltracion de leche).

VI1.4.2. Algoritmos de prediccion del tiempo de corte en funcion de la

concentracion de proteina

Cualquier tecnologia propuesta para la prediccion del tiempo de corte, debe ser
capaz de operar dentro de un amplio rango de concentraciones proteicas para ser
comercialmente viable. La composicion quimica de la leche en los rumiantes varia de
acuerdo con diversos factores (Storry et al., 1983; Aleandri et al., 1990, Clark, 1993;

Tornadijo et al., 1998; Lopez et al., 1999), lo que en conjunto contribuye a la
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fluctuacién natural del contenido en proteina, que obedece a una distribucion de

frecuencias logaritmica normal (Walstra y Jeness, 1984).

Asi, el contenido proteico en leche de vaca estd comprendido entre 3’1 y 3°5%
(Veisseyre, 1988), mientras que en leche de cabra oscila entre 2’9 y 5°6% (Riel, 1991).
Ademéds, en la industria quesera, el porcentaje de caseina de la leche se incrementa
frecuentemente mediante ultrafiltracion, o por la adicion de caseina o leche desnatada

en polvo.

La funcionalidad de la caseina durante la coagulacion es indiscutible, puesto que
¢ésta constituye tanto el principal sustrato de hidrolisis como de agregacion, lo que
explica su gran influencia sobre las caracteristicas de coagulacion de la leche. Algunos
autores han estudiado el efecto de la concentracion de proteina en el RCT, dejando
constancia de importantes contradicciones (apartado VI.2.2.6) mientras que, por el
contrario, parece bien establecido que el aumento de concentracion proteica favorece el

endurecimiento.

La velocidad de endurecimiento aumenta proporcionalmente con la proteina (van
Hooydonk y van den Berg, 1988; Guinee et al., 1997) mientras que la dureza méaxima,
medida como moddulo de rigidez o como mddulo complejo de viscosidad, exhibe una
dependencia potencial con respecto a la proteina (Culioli y Sherman, 1978; Garnot et
al., 1982; van Dijk, 1982; Tokita et al., 1985; Dejmek, 1989; Zoon et al., 1988a;
Sharma et al., 1993; Niki et al., 1994b; Guinee et al., 1997), donde el exponente (> 1)

suele estar comprendido entre 1’8 y 4°0.

Van Hooydonk y van den Berg (1988) consideran la necesidad de ajustar el
método de seleccion de Ty si se utiliza leche preconcentrada para la elaboracion de
queso mediante el método tradicional, debido al efecto de la concentracién proteica

sobre la velocidad de endurecimiento.
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Payne et al. (1993b) analizan la evolucion de la reflectancia difusa en leche de
vaca con diferentes concentraciones de proteina (3’3, 4’3 y 5’3%) y determinan el
tiempo de corte de forma objetiva mediante un formodgrafo (K). Estos autores opinan
que cuando la concentracion de proteina no es suficientemente estable, es necesario
introducir un término relativo a la concentracion proteica para la prediccion del tiempo

de corte formografico, segun la siguiente ecuacion:

K=+ B (Tmax) + B (% proteina) (V1.4.2.1)

expresion que necesita la obtencion de tres parametros, siendo por tanto, poco practica a
nivel industrial. Segun O’Callaghan et al. (1999b) el tiempo de corte reométrico es
cuatro o cinco veces mas sensible a los cambios de nivel proteico que a la variacion de
la concentracion de enzima, por lo que, para describir matematicamente la evolucion del
ratio entre el tiempo de corte y el tiempo de coagulacion, se precisa incluir un término
relativo a la concentracion proteica, siempre que los niveles de proteina varien

significativamente.

Como consecuencia de lo anteriormente mencionado, asi como de lo discutido
sobre el efecto de la proteina en [ (apartado VI1.4.1), la aplicacion de sensores Opticos
en las plantas elaboradoras de queso, donde el contenido proteico de la leche varie,
requiere un algoritmo que tenga en cuenta el efecto de la proteina. Por ende, seria
deseable que dicho algoritmo contuviese s6lo un coeficiente calibrable, para facilitar la

implementacion industrial del sistema.

A tal fin, se emplean las variables independientes establecidas como parametros
fijos en el experimento /] y las variables dependientes obtenidas mediante reflectancia
difusa y dos variables dependientes calculadas (proteina * Tpax), v (S * Tmax), para el
desarrollo y la evaluacion de diferentes modelos de regresion, empleando los

procedimientos: NLIN, GLM y Maximum R* de SAS (1999), para la prediccion de Tey.
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El procedimiento Maximum R* ha sido empleado para seleccionar los mejores
modelos de una, dos o tres variables. Los pardmetros 7Thmin, (proteina * Tiax) y
concentracion proteina son los mejores predictores de 7, de entre todos los estudiados.
El modelo VIII (Tabla VI.4.2.1) que contiene Trmin €s el mejor modelo de un sélo

parametro.

Tabla V1.4.2.1. Modelo VIII de regresion lineal para la prediccién de T,.'

Modelo Tew =B+ B Tomin (P <0°0001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R SEP (min) N
5 6’76 1’85 0’0007 0’888 6’19 45
B 1’11 0’0600 0°0001

' T tiempo de corte visual; T, tiempo desde la adicion de enzima hasta el minimo de la segunda derivada de la
curva de reflectancia con respecto al tiempo; SEE, error estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P,
probabilidad, cuando H, es verdadera, de que el estadistico F exceda su valor observado; R* coeficiente de
determinacion; SEP, error estandar de prediccion; &, nimero de observaciones. El modelo VIII corresponde al
modelo / del articulo 3.

El modelo VIII tiene un bajo coeficiente de determinacion (0°888), que da lugar a
un elevado SEP (6’19 min), excesivo para una prediccion adecuada del tiempo de corte.
Por su parte, el modelo X (Tabla V1.4.2.2) es el mejor de los modelos de dos variables
predictoras y contiene ademas de Tomin, €l término (proteina * Ti,x), mientras que el
modelo X (Tabla VI1.4.2.3), que es el mejor de los de tres variables, incorpora a las dos
variables anteriores, la variable proteina. Pese a que los modelos X y X tienen un SEP
considerablemente menor que el modelo VIII, éstos tampoco resultan practicos, porque
para su aplicacion industrial, requieren la determinacion previa de tres o de cuatro

coeficientes de regresion.
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Tabla V1.4.2.2. Modelo IX de regresion lineal para la prediccion de T,.'

Modelo Tcut = BO + ﬁl TZmin + BZ [Proteina] * Tmax (P < 0’0001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R SEP (min) N
5 -0’845 0’886 0’3459 0°983 2’45 45
B 2’21 0°0759 0°0001
5 -0’166 0’0109 0°0001

' T tiempo de corte visual; iy, tiempo desde la adicion hasta el punto de inflexion de la curva de reflectancia;
Tomin, tiempo hasta el minimo de la segunda derivada de la curva de reflectancia con respecto al tiempo; SEE, error
estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P, probabilidad, cuando H, es verdadera, de que el estadistico
F exceda su valor observado; R%, coeficiente de determinacion; SEP, error estandar de prediccion; N, nimero de
observaciones. El modelo X corresponde al modelo /7 del articulo 3.

Tabla V1.4.2.3. Modelo X de regresion lineal para la prediccién de 7, e

Modelo Tews = B+ Bi Tomin + B [ proteina] * T + 55 [proteina] (P < 0°0001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R SEP (min) N
5 4°94 2’56 0’0603 0’985 2°32 45
B 2°01 0’111 0’0001
5 -0°127 0’193 0’0001
B -1°07 0’448 0’0213

' T tiempo de corte visual; T, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexién de la curva de
reflectancia; Thyin, tiempo hasta el minimo de la segunda derivada de la curva de reflectancia con respecto al
tiempo; SEE, error estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P, probabilidad, cuando H, es verdadera, de
que el estadistico F’ exceda su valor observado; R?, coeficiente de determinacion; SEP, error estandar de prediccion;
N, numero de observaciones. El modelo X corresponde al modelo /77 del articulo 3.

Para simplificar el proceso de calibracion industrial, se planted el desarrollo de
modelos sencillos sin ordenada en el origen. Asi, se obtienen el modelo X7 (Tabla
V1.4.2.4), para establecer una comparacion con el modelo /7 del apartado VI.4.1 (T
= [ * Tmax) y €l modelo XII (Tabla VI1.4.2.5), desarrollado a partir del modelo VIII y

conteniendo s6lo Tomin.
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Tabla V1.4.2.4. Modelo XI de regresion lineal para la predicciéon de 7, e

Modelo Tewr = o Toax (P <0°0001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R SEP (min) N
5 1’48 0’0424 0’0001 0’823 771 45

' T tiempo de corte visual; T,y tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de
reflectancia; SEE, error estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P, probabilidad, cuando H, es
verdadera, de que el estadistico F' exceda su valor observado; R?, coeficiente de determinacién; SEP, error estandar
de prediccion; N, nimero de observaciones. El modelo X7 corresponde al modelo /V del articulo 3.

Tabla VI.4.2.5. Modelo XII de regresion lineal para la predicciéon de 7, ate’

Modelo Tcut = ,[;0 T2min (P < 0,0001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R’ SEP (min) N
5 1’30 0°0339 0°0001 0’854 7°01 45

' T tiempo de corte visual; T, tiempo desde la adicion de enzima hasta el minimo de la segunda derivada de la
curva de reflectancia con respecto al tiempo; SEE, error estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P,
probabilidad, cuando H, es verdadera, de que el estadistico F exceda su valor observado; R* coeficiente de
determinacion; SEP, error estandar de prediccion; N, nimero de observaciones. El modelo XI/ corresponde al
modelo ¥V del articulo 3.

Como se observa, el modelo X7/, que contiene Tomin en vez de Ty, presenta un
mayor coeficiente de determinacion y un menor SEP que el modelo X7, si bien el SEP
de ambos modelos es muy grande, excediendo los 7 min. Se demuestra, por tanto, la
incapacidad de los modelos sencillos para la prediccion del tiempo de corte en
condiciones de elaboracion, en que el contenido de proteina varie. Por este motivo, a los
modelos X1y XII se les afiade el término (proteina * Tp.y), en un esfuerzo por mejorar
la capacidad descriptora de dichos algoritmos con respecto al efecto de la proteina sobre
Teu, obteniéndose los modelos X7/ (Tabla VI1.4.2.6) y XIV (Tabla VI.4.2.7)

respectivamente.
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Tabla V1.4.2.6. Modelo XIII de regresion lineal para la prediccién de T,,."

Modelo Tcut = ﬂO Tmax + ﬂl [prOteina] Tmax (P < 0’0001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R SEP (min) N
5 2’61 0’0708 0°0001 0’976 2’89 45
B -0°187 0°0113 0°0061

' T tiempo de corte visual; Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexién de la curva de
reflectancia; SEE, error estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P, probabilidad, cuando H, es
verdadera, de que el estadistico F' exceda su valor observado; R?, coeficiente de determinacion; SEP, error estandar
de prediccion; N, nimero de observaciones. El modelo X1/ corresponde al modelo ¥7 del articulo 3.

