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Resumen

1. RESUMEN

La elevada carga contaminante ocasionada poctelsizero, asi como el valor
nutritivo de las seroproteinas que lo constituyenpropiciado un aumento del interés
por el aprovechamiento de este principal subpreddet la industria lactea. Se han
investigado y desarrollado diferentes subprodudeoaprovechamiento para incorporar
a alimentos, entre los que se encuentran el calackentle proteinas de suero (WPC).
Este ultimo fue objeto de estudio en el presemieajo, al utilizarse como producto de
partida en la elaboracion de microparticulado pecoteproducto a considerar como

posible sustituto de la grasa en quesos, yoguetsids, batidos, etc.

Para ello, utilizando WPC 35 y mediante un traéotd térmico y un
tratamiento mecanico, se buscaron las condiciorespld, concentracion de la
alimentacion, fuerza idnica, presion y numero deepaen el homogeneizador que
permitieran obtener microparticulados con la maymoporcion de proteina
microparticulada posible y viscosidad y tamafios pdeticula controlados, con el
objetivo de ser incorporados a productos bajosrasagcon mejoras en la cremosidad y

la textura y sin defectos organolépticos resefiables



Abstract

2. ABSTRACT

The high pollutant load caused by whey, the mairptoduct of the dairy
industry, as well as the nutritional value of thbey proteins that constitute it, has
increased the interest in reusing it. Several wiheyved products, such as whey protein
concentrates (WPCs) of different protein conceiumnathave been researched and
developed in order to incorporate them in foodhis project, a WPC 35 has been used
as raw material in the production of micropartiteth whey proteins, which are
considered to be promising fat replacer in chegegurt, ice cream and milkshake

manufacturing, mainly.

By varying the heat and mechanical treatment canditsuch as pH, feed
concentration, ionic strength, pressure and nurobgasses through the homogenizer,
the highest proportion of microparticulated produmuld be achieved and the viscosity
and the patrticle size could be controlled. The @altithese parameters determines the
possibility of incorporating microparticulated prads as ingredients in low-fat dairy
desserts with improved creaminess and texture magligible organoleptic defects.
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5. INTRODUCCION

El lactosuero es un subproducto lacteo que serabtiurante la elaboracién del
qgueso Yy se corresponde con la fraccion de la lgakeno precipita por accion del cuajo
o por la accion de &cidos. La mayor parte del agnéenida en la leche se concentra en
el suero, asi como todas las sustancias solubles,domo la lactosa, proteinas solubles

y un pequefio porcentaje de grasa [1].

Se pueden distinguir dos tipos de lactosuero,edalécido, ya que el contenido
del mismo varia dependiendo de que la cuajadaysedidenido por acidificacion o por

adicion de cuajo [2].

El lactosuero dulce se obtiene por coagulacion @mjo, siendo su pH 5,6
aproximadamente. La enzima quimiosina rompe prefengente el enlace Phe-Met
(105-106) de lak-caseina de la leche obteniéndose dos fracciormsxfaseina,
fragmento hidrofébico y de caracter basico que foparte integral de la cuajada, y
glicomacropéptido (GMP) o caseinomacropéptido (CMiPagmento hidrofilico de

caracter acido [3].

El lactosuero acido se obtiene por la adicion ddo& o por la presencia de
fermentos acidificantes que provocan el descenkpHiale la leche espontaneamente
[2] hasta 4,6. Como resultado se obtiene una caagad fosfato calcico y un suero

acido con mayor contenido en minerales [3].

Por cada kg de queso se producen aproximadaméugtel® lactosuero, tanto en
el acido como en el dulce. Esto representa el 85-881 volumen total de la leche,
conteniendo ademas el 55% de los nutrientes deléstanutrientes mas abundantes del
lactosuero son la lactosa (4,5-5% p/v), proteinalsibtes (0,6-0,8% p/v) y sales
minerales (8-10% del extracto seco). Ademas, esaicminerales tales como potasio,
calcio, fésforo, sodio y magnesio, asi como vitasimel grupo B (tiamina, acido
pantoténico, riboflavina, piridoxina, acido nicatim y cobalamina) y acido ascérbico

[4].
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Tabla I: Composicion de lactosueros dulce y acido (%) [5].

Componente Suero dulce(%) Suero acido (%)
Solidos totales 6,40 6,50

Agua 93,60 93,50
Grasa 0,05 0,04
Proteina 0,55 0,55
NNP 0,18 0,18
Lactosa 4,80 4,90
Cenizas 0,50 0,80
Calcio 0,04 0,12
Fosforo 0,04 0,07
Sodio 0,05 0,05
Potasio 0,16 0,16
Cloruro 0,11 0,11

Acido lactico 0,05 0,40

NNP: Nitrégeno no proteicdCenizas: Sales minerales

El lactosuero es el principal subproducto de Hustria lactea y su demanda
biolégica de oxigeno (DBO) y demanda quimica degexd (DQO) son
aproximadamente 3,5 kg y 6,8 kg, respectivamentecada 100 kg de lactosuero
liquido. La lactosa es el principal componente cu@ribuye a la elevada DBO y DQO
[4]. En 2005, la produccion mundial de lactosuane tle1,66 - 101! litros [1]. La
descarga continuada de este subproducto lactem téerria reduce los rendimientos de
cultivos y provoca problemas de contaminacion deaagubterranea [6]. Como
consecuencia de esto, el lactosuero debe ser slomeetun pretratamiento, de coste
elevado, previo a su vertido [2]. Por otro lado, lattosuero puede suponer una
importante fuente de alimentacion debido al altorvautritivo de las proteinas que lo
componen. El suero es una de las mayores reseevpstkinas alimentarias que aun

permanece fuera de los canales de consumo humpgno [5

A raiz de estas consideraciones, en los Ultiremepos se ha comenzado a dar
importancia a las numerosas vias que existen paprevechamiento del lactosuero

generado en la industria lactea. Entre las mastuaés se encuentran productos
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obtenidos a partir de las seroproteinas: concemtohd proteinas séricas (WPC) y
aislado de proteinas séricas (WPI). Estos produstositiizan habitualmente como
ingrediente en la industria alimentaria debido gwpiedades nutritivas y funcionales
[7], pudiéndose utilizar como productos de partigara la elaboracion de
microparticulados que posteriormente se incorp@aroductos bajos en grasa tales
como yogur, helado, queso, galleteria, batidos, lets WPCs y WPIs representan la
mejor forma de aprovechamiento de las seroproteipasacipalmente de I&3-
lactoglobulina @-Lg) y la a-lactoalbumina ¢-La) que son las seroproteinas
mayoritarias, representando aproximadamente el d®%a fraccion proteica total. Las
propiedades de los productos a los que se incaorpaseproteinas de suero dependen de
la composicidn, estructura y del procesado de liasnas. Los tratamientos térmicos y
las técnicas de fraccionamiento en membranas edgsqgzara la obtencion del WPC y
WPI influyen notablemente en las propiedades yigpesiusos del producto final [7]. El
primero de ellos sera objeto de estudio en eskbajtraal ser el producto de partida

principal para la obtencion de microparticulado.

Los concentrados de proteina de lactosuero (WR®) elaborados por
ultrafiltracion. Una membrana semipermeable permpésar selectivamente materiales
de bajo peso molecular como agua, iones y lactpsadando retenidos materiales de
alto peso molecular como las proteinas. Posterimane| retenido se concentra por
evaporacion y liofilizacion. El WPC mas comun esj@ contiene un 35% de proteina
y se utiliza en la elaboracion de yogur, queso gsado, bebidas, salsas, fideos,

galletas, helados, formulaciones infantiles, &tt. |

Los aislados de proteina de lactosuero (WPI) enati un 90% de proteina y
entre 4-5,5% de agua. Debido a su alta purezdjlgam en suplementos nutricionales,
bebidas deportivas y medicinales. Poseen propisddédehidratacion, gelificacion,
emulsificacion y formacion de espumas que hacensqaa adecuados para incorporar

en formulaciones de alimentos como proteinas deealios funcionales [4].

Existen otras posibilidades para el aprovechamiedel lactosuero menos
comunes, como lo es su uso en hidrolizados, fosmuafantiles, produccion de etanol,
levadura para panificacion, biomasa, producciéexdgpolisacaridos, acido propionico,
aceético, lactico u organico, quesos, bebidas fetadas, bebidas refrescantes, etc. [4].
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En la Tabla Il se relacionan algunos campos dieaqbn del lactosuero y los

subproductos del mismo generados

Ejemplos de utilizacion del lactosuero y produaesmismo [5]

. Lactosuero concentrado | Seroproteinas [ Lactosa
| concentradas o en polwo

)

Lactosuare
o en polvo
|
|

Tabla Il

Producto del lactosuero

-5'

o
-

-*'mm

-

Alimentacion natural
* -

Consumo humano
Alifrartios infantles
-
o L]

Alirmentos chatiticos
Salchichas
Sopas
Prodgcios de: pasiekria . -
Salgas g ensaiada " .
L]

Produsing pard Unlariqueso
de lactosusro
Cusso Tundido natwsl L] L]
Babidas X
Dulces
Progucins farmassuficos
Praductos de levadura .
Praductos industriales: s

En los ultimos tiempos se ha estudiado la mictapdacion proteica de las

proteinas del lactosuero cuyo producto final podeiaempleado como sustituto de la
grasa mejorando la textura y la cremosidad sinrcefie en el sabor de productos de

bajo contenido graso, tales como quesos, postek yogur y helado
En la microparticulacion proteica se parte derdifees productos derivados del

lactosuero, como puede ser el WPC. Consta de tamiento térmico, en el que se
persigue la desnaturalizacion y agregacion deratgipas, y un tratamiento mecanico,
en cual se microparticulan los agregados formadad tratamiento anterior empleando

un homogeneizador para obtener particulas de tasiafilar al de los glébulos grasos

de la leche (1-1Qm) (Figura 1).
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Paso 1 Desnaturalizacion térmica Paso 2 Microparticulacion
y agregacion proteica. de los agregados proteicos.

E N

Figura 1: Etapas de la microparticulacion proteica [8].

La aplicacion de tratamientos térmicos adecuadtss groteinas séricas o0 a
concentrados de las mismas, provoca una perturbdei&u tamafio y forma. Esto hace
que queden expuestos grupos hidrofobicos que pmrratinteraccion entre proteinas
para formar agregados y, consecuentemente, un®agulla influencia de las fuerzas
de corte aplicadas en el tratamiento mecanico postés enlaces entre y dentro de la
red se debilitan y pueden romperse, lo que llelafeagmentacion de los grupos [9].
Los productos asi formados presentan caracteddticeionales distintas a los nativos
de partida. Variando las condiciones de los tragatos térmico y mecanico
(temperatura, pH, fuerza ibnica, presion, etc.)psede ajustar el tamafio de las
particulas del microparticulado final ya que, encion del producto al que se vaya a

incorporar, el tamafo requerido sera diferente.

Por todo ello, el principal objetivo de este prigeconsiste en producir un
microparticulado adecuado para ser incorporado csustituto de grasa en diferentes
productos, como yogures o helados. Para ello $eanéi como producto de partida
WPC 35 y se realizardn una serie de experimentos @stablecer las condiciones
idéneas que permitan obtener microparticulado ¢onagor % de agregacion proteica
posible y con viscosidades y tamafios de particaldgra@lados. El tamafio de los
agregados proteicos que lo constituye debe semadecpara que puedan utilizarse
como sustitutos de la grasa. De esta forma, elopacticulado tendra las caracteristicas
adecuadas para ser incorporado a productos megrndremosidad y sin perjudicar
su sabor. Los ensayos se llevaron a cabo en duassetan tratamiento térmico en el que
se variaran el pH, la concentracion de proteinlatimentacion y la fuerza ibénica, y
un tratamiento mecanico en el que las variablegndarpresion y el numero de pases a
través del homogeneizador. Las variables respuestiidas seran el tamafo de los

agregados, la viscosidad y el % de agregacionipeote
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6. CONSIDERACIONES TEORICAS

6.1. Fraccion proteica del lactosuero

Las principales proteinas séricas sofi-lactoglobulina §-Lg), a-lactoalbamina
(a-La), albumina de suero bovino (BSA) e inmunoglaiaullg). Existen otras proteinas
de suero minoritarias menos importantes como staclaferrina, proteosa peptona, etc.
Estas proteinas tienen una composicion de aminmaalderente, que hace que sus
estructuras globulares sean distintas. Poseercestis secundaria y terciaria en todos

los casos, e incluso alguna cuaternaria [10].

Las seroproteinas representan aproximadamen@®ed2| total de proteinas de
la leche de vaca. Cuando se produce la precipitatgdlas caseinas a pH 4,6 y a 20°C
en la fabricacion de queso, estas proteinas sdanantsolubles. La mas importante es

la B-lactoglobulina, debido a que esta presente en np@gporcion [2].

Tabla lll: Concentracidn de las principales proteinas débsaero [11].

Proteina Concentracion (g/L)
pB-lactoglobulina 2,70
a-lactalbumina 1,20
Inmunoglobulinas 0,65
BSA 0,40
Lactoferrina 0,10

Las seroproteinas presentan propiedades impostalgede el punto de vista
funcional y fisico-quimico, siendo las segundassecnencia de las caracteristicas
recogidas en la Tabla IV. Entre sus propiedadesidnales destacan su capacidad para
estabilizar sistemas dispersos (geles o espumas), psopiedades hidrofilicas
(solubilidad, captacion y retencion de agua) y prugpiedades lipofilicas (capacidad
para formar emulsiones, estabilidad de las mismeapyacion y retencion de grasas)
[12].
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Tabla IV: Caracteristicas fisico-quimicas de las proteir@gonitarias del lactosuero [10, 13, 14].

Proteina B-lactoglobulina | a-lactoalbumina BSA g G
% proteina 55,0-65,0 15,0-25,0 5,0-12,0 6,0-15,0
Punto isoeléctrico (pl) 52 4,2-4,5 4,7-4,9 5,5-8,3
Peso molecular (g/mol) 18400 14200 69000 160000
T desnaturalizacion (°C) 78 62 64 72
n° aminoacidos 162 123 582 No disp.
n° residuos cisteina 5 8 35 No disp.
Hidrofobidad (kJ/residuo) 5,03 4,68 4,14 No disp.

No disp.: No disponible.

Las proteinas del lactosuero se consideran aglapipara ser utilizadas como
aditivos alimentarios debido a su elevado valorritd [7], ya que contienen

aminoacidos indispensables que no pueden serizautes por el organismo [1].
A continuacién se describen las principales pnatedel lactosuero:

» p-lactoglobulina @-Lg): La B-Lg es la proteina de suero mas abundante,
representando aproximadamente el 50% de las mishtds Su secuencia
primaria estd compuesta por 162 aminoacidos [15pogee estructuras
secundaria y terciaria bien definidas [7]. Cada émoero deB-Lg contiene dos
enlaces disulfuro y un grupo sulfhidrico libre, aamtotal de cinco residuos de
cisteina [10]. En la proteina nativa, los grupokdstan protegidos en el interior
de la misma pero tras la desnaturalizacion porrcgleedan expuestos y
disponibles para formar enlaces disulfuro con ot®teinas. Estas
interacciones ocurren preferentemente a pH 7 y-656%C [7]. La temperatura
de desnaturalizacion de If-Lg es 78 °C [10] y su punto isoeléctrico
aproximadamente 5,2, presentandose como monémerdepajo de pH 3,5y

como dimero entre pH 5,5 y 7,5 [10], formado pos dabunidades idénticas

[7].

En la leche se han identificado dos variantestge®emayoritarias de la
B-Lg (A y B) [16]. Se encuentran en cantidades sires y la diferencia entre

ambas reside en dos aminoacidos. La variante A& tie@a valina en la posicion
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118 y un aspartico en la posicion 64, mientraslguariante B tiene alanina y
glicina, respectivamente [2].

Cada molécula dp-Lg estd formada por hélices hojasp y estructuras
helicoidales aleatorias [7]. Presenta una grandeavihidrofébica [17, 18],
formada por la disposicion de 8 cafjaantiparalelas, que le permite interactuar
con una gran variedad de moléculas hidrofébicaslafalLg los componentes
no polares se sitlan hacia el interior de la pnatgilos polares en la superficie,

lo que hace que sea muy soluble [2].

La B-Lg se asocia de diferentes formas en funcion Hepgncipalmente
[10], aunque también influyen otros factores tateso la concentracion de

proteina [19], la temperatura [20] y la fuerza aanj21].

a-lactoalbumina @-La): La a-La es la segunda proteina sérica mas importante
por su abundancia. Representa aproximadamente %l @€ total de las
proteinas del suero [13], variando su concentraeidrfuncion del animal de
procedencia de la leche [22]. EstAd compuesta parinica cadena proteica de
123 aminoéacidos y su peso molecular es de 14,7KkE)a

Su estructura terciaria es compacta debido a goieoe cuatro puentes
disulfuro entre los aminoacidos 6-120, 28-111, 87 3-91, siendo el primero
el mas sensible [15]. Desnaturaliza a 62 °C [18pytiene grupos sulfhidricos
libres [7]. Esta constituida por dos dominios usigmr un bucle de unién de

calcio: uno mas grande-helicoidal y un dominio pequefio de hoja plegfida

[7].

Seroalbumina bovina (BSA)Representa el 5-12% del total de proteinas de
suero y esta formada por una cadena de 582 resitduaminoacidos. Su peso
molecular aproximado es 69 kDa [13] y en su estractontiene 17 puentes
disulfuro y un grupo tiol libre [23]. La BSA desnadliza facilmente debido a su

baja estabilidad térmica [2].
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Es una proteina con capacidad para unirse a graéadad de ligandos, de
ahi su importancia en el transporte de &cidos gri@zg.

* Inmunoglobulinas (Ig): Las inmunoglobulinas son glicoproteinas cuya fumcio
esencial es la de unirse a antigenos. Su peso uanle@ria entre los 150 y los
1000 kDa [11] y representan el 6,0-15,0% del tdeaproteinas séricas [13]. Se
conocen 5 tipos de inmunoglobulinas: Ig G, Ig MDglg E e Ig A, siendo la
primera la més abundante al representar el 70%sd@inunoglobulinas séricas.
Cada unidad estructural de Ig presenta forma dey"¢5ta compuesta por dos
cadenas de bajo peso molecular de 200 aminoaaiddsr{as ligeras o cadenas
L) y otras dos cadenas de elevado peso moleculd®@@eminoacidos (cadenas
pesadas o cadenas H). La unién de una cadena pesadaa ligera se lleva a
cabo a través de un enlace disulfuro; y las cadpesadas se unen entre si por

puentes disulfuro [1].

» Lactoferrina (Lf): Es un glicoproteina quelante del hierro con impuaes
funciones bioldgicas. Su peso molecular es de 78 [M2] y su secuencia de
aminoacidos consiste en una cadena polipeptidinplside 689 aminoacidos
[25]. Cada Lf estd constituida por dos I6bulos (NCy, que a su vez se
subdividen en dominios (N1, N2, C1 y C2) unidos et una hélice de tres
vueltas. Los lobulos N y C corresponden a las ragade la molécula que
contiene el grupo amino y carboxilo terminal, respamente [26].

La Lf lleva a cabo funciones muy variadas, no sagamente
relacionadas con la captacion de hierro (capacigadi-inflamatoria,
antiparasitaria, anti-tumoral, antivirica, antificey factor de transcripcion,

absorcion de hierro, etc.) [27].

La estructura de las proteinas séricas esta detepor las interacciones que
se establecen entre ellas: fuerzas de van der Wadésacciones hidrofébicas,
interacciones electrostaticas, puentes de hidrggkrazas de hidratacion, puentes
disulfuro y entropia de configuracion. El tipo delaees que se establece entre las

proteinas también determina su desnaturalizacagrggacion [28].
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Las proteinas del suero de la leche pueden exstiestado nativo, con una
conformacion compacta globular y organizada, o aesalizado, con una
conformacion aleatoria y desordenada que permitesguformen agregados [29]. El
estado que adoptan las proteinas depende de Vacimses, tales como pH, fuerza
ionica, temperatura, etc., que influyen en los@dajue se establecen entre las mismas.
Por ejemplo, temperaturas bajas, inferiores a daspératuras de desnaturalizacion
recogidas en la Tabla IV, dificultan la desnataedion de las proteinas, que se

mantiene en su estado nativo [28].

6.2. Aprovechamiento del lactosuero

El lactosuero es uno de los principales subprodud® la industria lactea v,
debido a su elevado poder contaminante, su aprakeehto se hace necesario. La alta
contaminacion producida por este subproducto se dahalto contenido en lactosa y
proteinas que lo convierten en biodegradable. Rorlado, el volumen de lactosuero
producido es muy elevado y existe reticencia medimental a su vertido [2]. Otro
aspecto que hace interesante el aprovechamientaatetuero es su alto contenido en

vitaminas, lipidos, minerales, lactosa, proteinpgptidos funcionales [30].

Como se coment6 anteriormente, los concentradgsaleina de suero (WPC)
son productos de aprovechamiento del lactosuero coptenido en proteina varia entre
el 35 y el 80% [7]. Poseen un buen perfil de antitws con altas proporciones de
lisina y cisteina asimilable [5]. Existen diferenti&cnicas para la obtencion de WPC
(Tabla V).
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Tabla V: Técnicas para la fabricaciéon de WPC [7].