Tabla V1.4.2.7. Modelo X1V de regresion lineal para la predicciéon de 7, e

Modelo Tewt = B Tomin T [y [proteina] Thax (P <0°0001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R SEP (min) N
5 2’15 0’0494 0’0001 0’982 2°45 45
B -0°160 0°0090 0’0001

' T tiempo de corte visual; T, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion de la curva de
reflectancia; Thy,;n, tiempo hasta el minimo de la segunda derivada de la curva de reflectancia con respecto al
tiempo; SEE, error estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P, probabilidad, cuando H, es verdadera, de
que el estadistico F' exceda su valor observado; R2, coeficiente de determinacion; SEP, error estandar de prediccion;
N, numero de observaciones. El modelo X7V corresponde al modelo VII del articulo 3.

La introduccion del término proteico en los modelos XI y XII reduce el SEP de
Teut en un 64%, pero desafortunadamente los modelos X7/ y XIV son modelos de dos

coeficientes, que aun requieren considerables esfuerzos de calibracion.

Considerando la fuerte relacion lineal existente entre Tomin ¥ Tmax (R2 =0997)y

buscando la facilidad de calibracion industrial, finalmente se desarrolla el modelo XV,

que contiene los términos 7>y, y proteina, un coeficiente (f) que requiere calibracion
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en planta y una constante ()) que corrige la pendiente [ en funcion del contenido de

proteina (Tabla V1.4.2.8).

Tabla V1.4.2.8. Modelo XV de regresién no lineal para la prediccion de 7.

Modelo Tow = By Tomin (1 + Y [proteina]) (P <070001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R SEP (min) N
5 2’19 0’0508 0’0001 0’983 2’42 45
% -0°0674 0°0022 0’0001

YT tiempo de corte visual; Ty, tiempo desde la adicion de enzima hasta el minimo de la segunda derivada de la
curva de reflectancia con respecto al tiempo; SEE, error estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P,
probabilidad, cuando H, es verdadera, de que el estadistico F exceda su valor observado; R%, coeficiente de
determinacion; SEP, error estandar de prediccion; N, nimero de observaciones. El modelo XV corresponde al
modelo VIII del articulo 3.

El modelo XV (Figura V1.4.2.1) presenta el valor més alto de R* (0°983) y el SEP
mas pequeiio (2°42 min) de todos los modelos comparados, excepcion hecha del modelo
X, que tiene un R* de 0°985 y un SEP de 2’32 min. El modelo XV, que contiene un
término proteico y la variable de reflectancia difusa Tomin, predice adecuadamente Ty
en un amplio rango de concentraciones de proteina (3-7%) y reune la ventaja de tener
un solo pardmetro que requiera calibracion en la industria, [, asumiendo que yes una

constante que representa el efecto de la proteina sobre la pendiente de regresion ([3).

Por ultimo, tras la comparacion de los modelos X7 y XIII respectivamente con los
modelos XII y X1V, podemos concluir que los modelos que incluyen Tomin, en vez de
Thax, son mas eficaces para la prediccion de Tey, presentando menor SEP (7°71 y 2’89
min frente a 7°01 y 2°45 min), al menos cuando el contenido proteico de la leche varia
significativamente. Debe también tenerse en cuenta, que estas dos variables estan

fuertemente correlacionadas y exhiben basicamente el mismo comportamiento.

240



Resultados y discusion

100 +

80

60

40 -

Prediccion de T, (min)

20

0 20 40 60 80 100

Tcut (min)

Figura V1.4.2.1. Recta de regresion entre la prediccion de 7, (modelo XV)y T.y.
Teus tiempo visual de corte.

VI1.4.3. Comparacion entre algoritmos de prediccion basados en parametros de

tiempo y de respuesta

El incremento de reflectancia difusa esta relacionado con la agregacion y la
formacién del entramado proteico (Crofcheck et al., 1999), por lo que seria de esperar
que no solo los parametros de tiempo permitiesen la prediccion del tiempo de corte,
pudiéndose también establecer los algoritmos en funciéon de Rp.x. Sin embargo, la
sensibilidad de los parametros de respuesta a factores como la temperatura y la
concentracion proteica dificultan considerablemente la obtencion de una buena relacion
lineal entre Ryax Y Reut que permita la prediccion de 7. En el experimento / se estudia
la relacion existente entre Rpmax ¥ Reut, €stableciéndose la regresion lineal que se detalla

en la Tabla V1.4.3.1 y se representa en la Figura V1.4.3.1.
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Tabla V1.4.3.1. Modelo XVI de regresion lineal para la prediccion de Ryt

Modelo Rcul = ﬂO + ﬂl Rmax (P < 0’0001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R’ SEP N
5 -0°630 0’154 0’0001 0’6411 0’0251 81
B 1°67 0’143 0°0001

'Rou, ratio de reflectancia en el tiempo de corte visual; Ry, ratio de reflectancia en el punto de inflexién de la
curva de reflectancia; SEE, error estandar de estimacion del coeficiente de regresion; P, probabilidad, cuando H es
verdadera, de que el estadistico F’ exceda su valor observado; R?, coeficiente de determinacion; SEP, error estandar
de prediccion; N, nimero de observaciones.
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1.35 ()

1.3 y=1.6727x- 0.6297
R?=0.6411
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1.2 4

Rcut

1.15 1
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Figura V1.4.3.1. Recta de regresion de R, frente a R,,,, (modelo XV7).

Posteriormente, en el experimento /II, se consideraron todas las variables
independientes establecidas como parametros fijos, asi como las variables dependientes

obtenidas mediante reflectancia y la variable dependiente calculada (proteina * Rpax)
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para la obtencién, mediante los procedimientos GLM y Maximum R* de SAS (1999), de
diferentes modelos de regresion para la prediccion de R, Para obtener un coeficiente
de determinacion similar al conseguido en el modelo XV es necesario introducir en el
modelo de regresion (modelo XV1I) los parametros predictivos: Rpmax, (proteina * Rp.y) y

temperatura (Tabla V1.4.3.2).

Tabla V1.4.3.2. Modelo XVII de regresién lineal para prediccion de R...'

Modelo R = B+ i Ruax + 3 proteina * R, + [ temp (P <0°0001)
Coeficiente  Estimacion SEE P R’ SEP N
5 -1’30 0’123 0°0001 0’970 0’0341 45
B 2’39 0’135 0°0001
5 -0°0412 0’0032 0°0001
5 -0°0047 0’0013 0’0006

' Reu, ratio de reflectancia en el tiempo de corte visual; Ry, ratio de reflectancia en el punto de inflexion de la
curva de reflectancia; temp, temperatura; SEE, error estdndar de estimacion del coeficiente de regresion; P,
probabilidad, cuando H, es verdadera, de que el estadistico F exceda su valor observado; R% coeficiente de
determinacion; SEP, error estandar de prediccion; N, numero de observaciones. El modelo XVII corresponde al
modelo ZX del articulo 3.

Pero el SEP del modelo XVII no es comparable con el del modelo XV, ya que el
primero corresponde al error de prediccion de R, y no al de Tt Para establecer dicha
comparacion es necesario transformar cada prediccion de R.y en la correspondiente
prediccion en unidades de tiempo, tras lo cual estaremos en condiciones de comparar la
eficacia de prediccion de T« mediante el empleo de un modelo basado en parametros

de tiempo (X¥) o de otro basado en parametros de respuesta (XVII).

Con esta finalidad, en la Figura VI1.4.3.2 se representan simultdneamente las

regresiones lineales, sin ordenada en el origen, entre las predicciones de los tiempos de
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corte calculados respectivamente mediante los modelos XV 'y XVII y los valores de Tey

observados experimentalmente.

100 r
y = 0.9966x
R?=0.9825
80 + {
B Valores
§_ extremos )
%60 - ®
= (
(]
-]
c
0
© 40 r
L
S y = 1.0037x
a R?=0.9474
20 -
0
0 20 40 60 80 100
Tcut (mln)
® Modelo de tiempo @ Modelo de respuesta

Figura V1.4.3.2. Prediccion del tiempo de corte en base a modelos de tiempo y de respuesta.
Teus tiempo de corte visual. Modelo de tiempo (XV). Modelo de respuesta (XVII). N = 45. Corresponde a la Fig. 4 del
articulo 3.

En el modelo XV, de base tiempo, R es 0’983 y el SEP 2’38 min, mientras que en
el modelo XVII, de base respuesta, R* es inferior (0°947) y casi se duplica el valor de
SEP (4°32). Sin embargo, si consideramos los dos puntos marcados en la figura como
datos extremos y los eliminamos de ambas regresiones, los valores de SEP y R* pasan a

ser 2°19 min y 0°984 para el modelo XV'y 2’25 min y 0°984 para el modelo XVII.

Estos resultados demuestran que para leche desnatada de cabra los parametros de
respuesta son eficaces para la prediccion de Ty, cuando el algoritmo se ajusta en

funcion de la concentracion de proteina y de la temperatura, proporcionando una
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precision similar a la obtenida con los parametros de tiempo. Por lo tanto, los
parametros de tiempo resultan ser mejores parametros predictores de Ty, porque no
requieren ajuste con respecto a la temperatura de coagulacion para obtener igual

exactitud en la prediccion.

En la Figura VI.4.3.3 se analiza el efecto del contenido proteico sobre la
prediccion de Tcy, comparando su influencia, tanto en los modelos de prediccion que
emplean variables de tiempo, como en los que usan variables de respuesta. La columna
de la izquierda muestra, a través de las graficas (a), (¢) y (e) y de forma secuencial, el
efecto de la correccion proteica sobre los modelos de tiempo. En (a) se observa la
reducida capacidad del modelo X7 para la prediccion de 7.y, ya que no contempla
correccion alguna en funcion de la proteina. En (c¢) se representa la relacion lineal entre
la variable predictora, Tpax, Y 7Teu, asi como su marcada dependencia de la
concentracion de proteina. Por ultimo, en la gréafica (e) se recoge la eficacia del modelo
XIII, en el que se ajusta la prediccion en funcion del nivel proteico, en comparacion con
el modelo X7 de la gréfica (a). En la columna derecha se ofrece un razonamiento similar
al descrito para la columna izquierda pero referido al efecto de la correccion proteica

sobre los modelos basados en parametros de respuesta.

De la observacion de las graficas (a) y (b), se deduce que tanto los algoritmos de
prediccion de tiempo como de respuesta que utilizan una sola variable explicativa, Tax
0 Ruax respectivamente, son inadecuados para la prediccion del tiempo de corte en leche

de cabra desnatada, cuando la concentracion de proteina varia significativamente.