- Ultrafiltracion

- Osmosis inversa
Fraccionamiento con membrana - Electrodialisis

- Didlisis

-Microfiltraciéon

- Metafosfatos

- Carboximetilcelulosa (CMC)
Reactivos de precipitacion o complejacidn Acidos poliacrilicos

- Hierro

- Alcohol

- Filtracion en gel

- Intercambio i6nico

- Adsorbentes inertes
Separaciones fisicas y cromatograficag - Ultracentrifugacion

- Concentracion de espuma
- Electroflotacion

- Precipitacion térmica

El método mas comun para la obtencion de WPC alrkfiltracion (UF) [7].
Los concentrados de seroproteinas se presentan polmo fabricado mediante el
secado del retenido de la ultrafiltracion del suém ultrafiltracion es una técnica de
filtracion a través de membranas utilizada par@lecentracion de grandes moléculas y
macromoléculas (Figura 2). Permite separar paasoaih el intervalo de 0,1 a 0,00.
Al igual que otras técnicas de membrana, la ultrafion se caracteriza por llevar a
cabo una filtracidon en flujo cruzado. El suero serfa a pasar a través de una
membrana bajo presién, quedando retenidos lososdidtenido) y pasando a través de
ella el permeado [5].
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Prasian, bar Tamafio de poro de la membrana, um

A

4 A I‘ I.
(X .-"-.._.- %S

b
Osmosis inversa {01 30-60 .. 10¢ - 10°
Nanafiftracion (NE) 107 - 10°
Ultrafittracion{UF) 10° -0
Microfiftracion < 107 - 10¢
.i‘..'.‘;.i}

Figura 2: Principios de filtracibn con membranas [5].

En la Tabla VI se muestra un ejemplo de la congusi del lactosuero,
permeado Yy retenido obtenidos por ultrafiltracidneaés de membrana, empleando 100

kg de lactosuero como base de partida.
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Tabla VI: Composicién del lactosuero y del retenido y pednezbtenidos en una UF clasica

para la obtencién de WPC [5].

Peso en 100 kg Peso en 17 kg Peso en 83 kg
Componente | Lactosuero inicial Retenido Permeado
kg % kg % kg %
Proteina 0,55 0,55 0,55 3,24 0,00 0,00
Lactosa 4,80 4,80 0,82 4,82 3,98 4,80
Cenizas 0,80 0,80 0,14 0,82 0,66 0,80
NNP 0,18 0,18 0,03 0,18 0,15 0,18
Grasa 0,03 0,03 0,03 0,18 0,00 0,00
MS total 6,36 6,36 1,57 9,24 4,79 5,78

NNP. Nitrégeno no proteico.

Para la fabricacion de un producto con un 35% d#efma es necesario
concentrar el suero liquido unas 6 veces hastazdcain contenido de soélidos totales
del 9% [5]. Por ejemplo:

100 kg de suero dan lugar a 17 kg de retenido, agpoximadamente 6 veces su
concentracion, y 83 kg de permeado. En la Tablse\ecoge la composicion del suero
y el permeado y retenido resultantes. Teniendouenta los valores de la Tabla VI, el

% de proteina sobre materia seca seria [5]:

100 kg x 0,55 kg
1,57 kg

= 35%

En la concentracién se produce la retencién dadgor parte de las proteinas
puras, normalmente >99%, junto con aproximadamehtd00% de la grasa. El
contenido en lactosa, NNP (nitrdgeno no proteicogryizas es el mismo en el retenido,
el permeado y el suero inicial, aunque parece mgune fugar una ligera retencion de
estos componentes. En general, la retencion gtdpsnde de [5]:

- El tipo de membrana.

- El caudal, la temperatura y la presiéon de trabajo
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- El caracter del alimento (prediluido en aguacpneentrado tras desmineralizacion,

etc.).

En la Figura 3 se muestra una linea de proceso lpasbtencion de proteinas
desecadas utilizando ultrafiltracion. Aproximadateedel 95% del suero utilizado
como alimentacién se recoge en el permeado, dertah que en el producto seco se

pueden alcanzar concentraciones de proteina de ¢ls82-85% [5].

Lactosuero y retenido de lactosuero
Retenido evaporado

Permeato

Condensado

Vapor
Vapor procedente del producto

(A AR A A7

Figura 3: Proceso de recuperacion de un concentrado detsudrde proteina utilizando la

ultrafiltracion [5].

Para los concentrados con un 85% de contenidoreteipa es necesario

concentrar el suero liquido previamente unas 2@€es por ultrafiltracion hasta
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alcanzar un contenido de sélidos de aproximadameht®5%. Posteriormente, se
diafiltra el concentrado para eliminar mas lactogacenizas, aumentando la
concentracion de proteina con relacion a la mat®ca total. La diafiltracion es un
proceso por el cuél se va anadiendo agua al alomaniforme se realiza la filtracion
con el objetivo de lavar los componentes de bago peolecular que pasaran a través de

la membrana [5].

En la Tabla VIl se muestra la composicion de abgWVPCs tipicos.

Tabla VII: Composicién en % de algunos WPCs en polvo [5].

Producto 1 2 3 4
Proteina en materia secg 35 50 65 80
Humedad 4,6 4,3 4,2 4,0
Proteina cruda 36,2 | 52,1| 63,00 81,
Proteina 29,7 | 40,9 59,4 75,
Lactosa 46,5| 30,9| 21,1 35
Grasa 2,1 3,7 5,6 7,2
Cenizas 7,8 6,4 3,9 3,1
Acido lactico 28 | 26| 22| 1.2

La especificacion de los productos recogidos @ralda VIl es la siguiente [5]:
1: Sustituto de leche desnatada, 35% de proteinaaggria seca.
2: Suplemento proteico para otros alimentos, 50%rdeina en materia seca.

3: Limite practico de proteina obtenida solo poradfiltracion, 65% de proteina en

materia seca.

4. Producto de ultrafiltracion mas diafiltracion 28@e proteina en materia seca.

Respecto al WPI, es un producto de alta calid&dogumtiene aproximadamente

el 90% de proteinas. Para su fabricacion suelénantie técnicas de intercambio iGnico
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o filtracién de suero. A pesar de que la funciatalidel WPI es mejor que la del WPC,
el primero es menos comun ya que los costes deigeiioh son mayores [7].

6.3. Microparticulacion

La microparticulacion proteica consta de dos etapa tratamiento térmico, en
el que las proteinas se desnaturalizan y agregan,tsatamiento mecanico, con el que

se persigue microparticular los agregados protdaosados en la primera fase.

6.3.1. Teoria y principios del tratamiento térmico

Las proteinas séricas son termolabiles y durahtgatamiento térmico se
produce la desnaturalizacion de las mismas y swegagion. En la etapa de
desnaturalizacién, las proteinas se despliegamdizjaxpuestos los grupos tiol (-SH),
gue permiten que interaccionen unas con otraslesitahdose puentes disulfuro (S-S)
entre ellas [7]. Dado que los enlaces tiol son foeytes, la reaccion que tiene lugar es
irreversible, formandose agregados proteicos [29Tm@yor tamafio que las proteinas

nativas.

Normalmente, el grado de desnaturalizacién derateimas séricas se considera
equivalente al de IB-Lg, ya que es la proteina de suero mayoritariappse el 50% de
las mismas [7]. La desnaturalizacion por caloradellg depende del pH, fuerza ionica,
concentracion de proteina, temperatura, etc. ytaodg tres etapas: iniciacion,
agregacion y terminacion. En la primera etapa,plageinas se despliegan quedando
disponibles los grupos tiol (Figura 4) [10] y cansendo que I$-Lg sea mas reactiva
[31]. En la agregacion, los grupos tiol reacciorfarmando enlaces disulfuro y
guedando un nuevo grupo tiol disponible que perguie la reaccion continte [10]. En
esta etapa, la reaccion tiene lugar entre un ir@ionactivo de 18-Lg, que posee un
grupo tiol reactivo, y otrg-Lg nativa no reactiva [31]. En la etapa de termib@a
reaccionan los intermedios reactivos y se formaoéimero final sin grupos tiol libres
[10].
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) ‘ ) ZSH

Figura 4: Desplegamiento de una proteina [8].

Por tanto, en la agregacion detag se produce la disociacion de dimeros, el
cambio conformacional para que los monémeros foosmadan reactivos y finalmente
la formacion de agregados de gran tamafo. Cadalentas etapas del mecanismo de
desnaturalizacién-agregacion ocurre preferentengentes determinadas temperaturas.
Los dimeros se disocian generalmente a 30-50°@upiendose el desplegamiento de
los monémeros formados a 78 °C. La agregacionipeot® solo tiene lugar a través de
grupos tiol reactivos si no que las interaccionesovalentes también son importantes

i 4

.1 o 2
.—F' —

Monomeros y Monémeros Oligébmeros
dimeros nativos disociados y
desplegados Agregados
solubles

Superficie de la proteina

Figura 5: Desnaturalizacion de [alactoglobulina [10].
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En la Figura 5 se representa esquematicamentestaatlralizacion de IgLg
en cuatro etapas:

1. Los dimeros de If-Lg se disocian en mondémeros y estos ultimos sglidgan
cambiando su conformacion para dejar disponibkegtapos tiol.

2. Formacion de oligobmeros. Se establecen enlaceBuls@entre los grupos tiol
de los mondmeros formandose dimeros, trimerosog a@igregados de bajo peso
molecular.

3. Formacién de agregados solubles. Los oligdmeragsddos en la etapa anterior
interactian a través de interacciones covalentes govalentes para formar
agregados mas grandes.

4. Formacion de geles. Las interacciones no covaleamedundamentales en esta

etapa.

La desnaturalizacion térmica de las proteinas fieadsu estructura provocando
cambios en sus propiedades fisico-quimicas (saladilen agua, emulsion, retencion
de agua, propiedades gelificantes, etc.). Esteepmaomienza al alcanzar una
temperatura de 65 °C y a 90°C son suficientes cmdawutos para alcanzar la
desnaturalizacion completa [7].

El pH, la concentracion, la fuerza idnica, eton $actores que influyen en la
desnaturalizacion de Lg. Las temperaturas de desnaturalizacion dellg varian
mucho en funcion del pH. A pH 9 la desnaturalizaaé la proteina comienza a 43 °C,
iniciandose la pérdida de la estructura secun@asiz’C. A pH 6 la desnaturalizacion se
produce a 78°C, mientras que a pH 5,5 comienz&@ Tf estabilidad térmica maxima
de lap-Lg se da a pH 3 [7].

La a-La es la segunda proteina sérica mas abundama gailas mas estables.
Su estabilidad térmica se debe a la presencia eradena polipeptidica de cuatro
enlaces disulfuro y a la ausencia de grupos tiwe$ que le permitan interaccionar y
formar agregados. Los principales factores queegonbn la agregacion de daLa son
el pH, el tratamiento térmico elegido y la presandep-Lg [7]. La a-La se agrega
preferentemente en presenciaBdeg, o que sugiere que su agregacion dependesde lo

grupos tiol libres de esta ultima [10].
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6.3.2. Teoria y principios del tratamiento mecanico

La homogeneizacion es un proceso habitual a esvdilestrial que se utiliza
como medio de estabilizacion de la emulsion deagfeente a la separacion que se
produce por la accion de la gravedad [5]. En edguie trabajo se utilizé con el objetivo
de microparticular los agregados proteicos formattas el tratamiento térmico,
consiguiendo romper los enlaces establecidos dsdrg@roteinas y obteniendo como
resultado particulas de menor tamafio. La homogedizaambién puede disminuir la

tendencia de las proteinas a agregarse o a prashad@scencia.

El proceso de homogeneizacidn consiste en fotzzas® de la muestra a través
de un pequefio orificio a alta velocidad. La degirgteion de los agregados proteicos
originales (Figura 6) se consigue por efecto deosdactores, tales como turbulencia y

cavitacion [5].

Figura 6: Ruptura de los agregados proteicos en otros demt@mafio por homogeneizacion [5].

El homogeneizador puede estar equipado con unm dispositivos de
homogeneizacion conectados en serie. Para la maitimydacion de los agregados

proteicos se llevo a cabo una homogeneizacion sinppbvocando la caida de presion
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en un unico dispositivo [5]. Como resultado dektamsiento mecanico se obtienen
muestras con tamafios de particula mas pequefios [32]

Piston
Asiento

Producto Producto sin
homogenelzado @ L homogeneizar

I H - L_
Producto H

homogenelzado

Paso

Figura 7: Proceso de homogeneizacion [5].

El producto entra en el bloque de bombeo y esupeesio por el piston de la
bomba. La presion gue se consigue viene determipadk contrapresion dada por la
distancia entre el émbolo y el asiento en el diiposde homogeneizacion (Figura 7).
La bomba de pistén se acciona por medio de un nedémtrico de gran potencia a
través de una transmision de ciguefnal y biela quwierte el movimiento de rotaciéon
del motor en el movimiento alternativo del pist@la bomba. El piston se mueve en el
interior de un cilindro en un bloque de alta presiBe suelen utilizar materiales muy
resistentes para su construccion y es habituaksigeprovista de dobles segmentos por

piston. Para enfriar los pistones se aplica ageamdcio entre los segmentos [5].
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Figura 8: Componentes del dispositivo de homogeneizacioRiston. 2. Anillo de impacto. 3. Asiento.
4. Actuador hidraulico [5].

La bomba de pistones aumenta la presion desdel8abta el valor deseado. En
los ensayos realizados no se superaron los 45Q&aresion de homogeneizacién se

puede leer sobre el mandmetro de alta presion [5].

Una alternativa al homogeneizador es el microfhaidor. Las desventajas del
primero con respecto al segundo son una serigrid@diones entre las que se incluyen
el gasto elevado de volumen de muestra y presibags que conducen a tamafo
variable de particula en el producto final. Pocaitrario, al utilizar el microfluidizador
el tamafio resultante de las particulas es mas pequenas consistente debido a la
mayor presion aplicada [33]. En los homogeneizadsimples se trabaja con presiones
de 200-600 bar, mientras que en los microfluidizasi@e alcanzan presiones de 1500-
2000 bar [32].

El microfluidizador utiliza fuerzas de cizallamienimpacto y colisién en su
operacion. Posee dos componentes importantes comia £amara de interaccion que
tiene rutas de chorros de liquido de geometriayfigna bomba intensificadora que

permite el suministro de liquido a la cAmara deratcion a presion constante [33].

La bomba intensificadora puede ser cualquier bod#alta presion, pero es
mas adecuado utilizar una bomba hidraulica accer@d aire o eléctricamente. La

camara de interaccidon generalmente es un blogéeng= con un sistema de canales
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qgue lo atraviesan. Se introduce la muestra en faa@ a alta presion, pudiéndose
ajustar esta ultima de forma exacta en un amptienialo simplemente afiadiendo o
sustrayendo presion neumatica o hidraulica, y\@dalen dos corrientes. Las corrientes
giran en angulo recto y se hacen impactar entdarsilo lugar al cizallamiento (flujo

laminar), turbulencia y cavitacion (impulsién deltwja de vapor). Esta técnica permite
obtener particulas de tamafio uniforme. Aumentahdadimero de pases a través de la
camara se disminuye adicionalmente el tamafo demiasas [33]. La principal

limitacion de la microfluidizacién es que la presiduministrada por el equipo esta

vinculada al flujo del liquido y al disefio del eomi[34].

En los ensayos realizados se llevé a cabo un goate homogeneizaciéon simple
ya que el homogeneizador es un equipo mas comlmiedustria lactea [32].

El control estricto de la temperatura de calefatgy la fuerza de corte son
necesarios para asegurar la produccion de pacidalatamafo adecuado. En funcién
del producto al que se desee aplicar, interesaupmodnicroparticulado con un
determinado tamafio de particula [29]. Por ejemplara quesos se recomiendan

tamafios entre 3-1m [35] y para yogures y helados de {ir@ [36].

El tamafio de los agregados también se debe apestarproducir la sensacion
adecuada (ver Tabla VIII) en la boca y no dar ligana sensacion desagradable, como
por ejemplo arenosidad. Las particulas formadasetieuna estructura de agregado
poroso floja, que les proporciona la flexibilidadeauada para interactuar con otros
componentes de los alimentos. La explicacion dieates que no todas las colisiones
que se producen entre las proteinas dan lugarcaioeas de agregacion irreversible,
existiendo por tanto particulas sueltas y agregfidebles. Los agregados proteicos se
vuelven mas compactos si no se controlan adecuadartetemperatura y la cizalla
[29].
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Tabla VIII: Relacion del tamafio de particula con la sensagida boca [29].

Tamafo de particulg Sensacion en la boca
<0,1um Acuosa
0,1-3pm Cremosa

>5um Calcéarea
> 10um Arenosa

La sensacién que se produce en la boca estaomdae con el tamafio de
particula (Tabla VIII), siendo 0,1-@m el tamafio ideal al provocar sensacion de
cremosidad. Particulas con tamafio inferior o sap@tinpeoran dicha sensacion en la
boca [29].

El microparticulado obtenido tras el tratamientecdnico se puede aplicar a
diferentes productos. Es interesante en producjus len grasa, cuyo consumo ha ido
en aumento en los dltimos afios [37], ya que, coendije anteriormente, si se alcanza
el tamafio de particula adecuado, puede utilizassgocsustituto de los glébulos de
grasa en yogures, quesos, helados, batidos etc.

Se debe tener en cuenta que el perfil de textsedogr de los productos se puede
ver modificado al eliminar la grasa. Por ejemplo,j@s helados se obtienen productos
asperos y con sabor indeseable. Aplicando sustitléograsa elaborados a partir de las
proteinas del lactosuero se puede conseguir indtgrasa en términos de textura y
retencién del sabor [37]. Algunos sabores, comaiailla, son solubles en la grasa y es
esta ultima la responsable de llevarlos a la bdaage se volatilizan [38]. Por tanto, las
proteinas séricas deben interactuar con los cortgaueslatiles responsables del sabor

de la misma forma que lo hace la grasa.

Para obtener el microparticulado adecuado conoueato tamafo de particula
es necesario controlar varios parametros (relgoiéteina/lactosa, concentracion de la
alimentacion, temperatura, pH, fuerza ionica, @resi nUumero de pases) que afectan

tanto a la etapa de tratamiento térmico como & laadamiento mecanico.

La relacién proteina/lactosa es un pardmetro itapte a la hora de elegir la
temperatura del tratamiento térmico. La lactosacejein efecto protector sobre las

proteinas, impidiendo su desnaturalizacion [39].af@a menor es la relacion
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proteina/lactosa, mayor sera la temperatura neaeg@ra que las proteinas se
desnaturalicen. Un WPC 35 requiere un tratamiadrmito mas fuerte que un WPC 80
para alcanzar el mismo grado de desnaturalizacibposeer el primero un menor

contenido en proteina [5].

La concentracion de proteina se puede asociaelcparametro anterior. Mayor
concentracién de proteina implica que la relacid@igina/lactosa serd mayor y que la
temperatura necesaria para alcanzar la desnataidlizsera mas baja. El aumento de la
cantidad de proteina en la alimentacion supondajleetosa no es capaz de ejercer su

efecto protector sobre toda la proteina, facilitaladetapa de desnaturalizacion [39].

La temperatura es un parametro importante que slbajustado correctamente
para que se produzca la desnaturalizacion. Hayenez en cuenta las temperaturas de
desnaturalizacion de las seroproteinas [10], sabde la de lap-Lg al ser la
mayoritaria. Temperaturas demasiado bajas puedponsu una desnaturalizaciéon
insuficiente y si aplicamos temperaturas muy as@dormaran agregados demasiado

densos y compactos dificiles de tratar.

El pH afecta a la carga de las proteinas influgermh las etapas de
desnaturalizacién y agregacion proteica. AjustaetippH, se pueden favorecer las
fuerzas de repulsién y atraccidén entre las prose{dQ]. Parece evidente que para
fomentar la agregacion las repulsiones deban sentas, pero en el desdoblamiento de
las proteinas quizas sean convenientes [15]. Laeiméia que el pH ejerce sobre la
reactividad de los grupos tiol (-SH) es tambiérfagtor importante en la agregacion de
las proteinas, ya que favorecen la interaccibneeptoteinas a través de puentes
disulfuro (S-S) [41].

La fuerza idnica es otro parametro que afecta aalga de las proteinas.
Afadiendo sales, tales como Ca&NaCl, se puede reducir el nUmero de cargas ga qu
los iones incorporados pueden interactuar con fopag cargados de las proteinas

reduciendo la carga total [10, 42].

La presion y nimero de pases ajustados en ehiiexito mecanico son muy
importantes para obtener el tamafio de particuleades A medida que aumentamos la
primera, el tamafo de los agregados disminuye pdi@zamos la muestra a traves de

un orificio menor, lo que implica mayor rotura des lagregados [9, 43]. Aplicar un
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mayor numero de pases supone repetir el procesmelprovoca también la reduccién

del tamafo de los mismos.

Ajustando los pardmetros anteriores se busca ebteores adecuados en tres

parametros de la respuesta: tamafo de particolagia y agregacion.

Actualmente, existen varios equipos comercialea pacroparticulacion. Tetra
pak y APV han disefiado equipos para producir mamtaqulado aptos para incorporar a

diferentes productos.

El equipo de Tetra Pak, Tetra Therm MicroPartdfa con WPC con un 5-10%
de proteina total en la disolucién de partida. E*G\se obtiene por concentracion de
suero en equipos de ultrafiltracion. El lactosummpleado puede ser dulce o acido. En

la Figura 9 se muestra un esquema del funcionamdaitequipo [44].