En las graficas (c¢) y (d), la primera de ellas muestra que existe una buena relacion
lineal entre Tmax ¥ Tew, cuando el nivel de proteina es constante. En ese caso, y con
respecto a los parametros de tiempo, se puede emplear un modelo con una sola

variable explicativa y sin ordenada en el origen para la prediccion de Ty
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(a) (b)

Prediccion de T sin ajuste para la Prediccion del R, sin ajuste para la
concentracion de proteina concentracion de proteina
(modelo XI) (Reut = 2.04 Rppax- 0.99)
£120 2 r
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Figura V1.4.3.3. Efecto de la concentracion proteica sobre la prediccién del tiempo de corte.
Izquierda, modelos de tiempo; derecha, modelos de respuesta; T, tiempo de corte visual; R, ratio de reflectancia a
tiempo Ty Thax, tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexion; R, ratio de reflectancia a tiempo
Tinax- Corresponde a la Fig. 5 del articulo 3.
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De forma paralela (d), es posible la prediccion de R (y por ende T,) empleando
un modelo de respuesta de un solo pardmetro predictor y con ordenada en el origen,

siempre que la concentracidn de proteina permanezca constante.

Finalmente, las graficas (e) y (f) comparan los modelos de prediccion de tiempo
(XIII) y respuesta (XVII) que compensan la concentracion proteica. Se observa que
ambos modelos son capaces de predecir, en leche de cabra descremada, el tiempo de
corte con exactitud similar, si bien los modelos de respuesta necesitan la contribucion

de un término para la temperatura y de una ordenada en el origen.

Estos datos demuestran la ventaja de los parametros de tiempo sobre los de
respuesta en la prediccion del tiempo de corte y confirman que cuando la
concentracion de proteina varia es necesaria la inclusion de un término para la
proteina en los algoritmos de prediccion para compensar el efecto de dicho factor,
tanto en los modelos de tiempo como en los de respuesta. Estos resultados confirman

con los trabajos de Payne ef al. (1993b) y O’Callaghan et al. (1999b).

VL5. CINETICA DE AGREGACION Y DE ENDURECIMIENTO

VL.5.1. Extension de la agregacion en el punto de inflexion de la curva de

reflectancia difusa

Chaplin y Green (1980) afirman que la hidrolisis de la k-caseina se encuentra
esencialmente completa al 80% de T¢ior. Segiin Castillo et al. (2000b) Thax constituye un
89% de Tiot y, por otra parte, nuestro analisis realizado a partir de los datos de Saputra
(1992) confirman que a Tmax €l grado de hidrolisis es aproximadamente un 80%. Se
podria por tanto concluir que a tiempo Tp.x la hidrdlisis de la k-caseina esta cerca de

finalizar, lo que nos permite asumir que la mayor parte de los sitios potenciales de union
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entre las micelas de caseina ya se encuentran disponibles en ese momento, hipotesis que

se asume en el desarrollo de los modelos cinéticos.

VI1.5.2. Desdoblamiento de las fases de agregacion y de endurecimiento

En el experimento /I se estudia la coagulacion de la leche de cabra a diferentes
velocidades de reaccion y concentraciones de sustrato, establecidas mediante la
variacion de la temperatura y de la concentracion de proteina. En estas condiciones
experimentales se obtienen las curvas de reflectancia difusa/tiempo, cuyo perfil se ve
afectado tanto por la temperatura como por la concentracion de proteina, como se

observa en la Figura VL.5.2.1.

o 47 40°C  35°C 30°C
m -
2 a
£ 16, @ 25°C
8 1.5
e 44/
€ 1.
E 13 20°C
T 12
CEERE
o 14
€ 09 ; ; ; ; ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)
© 1_7 _
[72]
] (b)
£ 16 5%
& 15 7%
g 14 3%
g 1.3
® 124
2 1.1
2 14
®
¢ 09 ‘ ‘ ‘ ; ‘
0 20 40 60 80 100

Tiempo (min)

Figura V1.5.2.1. Efecto de la temperatura y de la proteina: “hombro” en el perfil de reflectancia.

(a), Datos correspondientes a leche desnatada con 3% de proteina, coagulada a 20, 25, 30, 35 y 40°C, empleando una
concentracion constante de Cl,Ca y de enzima; (), datos correspondientes a leche desnatada con 3, 5y 7% de
proteina coagulada a 20°C y a una concentracion constante de Cl,Ca y de enzima. Corresponde a Fig. 6 del articulo 4.
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La Figura VI.5.2.1 (a) muestra el efecto de la temperatura en una curva de
reflectancia/tiempo perteneciente a una muestra con el 3% de proteina. A 20°C se
observa nitidamente una irregularidad en el perfil de reflectancia (hombro) que parece
dividir la curva en dos partes, pero conforme aumenta la temperatura dicho hombro

tiende a desaparecer dando lugar a una curva mas uniforme.

Paralelamente, la Figura VL.5.2.1 (b) refleja la influencia ejercida por la
concentracion de proteina en leche coagulada a 20°C sobre el perfil de reflectancia
difusa de NIR. Como anteriormente para el caso de 3% de proteina se aprecia
claramente la existencia de dicho hombro, que gradualmente desaparece cuando

aumenta la concentracion de proteina dando lugar a una curva sigmoidal.

La aparicion de este hombro sugiere que la formacion del gel consta de dos
reacciones o fases diferentes pero que se solapan en el tiempo y sirve de base para la
proposicion del modelo cinético / (apartado V.7.2). La primera fase, justo tras el punto
de inflexion de la curva Ti,y, se ha considerado debida a la reaccion de agregacion de
las micelas de caseina hidrolizadas mientras que la segunda fase resultaria de la
reaccion de endurecimiento del gel. La aparicion del hombro en la curva de reflectancia
ejerce un efecto directo sobre la primera y la segunda derivadas con respecto al tiempo
dando lugar a la existencia de un segundo maximo en la primera derivada, como se

observa en los perfiles tipo B (apartado V.7.3 y Figura V.7.3.1).

Diversos autores han observado anteriormente la existencia de irregularidades en
las curvas de monitorizaciéon de la coagulacion y el solapamiento de las fases de
agregacion y endurecimiento del gel. Steinsholt (1973), usando un instrumento de
medida universal, Instron, para monitorizar el aumento de dureza de la cuajada, destaca
algunas evidencias de la existencia de dos fases durante la gelificacion, pero lo atribuye
a un artefacto de medida debido a deformacion del codgulo. Hardy y Fanni (1981), al

principio de la segunda fase de la coagulacion, detectan un hombro en la curva de
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incremento de la luminosidad (4L) con respecto al tiempo, que se desplaza en funcion

de la concentracion de calcio.

Storry y Ford (1982a) realizan el seguimiento de la evolucion del endurecimiento
de la cuajada durante el tiempo con un texturémetro Instron y la describen como una
curva sigmoidal asimétrica con una irregularidad tras 7¢. La irregularidad se observaba
claramente por la aparicion de un hombro en la representacion grafica de la velocidad
de endurecimiento con respecto al tiempo, por lo que sugieren que el hombro no es mas
que la consecuencia de dos curvas coexistentes, la primera de las cuales refleja el
proceso de agregacion mientras que la segunda corresponde a la uniéon de micelas de

caseina a la red tridimensional proteica preexistente.

McMahon et al. (1984a, b y c) y Hardy et al. (1985) también observan anomalias
similares. Estos primeros autors opinan que el fendmeno observado es indicativo de
“algin cambio del proceso de agregacion T, por lo que sugieren que una vez la red
tridimensional de proteina alcanza un tamafio critico el sistema cambia y la leche deja
de comportarse como un liquido verdadero. En ese preciso momento (punto de
gelificacion) cualquier movimiento adicional de particulas conducira a una colision que
ird seguida de un rapido crecimiento del tamafio de las mismas. En otras palabras, en el
punto critico de gelificacion las particulas independientes, que se movian y colisionaban
de forma aleatoria, repentinamente cesan de moverse en libertad porque la organizacion
de la red tridimensional proteica primaria impide los movimientos y colisiones

aleatorios.

A tiempo T¢jor sOl0 el 89% (Dalgleish, 1981) 0 90% (Fox y Mulvihill, 1990) de las
micelas se han incorporado a la estructura tridimensional y, como consecuencia, tras
Taot las micelas libres pueden tanto reaccionar con la matriz proteica como con otra

particula libre.
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Knoop (1977) demuestra mediante microscopia la existencia de agregacion
continua de micelas de caseina durante 24 horas y Gunasekaran y Ay (1994) aseguran
que la agregacion continua tras la formacion del coagulo. Green et al. (1978) observan,
empleando microscopia electronica y viscosimetria, que cuando se alcanza RCT, las
micelas agregadas en la matriz proteica primaria, que inicialmente mantenia su
estructura exclusivamente mediante puentes de unidn, progresivamente van
constituyendo cadenas cada vez mas homogéneas por la contraccion paulatina de los
puentes de unién que conduce a un proceso de acercamiento de las micelas entre si,

hasta que éstas contactan e inician un proceso de fusion.

VI1.5.3. Modelizacion simultanea de agregacion y endurecimiento (Modelo 7)

El modelo cinético /, presentado en el epigrafe V.7.2, describe el cambio de
reflectancia difusa de NIR en funcion del tiempo a partir de tras Tiax, combinando un
modelo de segundo orden para la agregaciéon micelar y otro de primer orden para el
endurecimiento del gel. El modelo 7 se ajusta con éxito mediante técnicas de regresion
no lineal a cada perfil de reflectancia. Los SEP y R* medios de los 45 ensayos realizados

en el experimento //1 son respectivamente 0°0035 £ 0°0022 y 0°9996 + 0°0004.

Por lo tanto, este modelo es capaz de predecir el aumento de reflectancia difusa
tras Tmax con excelente exactitud pero, sin embargo, los pardmetros cinéticos obtenidos
no son consistentes. Los valores tedricos de R. son mucho mayores que los valores
experimentales y frecuentemente los tiempos de vida media obtenidos para la

agregacion son mayores que los correspondientes a la reaccion de endurecimiento.

Ademas los cambios observados en los pardmetros cinéticos, producidos por las
variaciones de temperatura y/o concentracion de proteina, no son logicos. En otras
palabras, el método de regresion no es capaz de estimar simultaneamente los cuatro
parametros presentes en el modelo / (R i, k1 'y k2) proporcionando valores razonables

de los mismos, motivo por el que se considera necesaria la obtencién de informacion
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restrictiva sobre el rango real de los pardmetros del modelo. A tal fin, se divide cada uno
de los perfiles de reflectancia en dos partes, lo que permite la estimacion, por separado,
de las constantes de velocidad de los procesos de agregacion y endurecimiento

(apartado V.7.3).