Product outlet o
Homogenization
device L

: T T
.‘..1 ==
FER = =
i e [ B
i
:

Iz R W

Product inlet

Figura 9: Funcionamiento del equipo Tetra Therm MicroPaf[4

El lactosuero es bombeado desde el tanque hadrdarnambiador de calor de
placas donde se calienta hasta 60°C. Tras el preéaaliento, el producto se bombea
hacia un intercambiador de calor tubular dondées@ la cabo el calentamiento final. Se
mantiene la temperatura alcanzada durante unostasimara que se complete la
desnaturalizacion de las proteinas y se inactigsnricroorganismos y bacteriéfagos.

La velocidad de calentamiento, la temperatura maxaloanzada y el tiempo que ésta
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se mantiene se debe ajustar en funcibn de las gulages deseadas en el
microparticulado final [44].

Tras la desnaturalizacion, el producto se comiemzaenfriar en un
intercambiador de calor tubular. Posteriormentgyasa a través de un homogeneizador

para microparticular los agregados y se termina&rdgar en otro intercambiador de
calor [44].

En cuanto al equipo disefiado por APV, APV Lean@,ees un equipo robusto
capaz de producir microparticulados de alta vistawsi Puede trabajar con WPC de

entre 20-80% de contenido en proteina, obteniemglmkjores resultados para WPC 80
[45].

En la Figura 10 se describe el funcionamientoAfeY/ LeanCreme. El suero
obtenido de la fabricacion de queso se pretrata plminar los sdlidos y la grasa,
pasteurizandolo a 72°C durante 15 segundos y edbi@ después a 8-10°C.
Posteriormente, el suero del queso se concenttzaoto una membrana de
ultrafiltracion para producir WPC 60, por ejemplBl. WPC se precalienta en un
intercambiador de calor de placas, llevando a calbealentamiento final en un
intercambiador de superficie rascada. Finalmente, esmplea de nuevo un

intercambiador de superficie rascada para comeneafriar el producto, terminado en
un intercambiador de placas.
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Figura 10: Esquema del proceso de fabricacion de micropéatioucon el equipo APV LeanCreme [45].

Respecto a las investigaciones realizadas, edltiosos afios se han llevado a
cabo numerosos estudios con el objetivo de defasircondiciones necesarias para
obtener microparticulados con caracteristicas ati=i(Tabla 1X).
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Tabla IX: Caracteristicas y condiciones para la obtenciomideoparticulados. (Parte 1)

» . Tamafiode |\, obilidad
. Condiciones Tratamiento . : . particula y .
Fuente proteica S P Equipo Parametros medidos L (producto Referencia
iniciales Térmico caracteristicas del final)
microparticulado
Proteina .
R Pulverizado seco
Analisis térmico Tamario de
Retenido de Dispersiones de Tamafio de particula articula < 1 um
roteinas de suerb WP 7% (p/p) 20 min a 90°C Microfluidizador (5 Solubilidad P Aumento H / Dissanayake et al.
P H 3 (acido citrico ases, 140 MPa Estabilidad térmica . . 2012 [46
p p
(WP) o lactico) Emulsion estabilidad coloidal
] . Mayor solubilidad
Proteina adsorbida X .
Reologia Mayor viscosidad
Distribucién del tamafio Tgmar?o de
de particula particula: 19.Jm
Exclusién de tamafio MZﬁ%:;t’%'gdl:d
Retenido de Disoluciones de Microfluidizador (1 Anéi:i)stetiér:?nico estabilidad térmica Dissanayake &
proteinas de suerp WP 10% (p/p) 20 min a 90°C i : : Mayor capacidad / Vasiljevic, 2009
0 5 pases, 140 MPa) Propiedades funcionaleg .
(WP) pH 7 (NaOH) Solubilidad emulsionante [9]
Estabilidad térmica | AUMento formacion
Emulsion de espumas
Formacion de espumas Maygrssj';ﬁglslldad
Soluciones de Soluciones de 10 mina 90 °C en Sedimentacion Menor tamafio de
o . .
concentrados de V:/_|P3C 552? ép/5p)8 relecgosrt:rgig?do Microfluidizador (3 Solidificacion pl\a/llr:rt]:cl)lrla / lordache & Jelen,
proteinas séricas pH 3,9, 4.5, 9, post pases, 150 MPa) Proteina . - 2003 [47]
(WPC) (acido lactico o enfriamiento en Humedad sedimentacion
NaOH) bafio de hielo) Mayor solubilidad

Solucién de WPI

Solucién de WPI
40% (p/p)
pH original ~6,8)

50 mina90°C en
un mezclador de
corte con un
posterior
enfriamiento y
secado

Molino
ultracentrifugo
(15000 r.p.m.).

% de agregacion
Viscosidad
Tamafio de particula
Reactividad de los
agregados

95% de agregacion
Mayor tamafio a
mayor
concentracion de
proteina (diametro
medio~ 70 um)

Purwanti et al.,
2011 [48]
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Tabla IX: Caracteristicas y condiciones para la obtenciomideoparticulados. (Parte 2)

Tamafiode |\, obilidad
. Condiciones Tratamiento . : . particula y .
Fuente proteica S P Equipo Parametros medidos L (producto Referencia
iniciales Térmico caracteristicas del final)
microparticulado
. o Proteina Tamafio de
Mezclas al 25, 50 zsag?tlgc?é?loa (1:6(;30n % de agregacion § particula: 4’.{1_7’3
Corxz;;rg;j(;s de 75y 100% de r.p.m. (posterior | Emulsificador (65,5 Capamda(;gl?aretencmn de T?Cger?cfeunr;f;‘?:?éﬂ;a / Saffon et al., 2011
| proteina enfriamiento hasta MPa) ~ , . [49]
actosuero oH 4.6 (HC)) 30 °C en bafio de Tamario de par'uclullar Mayor agregacion
' hielo) Area de la superficie Aumento
Reologia viscosidad
Retenido de Dispoersioneszdeo 5,10,15020s a Solu-LliJIir(?;jdeée las . K |
proteinas séricas WP 10, 17,5y 25% 140 °C en bafio dg / dispersiones de WP / / Dissanayake et al.
(WP) (p/p) aceite Proteina 2013a [50]
pH 4,5y 6 (HCI) L
Analisis térmico
Microfluidizador:
aumento de la
Homogeneizador sinéresis, reduccion
Disolucion 10% convencional (en Tamafo de particula firm_e_za, _
Leche en polvo (0/p) 2 min a 95 °C dos etapas: 20y 5 Te_>ftura _ cohe_swldad y Yogur Ciron et al., 2010
pH 4.7 MPa) o Retencion de agua viscosidad. Menor [43]
' microfluidizador Microestructura tamafio de particula
(150 MPa) Homogenizador:
efectos menos
pronunciados.
Tamafio de
particula a los 4
Concentrado de min: pasa de 330 | Aplicaciones en|
; WPC 80 25% (p/p) : . Tamafo de particula nm a 188 nm productos de laj Onwulata et al.,
proteina de suerq 60 min a 85°C Homogeneizado p o ' S,
(WPC 80) pH 6,5 Reolog!g Menor tzf\mano de| industria lactea 2002 [51]
Agregacion particula
Reduccion
viscosidad
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Tabla IX: Caracteristicas y condiciones para la obtenciomideoparticulados. (Parte 3)

Tamarfio de | 5 jjicapilidad
. Condiciones Tratamiento . : . particula y p .
Fuente proteica S P Equipo Parametros medidos L (producto Referencia
iniciales Térmico caracteristicas del final)
microparticulado
Varios tratamientog Textura
Con(;entrado de WPC 33: 0, 1,5, 3, term|cos:0 Reologia . Vidigal et al., 2012
proza/rlgac d§3§uero 45 % (plp) 125Tr|1?naa4900°cé: / Andlisis térmico / Postres lacteog 52]
> min a 40°C Proteina
Reologia Ingredientes
Proteina de suerd Turbidez Alta viscosidad frios Bryant &
aislada (WP WPI1 93,4 (2-12% 530 Min/65-90°C / Andlisis tgrmlco ITa accion _de la gelatmoso_g para Mclements.. 2000
en peso), pH ( 3-8 Proteina cizalla impide la | su aplicacion en
93,4) - P ; [53]
Agregacion gelificacion gran variedad
Gelificacion en frio de productos.
Tamafio de

Proteina de suerd
aislada 97,9%

WPI 97,9 25%

Homogeneizador (6

Tamafo de particula
Agregacion

particula: 2,7 um,
con un 20% (p/p)

Ingrediente
alimentario o

Saglam et al., 2011
[54]

(WPI197,9) (P/p) pases, 150 bar) Emu.IS|f|caC|on- . de proteina. encapsulante
Contenido de proteina
Retenido de pH 6 y3( é_cido An:gl;rselsg;?:rig]rllco Dissanayake et al
proteina de suerg  citrico y acido 30 s al40°C / . / / '
(WP) lactico) Turbidez 2013b [55]
Andlisis electroforéticos
Proteina de suerg WPI 5% (p/v), 10 30 min a 80°C / Tamafio de particula / / Marangoni et al.,
aislada(WPlI) mM CaC}b Estructura de proteina 2000 [42]
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6.4. Técnicas analiticas

6.4.1. Principios de funcionamiento del reémetro

La Reologia es la ciencia que estudia los fenoméerodeformacion vy flujo de
los materiales bajo la accion de fuerzas mecarie@s Deformacion y flujo son,
respectivamente, las respuestas dindmicas castic&si de solidos y fluidos. El
término deformacion se define como el cambio dm#o volumen experimentado por
un cuerpo bajo la accién de un sistema de fueyzfigjo es una deformacién continua

en el tiempo [57].

La aplicacién de fuerzas externas de intensidadwatia puede ocasionar una
deformacion en la materia, realizandose un tratpagose acumula como energia interna
de deformacién. Cuando las fuerzas externas degamctliar, si las transformaciones
son reversibles el sistema recupera instantanearnt@efirma y dimensiones originales,
retornando la energia acumulada en forma de trab@@ habla entonces de
comportamiento elastico. En otros casos, bajo tdacde las fuerzas aplicadas la
materia también se deforma, pero el trabajo reddize disipa completamente en forma
de calor. Cuando la accion de dichas fuerzas ekégsatado de deformacién permanece.

Se habla entonces de un comportamiento viscoso [57]

6.4.1.1. Tipos de fluidos

Los fluidos se pueden clasificar en diferentespgsu en funcion del
comportamiento que adquieren al ser sometidosuemsis de cizalla (Figura 11).
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Fluidos

v

Newtonianis

'

No Newtonianao

v

Independienteq
del tiempo

v

A

'

A

'

Dependientes
del tiempo

Viscoelasticos

v

v

Plastico

Pseudoplastict

Dilatante:

Reopéctica

Tixotrépicos

Fluidos Newtonianos

Figura 11: Clasificacion de los fluidos en funcién de su contigmiento reoldgico [57, 58].