VI1.5.4. Cinética de agregacion (Modelo 11)

El modelo cinético /I (apartado V.7.4) se ajusta, en cada curva de reflectancia
difusa, a los datos experimentales comprendidos entre T ¥ Tomin. Sin embargo y por
diferentes razones, no es posible obtener resultados consistentes de forma directa. En
primer lugar, porque aunque el modelo /7 s6lo contiene dos pardmetros (Ros y k2), la
regresion alin no proporciona una unica solucion, ya que los términos (Rea — Roa) ¥y A2,
que aparecen en el denominador, estan fuertemente correlacionados entre si. En segundo
lugar porque los sitios potenciales de unioén entre las micelas de caseina, pese a haber
sido mayoritariamente generados a tiempo 7., contintian siendo creadas en ese
momento e incluso un poco después, a menor velocidad. En tercer lugar, porque aun
cuando entre Tmax Y Tomin €] proceso dominante sea el de agregacion, en este fragmento
debe existir una pequefia, pero cada vez mayor, influencia del proceso de

endurecimiento sobre el incremento de reflectancia difusa.

Pese a estas limitaciones, la seccion de la curva entre Timax ¥ Tomin S€ considero
como la més apropiada para ser ajustada al modelo de agregacion de segundo orden. Se
observa que el modelo /7 se puede ajustar facilmente a la porcion comprendida entre
Tmax ¥ Tomin de las curvas obtenidas a 20°C, lo cual es logico si se considera que a esa
temperatura tiene lugar el menor grado de solapamiento entre las fases de agregacion y
endurecimiento bajo nuestras condiciones experimentales, tal y como se observa en la
grafica (a) de la ultima figura (VL.5.2.1). Por este motivo, las constantes de agregacion
obtenidas mediante ajuste al modelo /7 de las curvas a 20°C, se consideran las menos
afectadas por las interferencias del proceso de endurecimiento. Posteriormente se asume

un valor Qjode 12 para la agregacion (Mehaia y Cheryan, 1983; McMahon y Brown,
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1984b) que, por ende, se asume como constante en el rango de 20 a 40°C (Mehaia y

Cheryan, 1983). La constante de agregacion a 20°C, kp, correspondiente a cada

concentracion de proteina y calculada mediante el modelo 7/, se usa junto al valor de

Q1o para la obtencion de las constantes cinéticas de agregacion a 25, 30, 35 y 40°C. Las

constantes de velocidad del proceso de agregacion calculadas, se sustituyen entonces en

el modelo /I para calcular R..s. Los parametros cinéticos de agregacion obtenidos en

este procedimiento se recogen en la Tabla VI.5.4.1.

Tabla V1.5.4.1. Parametros cinéticos de agregacion obtenidos mediante ajuste del modelo I7 a los

datos experimentales de reflectancia difusa entre 7}, y T Zmin.l

Temperatura
)

Proteina
(%)

RooA

k(s

RZ

SEP

20

25

30

35

40

3
5
7

2

1’42 £ 0°0764
1’60+ 0’112
1’69 +0°146

1’33 £0°0436
1’50 £ 0’0831
1’58 £0°0758

1’30+0°0198
1’43 £ 0’0636
1’50 £ 0°0952

1’35+ 070251
1’45 £ 0’0494
1’50 = 0°0899

1’49 +£0°0223
1’58 £0°0674
1’59 +0°134

0’0047 £ 0°0014
0’0018 + 0°0006
0’0011 £ 0°0005

0’0150 £ 0°0050
0’0063 +0°0032
0’0038 £ 0’0016

0°0560 + 0°0172
0°0214 £ 0°0077
0’0137 £0°0062

0’180 + 0’0599
0’0758 + 0’0385
0°0459 + 0°0192

0’673 £ 0°206
0°257 +0°0927
0’164 +0°0749

0°997 £ 0°0025
0’999 + 0’0005
0°999 + 0’0007

0’998 + 0’0006
0’997 + 0’0032
0’998 +£0°0016

0’982 +0°0114
0’990 + 0’0084
0’991 +0°0030

0’891 + 0’0614
0’930 + 00582
0’959 +£0°0183

0’601 £0°198
0’730+ 0’170
0’738 £ 0’118

0’0013 £0°0008
0’0009 + 0°0002
0’0010 £ 0°0007

0’0015 £ 0°0002
0’0016 +£0°0013
0’0018 £ 070009

0’0048 £0°0018
0’0042 +£0°0018
0’0039 £+ 0°0006

0°0174 + 0°0053
0’0148 + 0’0065
0’0112 £0°0025

0’0600 + 0°0288
0’0549+ 0’0281
0’0558 +£0°0287

! Rooa, valor asintético del ratio de reflectancia debido a la agregacion, a tiempo infinito; k,, constante de velocidad
de agregacién; R?, coeficiente de determinacion; SEP, error estandar de prediccion. Valores medios + desviacion
estandar. N = 3. Corresponde a la Tabla 1 del articulo 4.
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Los valores de Rw.a, que aumentan significativamente cuando lo hace la
concentracion de proteina, son siempre menores que los correspondientes valores
experimentales de R., indicando que s6lo una fraccion del incremento total del ratio de

reflectancia difusa, el relativo a la reaccion de agregacion, es explicado por el modelo

1I.

Los valores de &, disminuyen con el aumento de la concentracion proteica y con el
descenso de la temperatura, por lo que los tiempos de vida media (7;) aumentan en
dichas condiciones, respondiendo consistentemente y como se esperaba a las
variaciones de temperatura y de concentracion proteica. Posteriormente el parametro

cinético k, se emplea en el modelo 7, como se discutird en breve.

VIL.5.5. Cinética de endurecimiento (Modelo 17)

Los parametros cinéticos correspondientes a la reaccion de endurecimiento del gel
se estiman, para cada curva, mediante ajuste por regresion no lineal del modelo 177
(apartado V.7.5) a los valores experimentales del ratio de reflectancia difusa, tras 7omin

(curvas tipo A) o tras Tominz (curvas tipo B).

La valores estimados de la constante de velocidad de endurecimiento del gel (k1) y
del ratio asintético de reflectancia debido al proceso de endurecimiento a tiempo infinito

(Rwr) son detallados en la Tabla VL.5.5.1.

Como se recoge en la tabla, en general, R..r aumenta, k; disminuye y 7; aumenta
cuando crece el contenido proteico, mientras que un incremento de la temperatura
produce un aumento consistente de Rwr y k1 y el consiguiente descenso de 7;. En
definitiva, los tiempos de vida media (7;) estimados mediante el modelo /7 responden
adecuadamente a los cambios de concentracion proteica y de temperatura, por lo que el

parametro k; se emplea en el modelo / como se discute a continuacion.
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Tabla VL.5.5.1. Parametros cinéticos de endurecimiento obtenidos mediante ajuste del modelo 771

a los datos experimentales de reflectancia difusa tras 7>,,, (curvas tipo A) o tras T, (curvas tipo

B).

Temperatura Proteina Rop K (s'l) R SEP
C) (%)

3 1°’53+0°0710 0’00027 £ 0’00005 0’999 +0°0003 0’0011 £+ 0’0008

20 5 1’69+ 0°0854 0’00024 + 0°00006 0°999 +0°0007 0°0019 +0°0019
7 1’74+ 0’165 0’00028 £ 0°0001 0’998 + 0°0007 0’0049 + 0°0003

3 1’76 £0°108 0’00033 £ 0’00006 0’998 +0°0020 0’0058 +0°0043

25 5 1’95+ 0’119  0°00029 £ 0°00008 0’997 + 0°0027 00099 £ 0°0060
7 1’90 £ 0°0888  0°00035+0°0002 0°997+0°0011 0°0089 +£0°0018

3 1’90 £ 0°0343 0’00059 £ 0°00003 0’999 + 0°0007 0’0032 £ 0’0015

30 5 2°17+£0°122 0°00042 = 0°00002 0°996 +£0°0036 0°0100 + 0’0064
7 2’18+ 0’188 0’00040 £ 0’00007 0’998 +£0°0016 0’0088 = 0°0047

3 1’97+ 0°0539  0°0012+0°0002 0’999 +0°0001 0’0013 £ 0’0006

35 5 2°20+0°0816 0’00076 £ 0’00009 0’999 + 0°0008 0’0037 +0°0010
224+ 0°213 0’00069 £ 0°0002 0’998 +£0°0015 0’0057 = 0’0030

3 2°01 £0°0487  0°0023 £0°0010 0’999 + 0°0005 0’0010 £ 0’0006

40 5 2’17+ 07909 0’0018 =0°0007 0’999 +0°0004 0°0029 + 0’0004
7 2°21+£0°224 0’0010+ 0’0003 0’999 +£0°0002 0’0045 + 0’0002

'Rep, valor asintético del ratio de reflectancia debido al endurecimiento, a tiempo infinito; k;, constante de
velocidad de endurecimiento; R?, coeficiente de determinacién; SEP, error estandar de prediccion. Valores medios
+ desviacion estandar. N = 3. Corresponde a la Tabla 2 del articulo 4.

V1.5.6. Validacion del Modelo 7

Las constantes de velocidad de agregacion (k) y de endurecimiento (k)
previamente estimadas mediante ajuste de los modelos cinéticos /I (apartados V.7.4 y
VI1.5.4) y Il (apartados V.7.5 y VL.5.5) a cada una de las curvas de reflectancia difusa
mediante regresion no lineal, se sustituyen en el modelo /, asumiéndose por tanto, que

dichas constantes son correctas.
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Dado que el modelo / posee cuatro parametros (R i k1 y k»), 1a sustitucion de k;
y k> en el modelo y su posterior ajuste a los datos de reflectancia de cada curva tras Tiyax,
mediante regresion no lineal, permite la estimacion de Ro y de £. El modelo / es capaz
de predecir consistentemente el valor de R., a la vez que permite distribuir el
incremento de reflectancia difusa durante la coagulacion, entre las reacciones de

agregacion y de endurecimiento del gel, gracias a la contribucion del parametro f,.

El valor medio del coeficiente de determinacion (R%) correspondiente a la
regresion entre los datos tedricos y experimentales de las 45 curvas ensayadas, se
localiza en el rango 0°9975 * 0’0027, mientras que la media del SEP es 0’0081 *
0°0037. En la Figura V1.5.6.1 se ofrece la representacion grafica del ajuste al modelo /

de una muestra de leche con un contenido proteico de 5%.

0000

Ratio de reflectancia difusa

1.2 \

0 500 1000 1500 2000 2500

Tiempo (s)

Figura VL.5.6.1. Ajuste de los datos experimentales al modelo 7.

Muestra de leche con un 5% de proteina, coagulada a 40°C. Sélo se representa 1 de cada 8 puntos experimentales
para que se aprecie la curva teorica. Los parametros estimados son: 4, 0°0022 (s‘l); k,, 0°265 (s‘l); R, 2°07; B,
0’0867 (11°2%). R%, 0°9996; SEP, 0°0035. Corresponde a la Fig.7 del articulo 4.
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El ajuste con éxito de los datos experimentales al modelo /, a todos los niveles
ensayados de temperatura y concentracion proteica, confirman su validez. Los valores
de B estimados mediante el modelo / se organizan de forma coherente con respecto a
las variaciones de temperatura y contenido proteico, y proporcionan interesante
informacion referente al solapamiento de los procesos de agregacion y endurecimiento

durante la formacion del gel, como se discute posteriormente.

VI.5.7. Analisis de la varianza de los parametros cinéticos de agregacion y

endurecimiento

Tras la obtencion de los parametros cinéticos de agregacion y endurecimiento,
¢éstos se someten a un analisis de varianza (Tabla V1.5.7.1) con el objeto de estudiar sus
principales fuentes de variacion y de comparar la existencia de diferencias significativas

entre las medias.

Tabla VL.5.7.1. Analisis de la varianza de los parametros cinéticos de agregacion y endurecimiento

estimados mediante reflectancia difusa en leche de cabra (grasa como co-variable).'

Fuente DF Estadistico F
R G (%) k(s k(s 5i(s) (s)
Grasa 1 2571 %** 0°305™ 0°406™ 5’18* 2°01™ 7°95%*
Réplica 2 2]1°3%** 371%* 1°75™ 6°58** 2°75™ 5°68**
Proteina 2 76°8*** 16°4%** 3°01™ 27°2%** 3°19™ 29°9%**
Temperatura 4 96> 7*** 205%** 33°g¥** 67’1 *** 28°3F**k 3wk
Prot. * Temp. 8 0°950™ 1’60™ 2°35% 12°2%*% 0°209™ 721 %x*

' DF, grados de libertad; “significativo al 95%; ""significativo al 99%; " significativo al 99°9%; ™no significativo al
nivel 0°05.

R, valor asintdtico del ratio de reflectancia, a tiempo infinito; £, incremento de reflectancia difusa, tras el punto de
inflexion de la curva de reflectancia, exclusivamente debido al proceso de agregacion; k&, constante de velocidad de
endurecimiento; &, constante de velocidad de agregacion; 7y, tiempo de vida media de endurecimiento; 7,, tiempo de
vida media de agregacion; Prot., proteina; Temp., temperatura. Corresponde a la Tabla 3 del articulo 4.
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Como se observa en la tabla, el efecto de la temperatura es muy significativo para
todos los parametros (P < 0°0001), mientras que la proteina lo es para es para Re, 3, k>
y I (P < 0°0001). Se detecta la existencia de interaccion entre la temperatura y la

concentracion de proteina para los parametros ki, k2 y B.

Si bien es cierto que se han propuesto numerosos modelos matemadticos para la
descripcion cuantitativa de la agregacion de las micelas de caseina o del endurecimiento
del gel, la mayoria de los autores no diferencian entre agregacion y endurecimiento
desde un punto de vista cinético, centrandose exclusivamente en uno de los dos
procesos, excepto Carlson et al. (1987b, d) que analizan separadamente ambas
reacciones. Aunque varios autores han estudiado el efecto de diferentes factores como la
temperatura, el pH, la concentraciéon de enzima o de sustrato en estos procesos,
normalmente no analizan especificamente y mediante andlisis de la varianza la
capacidad de respuesta de los parametros cinéticos obtenidos, en condiciones de

coagulacion cambiantes.

Por otra parte, la comparacion de resultados entre los diferentes autores, se ve
dificultada por el empleo de instrumentos de diferente naturaleza, asi como por la
vaguedad de la terminologia utilizada (coagulacion, gelificacion, floculacion,

aglomeracion, agregacion, polimerizacion, endurecimiento, indice de dureza,...).

No obstante, Sharma et al. (1993) estudian la cinética de agregacion de leche
ultrafiltrada a diferentes valores de pH, temperatura y concentracion de leche con el uso
de un viscosimetro, ajustando los datos experimentales del complejo de viscosidad a la
ecuacion propuesta por Scott-Blair y Burnett (1963a). Mediante regresion no lineal
estiman los parametros del modelo, esto es, complejo de viscosidad maximo (4 ) y A
(tiempo en el cual U = I /e). En relacion con los tres factores estudiados, el analisis
de varianza realizado por dichos autores s6lo muestra significacion para el efecto de la

7 I3 * .
concentracion de leche sobre el parametro /. No se ha encontrado en la literatura
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disponible, otras referencias relativas al andlisis de varianza de parametros cinéticos de

los procesos de agregacion y/o endurecimiento de la coagulacion de la leche.

VIL.5.8. Efecto de la temperatura en las constantes cinéticas de agregacion y

endurecimiento

VI1.5.8.1. Efecto sobre k; y k,

Las medias de minimos cuadrados de ki, ko, I; y I» se recogen en la Tabla
VI1.5.8.1.1 para los cinco niveles de temperatura ensayados (20, 25, 30, 35 y 40°C) en el
experimento //I. Como se esperaba, las constantes de velocidad de ambos procesos
aumentan con el ascenso de la temperatura (P < 0°05), por lo que, logicamente, los
tiempos de vida media descienden en proporcidon, coincidiendo con el conocimiento
general. Muchos autores han referido que la velocidad de formaciéon del entramado
proteico durante la gelificacion, depende considerablemente de la temperatura, viéndose

favorecida por ésta.

Tabla VI.5.8.1.1. Efecto de la temperatura sobre las constantes de velocidad y los tiempos de vida

media de agregacion y endurecimiento estimados mediante reflectancia difusa en leche de cabra. '

Temperatura (°C) ki (s™) ky (s 7(s) 1(S)
20 0°000263* 0’00237 2942° 1905*
25 0°000324* 0°00810° 2306° 885"
30 0°000469* 0’0310 1531° 379°
35 0°000888" 0°100° 8574 166
40 0°00172¢ 0°365¢ 492¢ 77¢

!k, constante de velocidad de endurecimiento; k», constante de velocidad de agregacion; 7;, tiempo de vida media de
endurecimiento; 7, tiempo de vida media de agregacion.

*d Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes (P < 0°05). Las comparaciones solo se
establecen dentro de la misma columna. N = 3 en todos los tratamientos.
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Kowalchyk y Olson (1977) analizan mediante viscosimetria la velocidad de
incremento de la dureza de geles enzimaticos, observando que la velocidad de
incremento de dureza de la cuajada aumenta con la temperatura dentro del rango de en
estudio (31-40°C). Por su parte, y también trabajando con un viscosimetro, Sharma et
al. (1989, 1993) demuestran que la velocidad de agregacion y el indice de dureza
(consistencia a los 60 min) aumentan al hacerlo la temperatura. Niki et al. (1994b)
miden los moédulos elastico y viscoso de rigidez (G° y G’°) durante la gelificacion
enzimatica de micelas de caseina de diferentes tamafos y aprecian que la constante de
velocidad de gelificacion es mayor cuando la temperatura también lo es. Numerosos
investigadores también apuntan un efecto similar de la temperatura sobre la velocidad
de los procesos de agregacion y/o endurecimiento (Hossain, 1976; Tokita et al., 1982a;
Dalgleish, 1983; Walstra y van Vliet, 1986; van Hooydonk y van den Berg, 1988; Zoon
et al., 1988b).

V1.5.8.2. Efecto sobre R

La Tabla VIL.5.8.2.1 refleja la evolucion de las LSM de R. en funcion de la

temperatura.

Tabla VI.5.8.2.1. Efecto de la temperatura sobre el ratio final

de reflectancia en leche de cabra.

Temperatura (°C) R,
20 1’67°
25 1°87°
30 2°08°
35 2°14°
40 2°13°

' R.., valor asintético del ratio de reflectancia, a tiempo infinito.
*¢ Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes
(P <0°05). N=3 en todos los tratamientos.
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Como se observa, R, aumenta proporcional y significativamente (P < 0°0001) con
la temperatura hasta 30°C donde se estabiliza alcanzando una meseta o valor maximo.
Mientras el grado de consenso entre los diferentes autores es alto, en lo referente al
efecto de la temperatura sobre las constantes de velocidad de agregacion y de
endurecimiento, existen importantes divergencias con respecto a la dependencia de la

dureza maxima en funcion de la temperatura.

Sharma et al. (1993) valoran la rigidez mediante la determinacion del complejo de
viscosidad (1) empleando un viscosimetro de esfera vibratoria (Nametre) vy,
posteriormente, estiman el valor teérico maximo de dicha variable (,u*oo) ajustando, por
regresion no lineal, los datos experimentales a la ecuacion propuesta por Scott-Blair y
Burnett (1963a). De esta forma, concluyen que la temperatura (28-37°C) no ejerce

efecto significativo alguno sobre el valor final de 4/ .

Sin embargo, y en desacuerdo con lo anterior, otros investigadores opinan que la
rigidez final disminuye cuando aumenta la temperatura. En este sentido, Zoon et al.
(1988b) estudian la influencia de la temperatura en los modulos de almacenamiento y
rotura (G’ y G”’) dentro del rango comprendido entre 20 y 40°C y observan que el valor

maximo de ambos modulos disminuye cuando la temperatura aumenta.

Contrariamente, otros autores afirman que la rigidez final del gel es mayor a
temperaturas superiores. De esta opinion son Tokita et al. (1982a), que trabajando con
leche descremada encuentran que la rigidez final de geles de coagulacidon enzimatica
aumenta casi linealmente con la temperatura. Otros autores como Bohlin et al. (1984) y
Carlson et al. (1987d) obtienen similares resultados. Van Vliet y Walstra (1985)
aseguran que, en trabajos previos, encontraron un incremento del moédulo de rigidez (G)
con el aumento de la temperatura de formacion, tanto en geles de coagulacion acida
como enzimdtica, pero en cambio, observaron un claro descenso de G cuando
aumentaba la temperatura de medida. Por este motivo, van Vliet y Walstra (1985)

critican los resultados de Tokita et al. (1982a) por considerar que los resultados de éstos
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ultimos constituyen mas un reflejo del efecto de la temperatura de formacion del gel que

de la temperatura de medida.

Algunos autores también han observado simultdneamente aumento y descenso de
la rigidez final al aumentar la temperatura, dependiendo del rango de temperaturas
estudiadas y del tiempo seleccionado para estudiar la rigidez final. Asi, Lagoueyte et al.
(1995) empleando un redmetro, determinan un descenso de la firmeza maxima por
ascenso de la temperatura, pero contrariamente, a tiempos menores de 4 horas observan
un ascenso, mostrando claramente que el tiempo ejerce también un efecto en la
dependencia de la firmeza final respecto de la temperatura. Roefs et al. (1990) analizan
mediante técnicas reoldgicas, la influencia de la temperatura de medida en geles de
coagulacién mixta. G* disminuye casi linealmente con la temperatura a cualquier valor
de pH comprendido entre 4’4 y 4’8 y a temperaturas comprendidas entre 20 y 40°C.
Pero a valores de pH superiores a 4’8, se observa la aparicion de un maximo en el valor

final de G’, que se localiza entre 15 y 20°C.