En este tipo de fluidos, la viscosidad permanexsstante para cualquier valor

de deformacion, dependiendo Unicamente de la prgsi®mperatura para una sustancia
dada [57].

Supongamos dos grandes laminas planas y parasgparadas entre si una

distancia pequefa y entre las que se situa urdbqumicialmente el sistema esta en

reposo, pero en un momento dado, la lamina supseigrone en movimiento con una

velocidad constante. El fluido gana cantidad deimmnto a medida que transcurre el

tiempo, hasta alcanzar un perfil de velocidadesl @stado estacionario [57].

700

////////

Figura 12: Modelo de flujo entre dos laminas planas y paasl§7].
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Para mantener el movimiento en estado estaciomarinecesario aplicar una
fuerza constante a la lamina superior, estandatdimente relacionada dicha fuerza por
unidad de superficie (F/A3 con la velocidad de la deformacion originada ldigaido
y con su viscosidad. La viscosidad es una medibiebpdamiento interno del fluido, y su
valor se obtiene dividiendo el esfuerzo cortanttreeta velocidad de deformacion,

obteniéndose asi la Ley de Newton de la viscoqiadacion 1) [57]:

n=rt/y (1)

donden (Pa.s) es la viscosidad aparentéPa) el esfuerzo cortanteyy(s?) la velocidad

de deformacion.

=  Fluidos No Newtonianos

Son todos aquellos fluidos que no cumplen la LeyNéwton de la viscosidad
[58]. La viscosidad que presentan bajo determinadasdiciones se denomina
viscosidad aparente. La viscosidad aparente dduidofno newtoniano depende del
esfuerzo cortante a que es sometido, y/o ha sichetsdo en el pasado. Los fluidos no

newtonianos se clasifican en tres grupos (Figuja 11
- Los que presentan una viscosidad dependientgraéiente de velocidad, pero

independiente del tiempo, que a su vez se clasiBoa

- Plasticos son aquellos que no fluyen hasta que se lesaaplicesfuerzo cortante
minimo denominado “limite de fluencia” o “esfuerambral” (t,) [57] (Ecuacién 2).

T=T+n-y" (2) [58]

- Pseudoplasticoq“shear thinning”), son aquellos cuya viscosidpdrante disminuye

al aumentar el esfuerzo cortante [57].

- Dilatantes (“shearthickening”), son aquellos cuya viscosidgumhrente aumenta al

aumentar el esfuerzo [58].
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Los fluidos pseudoplasticos y dilatantes sigudrelade la potencia o Modelo
de Ostwald de Waele (Ecuacion 3):
T=kyn (3)

donde k (Pa.§) es el coeficiente de consistenciany(adimensional) el indice de
comportamiento. Para fluidos pseudoplasticosi<< para dilatanteg>1. Sin=1 se

obtiene la ecuacién de los fluidos newtonianos.[59]

Para representar el comportamiento los fluidoxrides (newtonianos y no
newtonianos independientes del tiempo) se emplezcl@acion de Herschel-Bulkley
(Ecuacion 4):

T—1o=k-ym (4)

- Los fluidos que presentan una viscosidad quemsdn del tiempo pueden ser
tixotropicos, aquellos cuya viscosidad aparente disminuye eoida del tiempo que
ha sido aplicado el esfuerzo cortante, en condisiate temperatura y esfuerzo cortante

constantes; ceopécticos dicha viscosidad aumenta [57].

- Fluidos que ademas de un comportamiento viscosseptan cierto grado de
elasticidad. Se denominariscoelasticos Son fluidos de comportamiento muy
complejo, de modo que bajo la accion de fuerzagetaciales parte del trabajo se disipa
en forma de calor (componente viscosa) y parténsacena en forma de energia interna
(componente eléastica) [56].

Para hacer determinaciones reométricas que permiaocer la viscosidad y
otros pardmetros se debe someter la muestra aefimandcion. La deformacion puede
tener su origen en esfuerzos por cizalla, por sideno por comprension, lo que da

lugar a diferentes técnicas de medida y equipas nealizarlas [57].

Los reOmetros rotacionales se utilizan normalmepéea sustancias mas
complejas. Son aparatos que realizan medidas negldes a partir de esfuerzos
generados por desplazamientos rotacionales mutatios y precisos. Poseen diferentes
sistemas de trabajo [58]:
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- Modo CR, o modo de velocidad controlada, donde se asigaaselocidad de

cizalla y se mide el esfuerzo originado.

- Modo CS, o modo de esfuerzo controlado, donde se mideclaciad de

cizalla a un esfuerzo de cizalla dado.
- Modo CD, o modo de deformacién controlada.

Los elementos sensores de medida que puedenilsgadots en este tipo de

redmetros son:

- Cilindros coaxiales Consta de un cilindro externo y otro interno equee la
sustancia se coloca en el espacio libre que d8mntilizan preferentemente para medir

sustancias de baja viscosidad [57].

- Cono-Placa Son utilizados para materiales de viscosidad angde posean

amplias zonas de viscosidad lineal y que tengauspension particulas grandes [58].

- Placa-Placa Se utilizan para llevar a cabo ensayos osciladoy para
sustancias poco homogéneas con particulas en si@petJna variacion de los
sensores placa-placa, son las placas serradazaddif para evitar fenomenos de

deslizamiento (“slippage”) [57].
En los ensayos reoldgicos se deben tener en cuamba aspectos [57]:

- El flujo debe ser laminar, ya que el flujo turbutegenera errores de medicion.

- La muestra tiene que ser uniforme para que reasaenmodo uniforme. En
caso de gue las muestras sean suspensiones osiispsrse debe distribuir
homogéneamente los componentes. Evitar la format@durbujas.

- El esfuerzo aplicado debe ser transmitido desgdagéb movil hacia el interior
de muestra. Si no existe suficiente adherencia eftplato movil y la muestra,

el plato se desliza sobre la muestra originandwesren los resultados.

6.4.1.2. Ensayo reométrico

Los ensayos reométricos se clasifican en tresogrumrincipales: ensayos
estacionarios, ensayos oscilatorios o dinamicoasays de fluencia y recuperacion

(Creep and Recovery). Para el analisis de las magedel presente trabajo se llevaron a
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cabo ensayos estacionarios de tipo rampa de esf@@rdDentro de este grupo también

se incluyen la rampa de temperatura y la rampadgb.

Las rampas de esfuerzo se basan en que la releatie el esfuerzo de
deformacion €) y la velocidad de deformacion)(determina el modo de fluir de un

liquido. Esto se representa graficamente corfiente ay (“Curva de Flujo”) [57].

Si se trabaja en modo CR, para elaborar una aevidujo es necesario hacer
una rampa de deformacion (se aplica un intervaloadecidad de deformacion y se
mide la variacion del esfuerzo originado). Si sebaja en modo CS la forma mas
sencilla es hacer una rampa de esfuerzo (se apliaatervalo de esfuerzo y se mide la

variacion de la velocidad de deformacion origind84).

El comportamiento reolégico de un fluido puedesifiearse a partir de su curva
de flujo (Figura 13):

=

Figura 13: Curvas de flujo correspondientes a los siguieftiédos: 1.Newtoniano, 2. Pseudoplastico, 3.
Dilatante y 4. Plastico [57].

Otra forma de evaluar el comportamiento de unddluutilizando rampas de
esfuerzo es mediante la representacion de la vimbgy) frente a la velocidad de
deformacion x), obteniéndose l&Curva de Viscosidad” También se puede utilizar

para determinar el comportamiento reoldgico ddwidd (Figura 14) [57].
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Figura 14: Curvas de viscosidad correspondientes a disttigos de fluidos: 1. Newtoniano, 2.

Pseudoplastico, 3. Dilatante y 4. Plastico [57].

En los ensayos realizados se optd por construwrasude flujo en las que se
estudio la relacion entre el esfuerzo de deforrmaéipy la velocidad de deformacion

(v), representando graficamenté&ente ay.

6.4.2. Principios de funcionamiento del Mastersizer

Para la medida de los tamafios de particula seoutdl equipoMalvern
Mastersizer S Long Bench (MALVERN INSTRUMENTS LRD), cuyo principio de
funcionamiento es la difraccion de luz laser y asaben la teoria de “Mie”, que se

explicardn a continuacion.

6.4.2.1. Difraccion: Método de difraccion laser

La difraccion es un fendmeno que tiene lugar aopde las ondas por
obstaculos. Ocurre con la luz, el calor, el sonids liquidos y, en general, las ondas y
todo tipo de movimiento ondulatorio [60].

La difraccion se observa, por ejemplo, cuandoistermdiona una onda por un
obstaculo cuyas dimensiones son comparables antitud de onda de aquella. El
obstaculo puede ser un pequefio objeto que impidasel de una pequefia porcién del
frente de la onda. Este efecto se hace mas naabkdida que las dimensiones de los

objetos se aproximan a la longitud de onda derlda®[60].
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Actualmente, uno de los métodos mas utilizados pardeterminacion del
tamafio de las particulas en muchas aplicacioneta éPifraccion Laser”. Las
principales ventajas de esta técnica son su fadilghra ser aplicada a muchos tipos de
sistemas particulados, su rapidez y su automabzadin embargo, se debe tener
precaucion en el propio uso del instrumento y emt@rpretacion de sus resultados
[60].

La técnica de difraccion laser esta basada eigeileste fenOmeno: cuando a
una muestra de material soélido pulverizado se leehpasar un rayo laser
monocromatico, la luz se difracta y se produce fignzra de difraccion de simetria
radial en el plano focal de la lente. Dicha figu@nsiste en una serie de anillos
concéntricos cuyos radios son menores cuanto neg/@ diametro de las particulas
[61]. La luz difractada se enfoca sobre detect[@2k

Celda de

. edicion
[&np optico X

- 1 g | | . . J
1 i
i 1 = T BB

Figura 15: Método de difraccion laser [62].

Este fendmeno, denominado “Aproximacion de Fraterho fue durante
muchos afios la base de los primeros modelos opticgdeados para la medida del
tamafio de particula y postulaba:

- Todas las particulas son mucho mas grandes quadéud de onda de la luz
empleada [62] y s6lo se considera la dispersidlziproducida por el contorno

de la particula [60].

- Todos los tamafios de particula dispersan la luigrai eficiencia [62].
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- Solo es considerada la dispersion de luz en disegeiacticamente frontal, es
decir, a angulos muy pequefios [60].

- Las particulas son opacas y no transmiten luz [62].

La aproximacién de Fraunhofer no tiene en cuemgum conocimiento de las
propiedades Opticas del material, siendo valida egiroximacion para grandes
particulas (diametros del orden de 40 veces laitimthgle onda de la fuente de luz
empleada) o para particulas mas pequefias que seasop tienen un alto indice de

refraccion respecto al medio en el que estan sdgten[60].