Por ultimo, otros investigadores encuentran un incremento de la rigidez final hasta
un valor maximo, momento en el cual se mantiene o incluso comienza a disminuir,
coincidiendo con lo observado por Roefs ef al. (1990) a pH mayor de 4’8. Dejmek
(1987) miden G’ y G’ a las 16 horas empleando un redémetro y aprecian la existencia de
un maximo a 25°C en las curvas de ambos moédulos frente a la temperatura, que aparece
mas nitidamente a frecuencias altas. Tras analizar el efecto que ejercen diferentes
tamafios de micela de caseina sobre la coagulacion enzimatica, Niki et al. (1994b)
concluyen que los valores finales de G’ y G’’, a todos los tamafios micelares estudiados,
crecen conforme aumenta la temperatura entre 25°C y 28-30°C, para comenzar a

descender a partir de esa temperatura.

Mediante el uso de técnicas tanto reoldgicas como Opticas, Tobitani et al. (1995)
examinan la gelificacion de leche desnatada, concentrada, previamente hidrolizada e

inducida por calor. Una vez alcanzada la temperatura de gelificacion, el aumento de
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temperatura produce un incremento de G’ hasta un maximo para posteriormente
decrecer debido a la separacion de fases (sinéresis). Recientemente, Horne (1998)
afirma que el valor de G medido a dos veces el tiempo de gelificacion (¢,) imita el
desarrollo de la dureza del gel a tiempo infinito. Segun dicho autor, existe un fuerte
incremento lineal de la dureza final del gel si aumentamos la temperatura, hasta que se
alcanza un maximo localizado a 35-40°C, tras el que la temperatura produce un

descenso de G.

Por otra parte, Korolczuk et al. (1986) constatan una importante relacion entre las
curvas de viscosidad (viscosimetro rotacional de cilindros coaxiales Rhéomat 30) y las
refractométricas y concluyen que los dos métodos miden cambios en el estado fisico de
la leche durante la coagulacion y en la dureza del gel. La reflectancia difusa aumenta
durante la agregacion y formacion de la red proteica que conforma el gel (Peri et al.,
1990; Lopez, 1993), al igual que lo hacen el modulo complejo de rigidez o elasticidad y
sus componentes: los modulos viscoso y elastico, ya que el incremento de reflectancia
difusa parece ser directamente proporcional al establecimiento de enlaces entre las
micelas de caseina (Chofcheck et al., 1999), y los mddulos son proporcionales al

numero de uniones (Carlson, et al., 1987d; Zoon et al., 1988a).

Por lo tanto, R., es proporcional a la dureza del gel como lo son los valores finales
de los modulos. Teniendo en cuenta la gran importancia de las uniones hidrofobicas en
la formacion del entramado proteico tridimensional y en el desarrollo de la dureza del
gel (Payens, 1977; McMahon et al.,1984c; Roefs et al., 1990; Niki et al., 1994a, b;
Lagoueyte et al., 1994, 1995; Horne, 1998; Mellema et al. 1999) y su fuerte
dependencia de la temperatura (Schmidt y Morris, 1984; Zoon et al., 1988b; Kim et al.,
1992; Roefs et al., 1990) debemos esperar un aumento de dichos parametros al

aumentar la temperatura.

Las interacciones hidrofobicas se ven favorecidas por un efecto de entropia (Lien

y Kennon, 1987). Antes de la formacion de una de estas uniones, las moléculas de agua
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se sitian ordenadamente alrededor de los grupos no polares expuestos, pero cuando
tiene lugar la interaccion hidrofébica, ese orden es interrumpido produciendo un cambio
de entropia favorable, lo suficientemente grande como para superar la entalpia debida a
la interaccion de los grupos no polares, por lo que la energia libre de Gibbs es negativa
y el proceso es espontaneo. Dado que la contribuciéon del término entropico es
dominante sobre el entdlpico en las interacciones hidrofébicas, el valor absoluto de la
energia libre de Gibbs (AG = AH -TAS) aumenta con la temperatura (Niki et al.,

1994b), lo cual explica el incremento de R.

Pero, como se ha comentado anteriormente, el aumento de R, con la temperatura
solo tiene lugar hasta 30°C, momento en el cual se estabiliza. Este fenomeno podria
presentar diferentes causas. En primer lugar podria deberse a la existencia de otras
fuerzas de union entre las micelas de caseina, menos dependientes de la temperatura,
ademas de las hidrofobicas. Segun Chen y Dickinson (1999), las fuerzas
intermoleculares capaces de mantener la estructura tridimensional de los geles proteicos
son: enlaces covalentes, enlaces electrostaticos, puentes de hidrégeno e interacciones
hidroféobicas. Pese a que la naturaleza de las fuerzas atractivas, que participan en la
coagulacion enzimatica de las micelas de caseina, no ha sido aun totalmente dilucidada
(Horne, 1998; Risso et al., 2000), se cree que el gel enzimitico se estabiliza
principalmente gracias a la actuacioén de enlaces débiles de tipo no-covalente (van Vliet
et al., 1991; Ross-Murphy, 1995; Schorsch, et al., 2000) tales como interacciones
hidrofobicas, enlaces electrostaticos y/o puentes de hidrégeno (Culioli y Sherman,
1978; Walstra et al., 1985; Roefs et al., 1990; Niki et al., 1994b; Lefebvre-Cases et al.,
1998), aunque se cree que también juegan un papel importante los enlaces de Ca*"
(Payens, 1977; Lefebvre-Cases et al., 1998; Mellema et al., 1999) y quizas los S-S
(Culioli y Sherman, 1978).

En segundo lugar, la razon de la estabilizacion de R. podria guardar relacion con
un aumento de la sinéresis causado por la temperatura. La temperatura, al ascender,

conduce a un rdpido incremento de la dureza del gel, pero simultaneamente, el
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incremento de dureza es pronto enmascarado por el aumento de sinéresis, porque el
rapido aumento de la fuerza de las uniones también facilita la contraccion del gel

(Lagoueyte et al., 1995).

Existen una serie de evidencias que soportan dicha hipdtesis. Se acepta
ampliamente que tanto el coeficiente de permeabilidad (B), como la velocidad de
aumento de la permeabilidad de la cuajada con el tiempo (dB/d¢) y la presion méaxima de
sinéresis enddgena, aumentan al hacerlo la temperatura (van Dijk y Walstra, 1986; van
den Bijgaart, 1988), lo cual ha sido relacionado con el descenso de los modulos finales

de rigidez (Lagoueyte et al., 1995; Zoon et al., 1988b).

Por otro lado, Lagoueyte et al. (1994) encuentran evidencias microscopicas del
incremento en el coeficiente de permeabilidad de la cuajada. Con el aumento de la
temperatura, los espacios vacios del interior del entramado proteico, repletos de suero,
se ensanchan provocando soluciones de continuidad en las paredes. McMahon et al.
(1984c¢) confirman el descenso de la intensidad de la absorbancia aparente causado por
el proceso de microsinéresis, observando que dicho descenso, tras el maximo de

absorbancia, es mas pronunciado a temperaturas mayores.

La tercera posible razon, que explicaria el comportamiento de R., seria el
descenso de solubilidad del fosfato céalcico con la temperatura (Horne, 1998) que
induciria a la salida parcial de calcio procedente del CCP, con el correspondiente
ascenso de la carga negativa de las caseinas, que conduciria a un debilitamiento de las

uniones y de la firmeza del gel.

VI1.5.8.3. Efecto sobre [

El parametro [, obtenido mediante regresion no lineal a partir del modelo /, se
define como la proporcion de reflectancia difusa causada por la agregacion.

Corresponde a (4« -Ao), tal como se recoge en el apartado V.7.2. A fin de facilitar el
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analisis, se ha expresado como porcentaje del incremento total de reflectancia (R —
Riax). En la Tabla VI.5.8.3.1 observamos que el aumento de la temperatura produce un

descenso significativo del parametro .

Tabla V1.5.8.3.1. Efecto de la temperatura sobre £ en leche de

cabra.!
Temperatura (°C) B
20 58°6"
25 27°6°
30 14°4°
35 9°934
40 6’824

! p, incremento de reflectancia difusa, tras el punto de inflexion de la
curva de reflectancia, exclusivamente debido al proceso de agregacion.

*4 Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes
(P <0°05). N=3 en todos los tratamientos.

Puesto que una pequefia parte de la agregacion ocurre antes de 7max, €l modelo no
recoge la totalidad del cambio de reflectancia, por lo que, [ quizas no contenga otro
significado fisico distinto al de representar la fraccion del incremento de reflectancia

utilizada por la regresion para describir el proceso de agregacion.

Sin embargo, la tendencia de [ podria ser explicada mediante el analisis del
efecto de la temperatura sobre las constantes k; y k». Si representamos k; y k> versus
temperatura, se halla un efecto mayor sobre k, que sobre k;, por lo que k, seria mas
sensible a la temperatura que k;. Asi, cuando la temperatura aumenta, la velocidad de
agregacion se incrementa proporcionalmente mas que la velocidad de endurecimiento y,

en consecuencia, la contribucion de la agregacion al incremento de reflectancia
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disminuye. Como se comentara en el apartado VI.5.9.3, se puede realizar un

razonamiento similar en lo relativo al efecto de la proteina sobre f,.

VI.5.9. Efecto de la concentracion de proteina en las constantes cinéticas de

agregacion y endurecimiento

VI1.5.9.1. Efecto sobre ky y k;

Las LSM de ki, k», 1y T» correspondientes a los tres niveles de concentracion
proteica seleccionados en el experimento III (3, 5 y 7%) se detallan en la Tabla
VI.5.9.1.1. Existe un ascenso consistente de las medias de 7, y I, paralelo al aumento
de la concentracion de proteina, producido por el descenso de k; y k,. Varios autores
publican el incremento de la velocidad de agregacién y/o de endurecimiento por
aumento de la concentracion de proteina (Walstra y van Vliet, 1986; van Hooydonk y
van den Berg, 1988; Sharma et al., 1993; Guinee et al., 1997) aunque, por el contrario,

nosotros observamos un descenso.

Tabla VI.5.9.1.1. Efecto de la concentracion de proteina sobre las constantes de velocidad y los
tiempos de vida media de agregacion y endurecimiento estimados mediante reflectancia difusa en

leche de cabra. !

Proteina (%) ki (s™) ky (s 7i(s) T(s)
0°000913° 0°201° 1277 378°
0°000706% 0°073° 1718% 630°

7 0°000580° 0°030° 1881° 1040°

! k,, constante de velocidad de endurecimiento; k,, constante de velocidad de agregacion; 7y, tiempo de vida media de
endurecimiento; 7, tiempo de vida media de agregacion.

*¢ Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes (P < 0°05). Las comparaciones solo se
establecen dentro de la misma columna. N = 3 en todos los tratamientos.
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Este comportamiento es logico ya que la enzima se considera saturada con el
sustrato y la concentracion de enzima utilizada es constante. Este hecho concuerda con
lo descrito en el apartado V1.2.2.6, donde se constata que, si se mantiene constante la
concentracion de enzima y el nivel de caseina aumenta, los parametros de tiempo
también lo hacen. Por lo tanto, si la enzima hidroliza la k-caseina en condiciones de
saturacion con el sustrato, el aumento de la concentracion de micelas no varia la
velocidad de la reaccion, requiriendo la enzima un intervalo de tiempo mayor para

completar el proceso.

Esta hipotesis es coherente con lo publicado por Culioli y Sherman (1978), que
demuestran que RCT aumenta con la concentracion de proteina, aunque el efecto de la
proteina sobre RCT se ve mitigado con el aumento de la concentracion de enzima, hasta
practicamente ser anulado. Y también coincide con Fox (1984) que afirma que la
concentracion de leche mediante ultrafiltracion aumenta RCT a concentracion constante

de enzima.

Como consecuencia, k1 y k, deben sufrir un descenso debido a la presencia de una
mayor proporcion de micelas sin hidrolizar, que son incapaces de participar en la
formacion del gel, lo que esta en consonancia con lo publicado por Garnot et al. (1982).
Mediante la induccion de la coagulacion a concentracion constante de enzima, estos
autores demuestran que RC7T aumenta con la proteina, a la vez que el grado de hidrolisis
en RCT disminuye. Un menor grado de hidrolisis en RCT, al aumentar la concentracion
de proteina, también ha sido sefialado por Garnot y Corre (1980), por Dalgleish (1980)
y por Lomholty Qvist (1997).

Otro factor a considerar es que el aumento de la concentracion proteica
incrementa la viscosidad, que a su vez reduce la difusion de las micelas. El incremento
de viscosidad podria, de esta forma, retrasar la agregacion aumentando RC7 (Culioli y
Sherman, 1978) y los parametros de tiempo derivados de la reflectancia difusa (apartado

VIL.2.2.6).
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V1.5.9.2. Efecto sobre R

Las LSM de R.., a diferentes concentraciones de proteina, se detallan en la Tabla

VIL.5.9.2.1.

Tabla VI.5.9.2.1. Efecto de la concentracion de proteina sobre

el ratio final de reflectancia en leche de cabra.!

Proteina (%) R,
1°79?
2°04°

7 2°11°

! R, valor asintotico del ratio de reflectancia, a tiempo infinito.
*¢ Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes
(P <0°05). N =3 en todos los tratamientos.

La literatura relativa a la relacion entre la dureza del gel y el contenido de caseina
de la leche es abundante y unanime (Amram et al., 1982; Storry y Ford, 1982b; Banks y
Muir, 1984). Referente a la leche de cabra, Remeuf et al. (1989) detectan una
correlacion significativa ( = 0°76) entre la dureza del gel y el contenido en proteina,
mientras que Remeuf ez al. (1995) citan un aumento de la firmeza maxima conforme se

incrementa la concentracion de la leche de cabra ultrafiltrada.

En el presente estudio los valores de R., como se esperaba, ascienden
significativamente si aumenta la concentracion de proteina. Como ya se ha mencionado,
durante la agregacion y el endurecimiento del gel acontece un incremento de la
reflectancia difusa. Una mayor concentracion de proteina deberia determinar un grado

superior de union entre las micelas de caseina, con mas enlaces por unidad de volumen,
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que conduciria a un ascenso de R.. Segin (Waungana et al., 1997, 1998), el numero y
la fuerza de los enlaces establecidos, entre las micelas de caseina hidrolizadas, son
mayores en los geles obtenidos a partir de leche concentrada por ultrafiltracion, que en
aquellos procedentes de leche no concentrada. El descenso de k; y A, debido al aumento
de la concentracion proteica es coherente con el aumento paralelo de R., porque las
constantes de velocidad s6lo guardan relacion con el tiempo necesario para completar la

reaccion.

Diferentes autores han citado que la proteina aumenta la firmeza méaxima de la
cuajada que, medida normalmente como moédulo de rigidez o como complejo de

viscosidad, exhibe una dependencia potencial con respecto a la concentracion proteica:

G, =dlc,) (VL5.9.2.1)

u =dlc,) (V1.5.9.2.2)

donde

G = mddulo final de rigidez a tiempo infinito,

U = complejo final de viscosidad a tiempo infinito,
C, = concentracion de proteina,

d = constante y

b = constante.

El exponente b se encuentra tipicamente comprendido entre 1’8 y 4’0, seglin la
literatura (Culioli y Sherman, 1978: 2°6; Garnot et al., 1982: 2°6; van Dijk, 1982: 2°7;
Tokita et al., 1982a, b, 1984, 1985,: 2°0-4°0 seglin el rango de concentracion proteica;
Dejmek, 1989: 2°5; Zoon et al., 1988a: 2°4; Sharma et al., 1993: 2°3-3’1 en funcion de
la temperatura y el pH; Niki ef al., 1994bh: 2’1 para micelas pequefias y 1’8 para
grandes; Guinee ef al., 1997: >1).
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Con el objeto de comparar la evolucion seguida por R. con las tendencias
caracteristicas de G y U, se estima el exponente b mediante regresion de minimos
cuadrados entre /n (Rw) y In (C,). El resultado de las regresiones arroja un valor b igual
a 0’20 con un R* de 0’96, no apreciandose un efecto significativo de la temperatura
sobre el valor de b (20-40°C). Las diferencias existentes entre autores con respecto al
valor del coeficiente b podrian ser debidas, en opinion de Zoon et al. (1988a), a los
diversos métodos seguidos para el ajuste de los niveles de concentracion proteica, a la
cantidad de enzima afiadida o al tiempo transcurrido desde la adicion del enzima hasta
que se realiza la medida de rigidez. Para estos autores, el uso de una relacion constante
enzima/proteina proporciona una estimacion excesivamente alta de 5. Por lo tanto, para
el estudio de la relacion entre la rigidez y la concentracion de proteina, aconsejan variar
solo la concentracion de proteina y coagular la leche por adicion de una cantidad

constante de enzima, midiendo el médulo tras un largo periodo de tiempo.

En el presente trabajo, de acuerdo con Zoon et al. (1988a), no se ha mantenido
constante la proporcion entre la concentracion de enzima y la de proteina. Sin embargo,
el ajuste de los niveles proteicos se ha realizado mediante reconstitucion de leche
desnatada condensada, que podria implicar ciertas diferencias con respecto a los autores

que han empleado ultrafiltracion.

Desde otra perspectiva, Sharma et al. (1993) atribuyen las diferencias en el
exponente a la forma de la curva. El efecto de la proteina sobre la forma de las curvas
de reflectancia difusa es diferente al ejercido sobre las curvas de G y 4, por lo que
parece inapropiado establecer una comparacion entre el efecto de la proteina sobre el

parametro de reflectancia difusa (R«) y los parametros reoldgicos, Ge y ,u*m.

V1.5.9.3. Efecto sobre [

En la Tabla V1.5.9.3.1 se analiza el efecto de la concentracion de proteina sobre

las LSM del parametro /3, que aumenta con la concentracion proteica.
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Tabla VI.5.9.3.1. Efecto de la temperatura sobre 5 en leche de

cabra.!

Proteina (%) B
17°3%
25°7°

7 27°4°

! B, incremento de reflectancia difusa, tras el punto de inflexion de la
curva de reflectancia, exclusivamente debido al proceso de agregacion.

*® Medias con el mismo superindice no son significativamente diferentes
(P <0°05). N=3 en todos los tratamientos.

Paralelamente al razonamiento mencionado en el apartado V1.5.8.3, en relacion
con el efecto de la temperatura sobre [, la representacion grafica de k; y & frente a la
concentracion de proteina, revela un efecto mayor de este factor sobre k,, en
comparacion con ki, lo que implicaria por lo tanto, un descenso de ;. Cuando la
concentracion proteica disminuye k&, aumenta proporcionalmente mas que k; y
logicamente la contribucion de la agregacion al cambio total de reflectancia se ve

disminuida.

V1.5.10. Fases de formacion de la cuajada

Aunque se puede considerar, como se recoge en el apartado IL.2.6, que los
conocimientos en relacion con las etapas del proceso de coagulacion de la leche estan
bien establecidos, muchos de sus aspectos son ain poco conocidos. En general, se
acepta que la coagulacion consta basicamente de dos procesos cinéticos: hidrolisis de la
K-caseina y agregacion de las micelas desestabilizadas (Olson y Bottazzi, 1977,
Dalgleish, 1979; Garnot y Olson, 1982; Walstra et al., 1985; van Hooydonk y Walstra,
1987; Guthy et al., 1989; Hyslop, 1989; Winwood, 1989; Horne y Davidson, 1990; de
Kruif et al., 1992; van Hekken y Strange, 1994; Pires et al., 1997). Pero la
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aparentemente bien establecida division de la coagulaciéon en dos fases, no es

universalmente aceptada.

Algunos autores la dividen formalmente en esas dos etapas, pero al mismo
tiempo diferencian ambiguamente entre conceptos como agregacion y formacion del
gel, cuando profundizan en el andlisis de la segunda fase de la coagulacion. De esta
forma, Green (1984) considera la formacion del gel como una fase tardia de la
agregacion, pero aun asi, la analiza separadamente de ésta. Similares divisiones

aparecen en Fox (1988) y en Fox y Mulvihill (1990).

También son numerosos los investigadores que dividen la coagulacion en tres
fases diferentes pero que se solapan: primaria o hidrolisis enzimatica, secundaria o
agregacion y endurecimiento del gel formado (Storry y Ford, 1982a; McMahon y
Brown, 1984b; Carlson, et al., 1987a; Pires et al., 1999). Incluso hay autores que
prefieren dividir la coagulacion en mas de tres etapas, proporcionando una descripcion
continua del proceso. Asi, Johnston (1984) separa la coagulacién en cuatro fases:
hidrdlisis, aglomeracion para constituir “unidades poliméricas”, formacion del gel
mediante enlace de las unidades poliméricas y endurecimiento de la cuajada por la
continuacion de la formaciéon de enlaces. McMahon y Brown (1990) describen la
coagulacion enzimatica segln las siguientes etapas: hidrélisis, agregacion de las micelas
de caseina via mecanismo de von Smoluchowski (1917), formacion de una red de
particulas de caseina en el punto de gelificacion del proceso de coagulacion,
continuacion de la incorporacion de micelas a la red tridimensional, reestructuracion de
las cadenas de caseina y fusion de micelas, formando gruesas cadenas, con expulsion de

Su€ro.