6.4.2.2. Refraccion: indices de refraccién

La refraccion es el cambio de direccion de propagade la luz, que viene
determinada por el cambio de velocidad de propagacuando pasa de un medio a

otro. Se define por la Ley de Snell (Ecuacion B):[6

sen?; n,
sen?, nq 21 ()

siendon, el indice de refraccion del medio 2 (particulay, yel del medio 1 (medio que

rodea a la particula, ; es el indice de refraccion relativo.

Medio 1

Medio 2

Figura 16: Ley de Snell [60].

70



Consideraciones tedricas

La Ley de Snell indica que la relacion entre elosdéel &ngulo de incidencia y el
seno de angulo de refraccion es una cantidad cuastatre cada dos medios, pero que
varia de unos a otros. Dicha relacién constant®sece como indice de Refraccion del

segundo medio con respecto al primero o indiceafeaBcion relativo [60].

Por tanto, la refraccion es el cambio de direcgiovelocidad que sufren los
rayos luminosos cuando inciden oblicuamente sabsuperficie de separacion de dos
medios. Si la incidencia es perpendicular al segunéddio, Unicamente se producira

variacion en la velocidad [60].

El indice de refraccidon de una determinada sustaes el cociente entre la

velocidad de la luz en el vacio y la velocidad mdal luz en su propio medio [60].

Al incidir sobre un conjunto de particulas una lager se producen, por tanto,

cuatro fendmenos (Figura 17) [60]:

Difraccion sobre el contorno de una particula @i@ion por Fraunhofer).

- Reflexion sobre la superficie de la particula,damdcia el interior como hacia el
exterior.

- Refraccion del medio a la particula y viceversa.

- Absorcién de luz por parte de la particula.

Rayo difractado

Haz de >

luz R, Rayo refractado
incidente ——»
=
/ \
b
Rayo reflejado Particula .

\
Internamente reflejado y/o parte absorbido

Figura 17: Efectos que se producen al incidir un rayo deshlze una particula [60].
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Las interacciones representadas en la Figura &si@mwan un conjunto de
fendmenos de interferencias que dan lugar a udrmpdt dispersion de luz que depende

del tamafio, la forma y las propiedades Opticas gaiticula considerada [60].

6.4.2.3. Teoria “Mie”

Conocer las interferencias épticas en una pagtieslimportante para realizar la
medida correctamente. De esta forma, proporcior@semlos modelos matematicos
(que transforman las medidas fisicas de intensigabliz en distribuciones de tamafo
de particula) incluidos en el software del equipma mayor informacion 6ptica de lo
gue esta ocurriendo en las particulas dispersadamdiquido o aire. El resultado
obtenido no se basarda unicamente en un simple gwode difraccion, sino en un
conjunto de interferencias épticas reales que a@uysen cuando una fuente de luz laser

incide sobre un conjunto de particulas [60].

Tras aflos de investigacion y desarrollo, se haeguido implementar la teoria
de “Mie” en los equipos de Difraccion Laser. Es@rta asume las siguientes

consideraciones [60]:

a) La particula es una esfera uniforme homogéneangtiea con indices de
refraccion real e imaginario (absorcion) conocidos.

b) La particula esférica es iluminada por una ondaglde longitud de onda
conocida y de extension infinita.

c) Los indices de refracciéon real e imaginario del imegie la rodea también son

conocidos.

Habitualmente, el fluido en el que se suspengeartcula es transparente, por lo

que en la préactica solo se considera la partedetahdice de refraccion del fluido [60].

La teoria de “Mie” incluye las influencias de lafrdccion, refraccion (y/o
absorcion), reflexion y efectos de polarizaciéadeiz usada. En el caso de los equipos
de tamafio de particula, la luz usada es siemprasiaa, por lo que este Ultimo efecto

no interviene [60].

Si comparamos esta teoria con la aproximacionrdenRofer, la segunda solo

da buenos resultados para tamafos de particulaigegea 50um, mientras que la
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teoria de “Mie” es preferida para casos en dondiedide de refraccion de las particulas

esta cercano al del medio y, como solucion genpaa particulas inferiores a hfn

[60].

6.4.2.4. Analisis del tamafo de particula

Para comprender los resultados obtenidos por wip@gde Difraccion

Mastersizer de Malvern Instrumeritay que tener en cuenta tres aspectos:

a)

b)

Los resultados estan basados en volumen: la distdib de tamafio fundamental
de las particulas obtenida por este tipo de téamsta basada en volumen. Por
ejemplo, si para un tamafo entre 5,63-6,82 aparece el resultado de 9%
significa que el volumen total de todas las paldcicon diametros incluidos
dentro de ese intervalo representa el 9% del vatuatal de todas las particulas
de la distribucion. El 9% de las particulas, erun@@n, estan entre 5,63 y 6,32
um [60].

El software de los equipos déastesizer Malvermpermite la conversion
de los resultados de volumen a nimero, pero lagidedieal de dicha medida
estd basada en volumen siendo las conversionesriposs susceptibles de
introducir errores sistematicos. Ademas, se deberten cuenta que a menor
esfericidad de la particula mayor desviacion eresliltado de esa conversion a
namero, area o cualquier otro tipo de distribu¢&ii.

En el caso de la tecnologia de difraccion lasedigéimetro medido

corresponde a una esfera de igual volumen queti@yla [60].

La esfera equivalente: la distribucién del tama@opdrticulas se expresa en
términos de volimenes de esferas equivalentes.pisite originar errores si la

particula es de forma irregular [60].

Distribucién de pardmetros derivados: la distribaciinalmente analizada esté
expresada en un conjunto de clases de tamafio ¢ae egtimizados para
concordar con la geometria del detector y la condigén dptica considerada,
proporcionando asi la mejor resolucion. De est#iligion fundamental se

derivan todos los parametros medidos [60].
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Los parametros derivados se calculan a partir dedigribucion
fundamental utilizando la suma de contribucionescada banda de tamafios.
Para la realizacion de este calculo se toma eletr@mepresentativo (Ecuacion
6) correspondiente a cada banda (media geomégit@sdimites de cada banda
de tamafio) [60]:

Vdi—q - d; (6)

6.4.2.5. Configuracion optica Malvern

Se pueden distinguir dos tipos de modelos épticos:

= Convencional de Fourier

Utiliza un tubo laser de He-Ne como fuente de imanocromatica (igual
longitud de onda) y colimada (paralela). Cuandohat de luz incide sobre las
particulas, estas la dispersan focalizandola elete@minada lente de rango. Esta lente
opera del mismo modo que una transformada de Fouw@merando un campo de
difraccion de luz dispersada hacia un plano focaldé se encuentran una serie de
detectores que reciben intensidades de luz dilseen funcion del angulo de
recepcion, es decir, del tamafio de particula. &xpsir tanto, limitacién en el angulo de
captacion del equipo, estando limitado el tamafigaiticula a 0,3-0,jum (angulo

maximo de difraccién 10-14°) [60].

Lente 3 Luz dispersada
focalizadora

Detector
central

Detector
principal

Figura 18: Optica de Fourier convencional [60].
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= Inversa de Fourier

A pesar de que la forma en que se realiza la raezgida misma que en el caso
anterior, el orden de los componentes cambia pemaifir la medida de dispersion de

luz a angulos mucho mas grandes que con el meétodercional (>90°) [60].

Detector Luz dispersada de

Backscatter particulas pequeiias Delectoridalaranit oy

Lente -~
focalizadora -

Luz
dispersada
de particulas
grandes

Haz del

laser | Detector

central

Detector
principal

Configuracién Inversa de Fourier ]

Figura 19: Optica de Fourier inversa [60].

La lente focalizada se sitla antes de la célulanddida por donde pasan las
particulas y el laser se focaliza en un punto aédel detector. Con esta configuracion
se consigue producir el campo de difraccion a todgsangulos a partir de las
particulas. Las particulas de mayor grosor dirigerpatron de difraccion al detector
principal, mientras que las mas finas lo hacemajunto de detectores laterales [60].

6.4.2.6. Interpretacion de los resultados

Los equipos ddlalvern Mastersizer S Long Bench (MALVERN INSTRUNVEEN
LTD., RU)generan diferentes parametros para la interpéetatz los resultados. Entre

los mas comunes se encuentran los siguientes:

= D[4,3]: es el diametro medio de la distribucién consideran volumen, puesto
que el equipo mide en volumen [60].

» DJ[3,2]: es el didmetro promedio en area superficial mditéo de Sauter.

75



Consideraciones tedricas

= Percentiles(D(v, 0,1), D(0,5) y D(v, 0,9)): son unos valomedefinidos en %
gue indican lo que hay por debajo o por encimardeierto tamafo [60]. Los
mas importantes son:

o D(v, 0,1} es el tamafio epm por debajo del cual queda el 10% de la
distribucion (Figura 20). También se denomina Riicg0 [60].

o D(v, 0,5) es el tamafio epm por debajo del cual queda el 50% de la
distribucion y, por tanto, por encima también (F&guw20). Otras
denominaciones para este parametro son PercertiMgiana [60].

o D(v, 0,9} es el tamafio epm por debajo del cual queda el 90% de la

distribucion (Figura 20). También se conoce comudtdil 90 [60].

100%
90%
80%
70%

Tamaiio en micras
, D(0.1) D(O,S)t

Figura 20: Definicion de los percentiles 10, 50 y 90 [60].

= Span: parametro que proporciona la anchura de la distidim y es
independiente del tamafio medio. Carece de dimessi@n general, cuando la
distribucion tiene una cola de gruesos, ya seaugoexisten o porgue esta
aglomerada la muestra, dicho valor aumenta, yalajdéerencia del D(v, 0,9)
respecto a D(v, 0,5) (mediana) es mas grande [60].

* Pico maximo: diametro del mayor volumen de particulas con mspeal
volumen total de la distribucion.

= Volumen pico maximo: mayor volumen de moléculas con un determinado

diametro con respecto al volumen total de la distion.

Para expresar los tamafios de particula de losrimgrgos realizados se ha
utilizado el D(v, 0,5).

76



Consideraciones tedricas

6.5. Teoria de diseios de experimentos

Para descubrir algo acerca de un proceso o sigiartiaular es necesario llevar
a cabo experimentos. Para cualquier proceso existe variable de respuesta o
dependiente, una variable de entrada o manipuladactpres controlables y no
controlables (Figura 21). Con la realizacién deegxpentos, se pueden determinar las
variables que mas afectan a la variable respuastagomo la forma adecuada para
ajustar los factores controlables para mantenemateble de respuesta dentro de los
limites deseados. Minimizar el efecto de los fatono controlables es otro de los
objetivos [63].

Factores controlables

xl b 1 X

l l? [
| t Output
nputs Proceso ﬂ.
-
z, z, z,

Factores incntrolables

Figura 21: Variables de un proceso.