En nuestra opinion, la primera fase de la coagulacion, la hidrélisis enzimadtica, es
ampliamente comprendida y estd claramente definida, resultando facil separarla
conceptualmente del resto de etapas del proceso. Pero por el contrario, muchos autores

no diferencian claramente entre agregacion y endurecimiento, quizas porque la
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agregacion y especialmente el endurecimiento, no son suficientemente comprendidos,
existiendo una gran carencia de conocimientos referentes a la secuencia molecular y la

naturaleza del proceso de formacion del gel y de su endurecimiento.

Por otra parte, la mayoria de los estudios cinéticos de agregacion y
endurecimiento que han sido realizados, se abordan mediante monitorizacion de
propiedades fisicas como viscosidad, mddulos de rigidez y caracteristicas Opticas
durante la coagulacion. Logicamente, la sensibilidad de cada una de esas propiedades a
los procesos de agregacion y endurecimiento es diferente. Por lo tanto, se produce una
respuesta distinta a los fendémenos de la coagulacion, en funcidn de la técnica utilizada y
de la propiedad medida, respuesta, que por otro lado, aporta informacion relacionada de

diferente forma y en distinto grado, con las fases de la coagulacion.

De hecho, la viscosidad s6lo aumenta exponencialmente entre el inicio de la
agregacion y el tiempo de coagulacion visual (Fox y Mulvihill, 1990), momento tras el
cual, la viscosidad ya no puede ser medida por mas tiempo (Mellema et al., 1999);
mientras que la mayoria de los equipos de uso habitual, para el seguimiento del aumento
de la dureza del gel, atn no son capaces de medir el modulo en el punto de gelificacion,

por ser demasiado pequetio (Carlson et al., 1987d; McMahon y Brown, 1990).

A la luz de los resultados del presente estudio, se considera que la reflectancia
difusa de NIR (880 nm) es sensible tanto a la agregacion de las micelas de caseina
como al proceso de endurecimiento del gel, mientras que otros métodos en general se

limitan mads a la deteccion de uno solo de estos procesos.

El analisis de los modelos cinéticos propuestos y ensayados y de los datos
cinéticos obtenidos, nos conduce a sugerir que la coagulacion de la leche se puede
dividir formalmente en dos etapas, integradas en su conjunto por tres procesos

diferentes que se solapan entre si y que requieren tratamiento cinético especifico.
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1. Fase primaria o enzimatica, de hidrolisis de la K-caseina.
2. Fase secundaria, no enzimadtica o de formacion del gel, constituida a su vez

por la agregacion de las micelas y por la reaccion de endurecimiento.
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Conclusiones

PRIMERA.- La coagulacion de la leche de cabra puede ser monitorizada
mediante dispersion de radiacion de infrarrojo proximo a la longitud de onda de 880 nm
con un sensor de fibra optica en linea. La influencia de la composicion de la leche sobre
la intensidad de reflectancia requiere trabajar con ratios en vez de con valores absolutos
de senales eléctricas. La clasificacion de los pardmetros generados a partir de la curva
de reflectancia en funcién de sus unidades racionaliza el analisis, dada la relacion

existente entre la naturaleza de las variables y su comportamiento.

SEGUNDA.- Los parametros de tiempo y mixtos varian en funcion de la velocidad
de coagulacion. Por consiguiente, el aumento de la misma producido por cualquier
factor de la coagulacion se traduce en aumento de la velocidad de incremento del ratio
de reflectancia y en descenso de los parametros de tiempo o viceversa. Sin embargo, los

parametros de respuesta parecen depender mas de factores no cinéticos tales como:
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indice de refraccion y nimero de enlaces intermicelares, lo que explica la sensibilidad

de dichas variables a la temperatura.

TERCERA.- El efecto de la temperatura sobre los parametros de tiempo, mixtos
y de respuesta (excepto el voltaje inicial) es cuadratico. En los pardmetros de tiempo
este hecho se atribuye principalmente al efecto limitante de los procesos de gelificacion
sobre los de hidrolisis a temperaturas inferiores a 30°C. La evolucion de la velocidad
maxima de incremento del ratio de reflectancia, en funcién de la temperatura, cumple la
ecuacion de Arrhenius, permitiendo estimar la energia aparente de activacion del
proceso de coagulacion en 63-72 kJ mol™. Se observa un aumento de dicha energia con

la concentracion proteica.

CUARTA.- El aumento de la velocidad de coagulacion por adicion de cloruro
calcico a la leche es independiente del descenso asociado de pH causado por disolucion

de la sal, que induce a la liberacion parcial de los protones de las micelas de caseina.

QUINTA.- Existen diversas interacciones entre las variables estudiadas: las
interacciones de la concentracion de enzima con la temperatura y de la concentracion de
enzima con el pH que afectan a Thax, Teiot, Teut Y Dmax; 1a de la temperatura con el pH
que influye en Dpnax Y Rmax ¥ 1a de la proteina con la temperatura que afecta sobre 7Tiax,

T2max y TZmin-

SEXTA.-El parametro de reflectancia difusa (7y.x) es diferente del tiempo de
coagulacion de Berridge (7ciot) y representa un 89% del mismo. Dicho parametro -que
corresponde a un grado de conversion de caseina del 78%-, estima el punto de
gelificacion antes que el método de Berridge, siendo mas sensible a la agregacion que la
mayoria de los parametros de estimacion habitualmente utilizados. Predice con eficacia
Teiot (R2 = 0’991 y SEP = 54 s) y disminuye, como este Ultimo, de forma inversamente
proporcional a la concentracion de enzima, cumpliendo por tanto la ecuacion de
Foltmann (R2 = 07999). Su correlacion con Tg, su sensibilidad a la agregacion y su

consistente respuesta a los factores de la coagulacion, aconsejan su uso para el estudio
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comparado de la adaptabilidad tecnologica de coagulantes comerciales, cultivos

microbianos y aditivos, y para la seleccion de las condiciones ideales de elaboracion.

SEPTIMA.- La variable Tja constituye un excelente parametro predictor del
tiempo de corte. Siempre que la concentracion de proteina sea estable, la ecuacion
Tout = B Tmax permite la prediccion objetiva y en linea de dicho tiempo con un error
estandar comprendido entre 33 y 85 s, segin las condiciones experimentales. El
parametro de reflectancia difusa 7>min proporciona errores estandar de prediccion

menores que Tmax, al menos en condiciones variables del contenido proteico de la leche.

OCTAVA.- El parametro B, que controla la prediccion del tiempo optimo de
corte, depende de la temperatura, el pH y las concentraciones de enzima y proteina. El
efecto de dichos factores sobre 7¢, es proporcionalmente menor que sobre 7Ty, por lo
que, cuando los parametros de tiempo aumentan [ disminuye y viceversa. Ello
contribuye, junto a la diferencia de criterio en la seleccidon del tiempo de corte por parte
del maestro quesero, a la necesidad de calibrar dicho pardmetro a pie de planta y con

anterioridad a su uso industrial. En este sentido es preciso considerar que:

- El efecto relativo producido por la concentracion de enzima, la temperatura y
el pH sobre el parametro [, se estima que constituye respectivamente el 10%,

el 29% y el 32% del ejercido por la concentracion de proteina.

- Como consecuencia, la inclusion en el algoritmo de prediccion de parametros
como pH, temperatura y concentracion de enzima, disminuye el error estandar
de prediccion, si bien, el beneficio no compensa el perjuicio que ello supone

para la implementacion del sistema.

- El efecto dominante de la concentracion de proteina sobre el parametro [
aconseja la inclusion de un término proteico en el algoritmo de prediccion del
tiempo de corte, siempre que existan variaciones significativas del contenido

en proteina, lo que permite reducir el error estandar de prediccion en un 64%.
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En este caso, la ecuacion de prediccion adopta la forma Tey = S Tomin (1 + Y
proteina), donde la constante ) representa el efecto de la proteina sobre la
pendiente (). Este algoritmo atn conserva la simplicidad ya que soélo

requiere la determinacion en planta del coeficiente 3.

NOVENA.- El parametro de respuesta Rp.x permite la prediccion del tiempo de
corte con precision similar a la obtenida mediante parametros de tiempo, siempre que se
incluya en la ecuacién de prediccion un término de compensacion de la temperatura y
un valor de ordenada en el origen. El pardmetro de respuesta R, s6lo varia en funcién
de la temperatura y del tipo de enzima, lo que sugiere la posibilidad de determinar el
tiempo de corte en base a un valor constante de ratio de reflectancia difusa, que seria
valido a una temperatura de coagulacion constante y caracteristico de cada tipo de

enzima.

DECIMA.- La agregacién de las micelas de caseina se inicia en un punto
localizado entre el periodo de induccion (0 = 0°61) y el punto de inflexion del perfil de

reflectancia (0 = 0°78).

UNDECIMA.- En la curva de reflectancia difusa se observa la apariciéon de una
irregularidad al disminuir la temperatura o la concentracién de proteina, que sugiere la
coexistencia de dos procesos diferentes durante la formacion del gel. Por este motivo, el
modelo [ propuesto para la descripcion del incremento de reflectancia difusa tras Tiax
combina una expresion de segundo orden para la agregacion y otra de primer orden para
el endurecimiento de la cuajada. El modelo se ajusta con éxito a los datos
experimentales confirmando que el aumento de reflectancia difusa observado durante la
coagulacion se debe a la evolucion solapada de los procesos mencionados. Actualmente,
se acepta de forma mayoritaria que la coagulacion de la leche se divide en dos etapas
fundamentales: hidrélisis y agregacion, si bien nuestros resultados sugieren que la
coagulacion se produce en dos fases: la hidrolisis enzimatica y la fase no enzimatica,

constituida a su vez por la agregacion y la reaccion de endurecimiento del gel.
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DUODECIMA.- Con el ascenso de la temperatura o el descenso de la
concentracion proteica aumentan las constantes de velocidad de agregacion y
endurecimiento y disminuye la influencia relativa de la agregacion sobre el incremento
total del ratio de reflectancia difusa. El valor asintotico del ratio de reflectancia aumenta
con la temperatura y la proteina, reflejando un incremento de la firmeza del gel. El
ascenso de dicho parametro hasta 30°C confirma que las uniones hidrofobicas
desempeian el papel principal en la gelificacion de la leche. Su estabilizacion posterior
a temperaturas mayores indicaria la contribucién de otras fuerzas menos dependientes
de la temperatura en el mantenimiento de la estructura del gel, el aumento de la sinéresis
a esas temperaturas o el incremento de la carga superficial negativa de las micelas, por

deplecion de calcio.

DECIMOTERCERA.- El cuajo de cabrito liquido, a igual tiempo de
coagulacidén, muestra mayor adaptabilidad tecnologica para la coagulacion de leche de
cabra que la enzima de Mucor miehei. Presenta valores de T, y de tiempo de corte
mas pequefios y valores mayores de R, Se espera por tanto, un mejor rendimiento del
cuajo de cabrito en comparacion con la enzima de Mucor miehei, 1o que supondria una

alternativa natural a la sustitucion del cuajo de ternera por proteasa de M. miehei.
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