Para llevar a cabo la experimentacion se pueder hemtede varias opciones
[63]:

- Prueba y error: consiste en seleccionar arbitrariamente una caaoldin
diferente de factores y variarla cada vez que comrensayo. La informacion
obtenida en este caso no suele ser util.

- Experimentar con un factor a la vez:en este caso se considera un solo factor
constante y se estudia su efecto sobre el ensalipacn. El problema de este
planteamiento reside en que cualquiera de losrefouede interactuar y llevar
a conclusiones erréneas.

- Usar un disefio de experimentos estadisticapnsiste en establecer una serie

de experimentos que aporten la mayor informaciosibi® acerca de unos
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determinados factores y su interaccion entre efb@sbusca realizar el menor

namero de experimentos posibles.

El disefio de experimentos es de uso habitual etesdrrollo de procesos y
productos, asi como en la etapa de fabricaciémeEsuts aplicaciones mas comunes se

encuentran [63]:

- Caracterizacion de procesos.
- Optimizacion de procesos.

- Disefio de un producto.

La metodologia de superficie de respuesta (RSM)rnesonjunto de técnicas
estadisticas y matematicas que resultan Gtilesmadelar y analizar problemas en los
gue sobre una respuesta de interés influyen veaiaables [64]. La variable de interés
se conoce como “variable respuesta”, mientras gsiddctores que influyen sobre la
misma son las “variables independientes” [65]. Bjetvo de esta metodologia es
optimizar dicha respuesta. RSM se aplica con &@tittisefio, desarrollo y formulacién
de nuevos productos, asi como a la mejora de legigtentes. Permite definir el efecto
de las variables independientes (solas o en cowribimaen los procesos, ademas de

generar un modelo estadistico [66].

Existen varias ventajas de RSM con respecto amétdos experimentales
clasicos o de optimizacion. En primer lugar, en R&Mbbtiene informacion acerca del
comportamiento de un sistema a partir de un numezhocido de experimentos. Por el
contrario, los métodos clasicos requieren muchongde y un gran numero de
experimentos. RSM también permite observar el efgae provoca la interaccion entre
los pardmetros independientes en el sistema. Estonsideraciones convierten a

RSM en una herramienta util para la optimizaciépreesos [66].

La principal desventaja de la metodologia de digiede respuesta reside en la
dificultad para encajar los datos en un polinomeosdgundo orden. Los sistemas con
curvatura no se adaptan facilmente a un polinoreisefjundo grado. Para solucionar
este problema se pueden utilizar transformaciongaritmicas y otros métodos de
linealizacion, aunque en algunos sistemas los teskd obtenidos pueden no ser

correctos ademas de suponer dichos métodos demaigiagho al no conocer cual es la
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transformacion correcta. Otra alternativa es camaidun rango menor de las variables
independientes para aumentar la exactitud [66].

Existen varios disefios de superficies de respudsta los experimentos
realizados se utilizaron dos tipos: disefio de Bekfiken en la optimizacion del

tratamiento térmico y disefio factorial con treseleg para la optimizacion del
tratamiento mecénico.

= Diseno de Box-Behnken

El disefio de Box-Behnken consiste en un conjuet@xperimentos donde se
varia cada par de factores entre sus niveles bajtioy fijando los demas factores
experimentales en el nivel medio [63]. Son disediicaces en cuanto al numero de
experimentos a realizar [65]. Para entender dicbend, para un ejemplo de 3 factores
se puede considerar un cubo en el que cada ures @edimensiones es una variable y
los vértices, el centro de las aristas y el cetilocubo un posible experimento (Figura
22). De las 21 posibilidades, Box-Behnken selecias que considera adecuadas y
necesarias para obtener la informacion, pudiéndigsair el experimento del centro del

cubo varias veces para asegurar repetibilidad.

Figura 22: Cubo que representa el modelo de Box-Behnken.

A continuacion (Tabla X) se muestra un ejemplo delisefio de Box-Behnken
con 3 factores (con puntos en el centro omitidos):
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Tabla X: Ejemplo disefio Box-Behnken con 3 factores.

Experimento | X1 | X2 | X3
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1

Cada conjunto de 4 experimentos consecutivos edis@fio experimental con
Unicamente 2 niveles, lo que implica la necesidadseleccionar un par de factores.
Ademas de esto, se pueden agregar al disefio eptBeeXperimentos realizados en el
punto central (0, O, 0) [63].

El disefio empleado en los experimentos realizadadéntico al mostrado en la

Tabla X, afadiendo 3 experimentos en el punto aentr

= Disefo factorial con tres niveles

Para la optimizacion del tratamiento mecanicdes@la cabo un disefio factorial
con tres niveles simple, empleando solamente twetes por cada factor: nivel bajo (-
1), nivel central (0) y nivel alto (+1). Existensdiios m&s complejos con cinco niveles
por cada factor experimentab(-1, 0, 1,0) [63].

Los disefos factoriales a tres niveles generaererpntos a cada combinacion
de los tres niveles 8 En el caso de tener dos factores experimentale® en los

ensayos que se realizaron para el tratamiento noecgoresion y pases), sera necesario
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realizar 3=9 experimentos. La principal desventaja de estefidi es que son necesarios
demasiados ensayos para obtener informacion [64].
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Producto de partida

La materia prima de partida fue WPC 35 en polvomisistrado por
Corporacion Alimentaria Peflasanta S.A. (Capsa, t&parocedente del lactosuero
generado durante la fabricacion de queso y cuyapesition y caracteristicas se
recogen en la Tabla XI. La eleccion de este praddetpartida radica en el interés de la

empresa en su aprovechamiento.

Tabla XI: Composicién en % del WPC 35 utilizado.

WPC 35
Grasa 3
Proteina 35
NPN 2,5
Lactosa 51
Cenizas 7
Extracto seco 96

NPN:Nitrégeno no proteico

7.2. Protocolo experimental

El trabajo experimental consistié en el estudibedecto del pH, concentracion
de la alimentacién, fuerza idnica, presion y numideopases sobre las caracteristicas
finales del microparticulado producido mediantectanbinacion de un tratamiento
térmico y un tratamiento mecanico. Para ello ségpde WPC 35 buscando obtener un
producto final con tamafio de particula, viscosigadh de proteina microparticulada
adecuados para ser incorporado a productos bagasa.

El tratamiento térmico seleccionado fue 90°C ynfiButos, ya que es el tipico
aplicado por otros autores de la bibliografia [49¢ consider6 que 90°C era una
temperatura adecuada para quepdag se desnaturalizara por completo, ya que su

temperatura de desnaturalizacion es 78 °C [10p ynihutos un tiempo suficiente al
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afirmar Jovanovic et al[7] que 5 minutos a 90°C ya suponian la desna&acabn de

las proteinas séricas.

Para llevar a cabo la etapa de tratamiento térnsieoutilizd una placa
calefactora/agitador&RCT basic (IKA, Alemaniafon un sistema de control de
temperaturé&ETS-D5 (IKA, Alemania)Para la agitacion de las disoluciones se empled
un iman. En el tratamiento mecanico se utiliz6 wmbgeneizador simpl®anda
(NIRO-SOAVI, ltalia)

El protocolo experimental seguido en los ensagadizados consistid en una
redisolucion del WPC 35 en agua durante 45 minpéoa favorecer la hidratacion de
las proteinas, afiadiendo azida de sodio @NalN1% p/p como bactericida para
conservar las muestras. Transcurrido el tiempoms@arton muestras correspondientes a
la disolucion inicial (Di) para llevar a cabo lasaditicas. Posteriormente, se ajusto la
fuerza idnica afiadiendo la cantidad de cloruroic@l(CaC}) necesaria en cada caso.
Tras 10 minutos de espera para favorecer la digsolute las sales afiadidas, se ajusto el
pH con una disolucion de sosa (NaOH) 1M o de acitlico (GHsOy) al 38% p/p
segun correspondiera. Una vez ajustado, se cdkenti§olucion a 90°C agitando a 500
r.p.m. ~30 minutos fue el tiempo necesario para alcanzamanteniéndola a dicha
temperatura durante 25 minutos. Transcurrido es@apib, se tomaron las muestras
correspondientes al tratamiento térmico (TT). Felte, se enfrid la muestra a 80°C
para facilitar el paso por el homogeneizador y etspsus limitaciones fisicas de
trabajo, sobre el cual se ajust6 la presion y eherd de pases segun correspondiera
recogiendo muestras para analizar al final delggoc

Para la eleccion de la sustancia empleada engkagcido del pH se llevaron a
cabo pruebas previas con dos acidos diferentescoangrobar cual de ellos permitia
reducir el pH gastando el menor volumen posiblédaadactico y acido citrico. El
primero de ellos no se considerd6 adecuado por gener producto marron que
pardeaba el producto final, por lo que se empl@foaritrico con una concentracion del
38% p/p. Evidentemente, la sustancia mas comungpastar pHs acidos es el HCI pero
no se pudo utilizar al estar el producto final thesto al campo de la alimentacion. Para
ajustar los pHs basicos se empleo NaOH por sedenas sustancias mas habituales y

apta en el sector alimentario.
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La toma de muestra se llevé a cabo con micrompetgogiendo volimenes de
aproximadamente 13 mL en tubos de plastico graduddis criterios para la eleccién
de los tiempos de toma de muestra fueron tomadbasna la necesidad de comprobar
que en todos los ensayos se partio de muestrasgémeas, el interés por el estudio del
grado de desnaturalizacion de las proteinas emtahtiento térmico y, finalmente, la
utilidad de conocer las caracteristicas del miatopdado final obtenido en cada caso

tras el tratamiento mecanico.

7.3. Diseno de experimentos

El conjunto de experimentos llevados a cabo seleukvidir en dos partes:
optimizacién de las condiciones del tratamientmiéo y estudio de las condiciones del
tratamiento mecanico. En ambos casos se llevdé a oabdisefio de experimentos
estadistico utilizando el program@tatgraphics (Centurion XV versiorstatistical
analysis and data visualization software (STATPOINECHNOLOGIES INC, EE.UU)
que permite el procesado de resultados y la cacéhru de superficies de respuesta,
considerada la mejor opcion para la optimizacionudeproceso. Como se indicé
anteriormente, las variables respuesta fuerommefia de particula (representado por el
D(v, 0,5)), la viscosidad (representada por laositad a 1005 de velocidad de
deformacion) y el % de agregacion en el tratamiggrimico tras centrifugacion o % de
proteina microparticulada para el tratamiento miecarel pH, la concentracion de la
alimentacion y la fuerza iénica, para la optimidacdel tratamiento térmico, y presiéon
y pases, para el tratamiento mecanico, fueron shbles independientes que se
consideraron. Lo que se pretendia era buscar lebinagion de tratamientos que
permitiera obtener un determinado tamafio de p#atictontrolar la viscosidad y

maximizar el porcentaje de agregacion.

Dentro de la metodologia de superficie de respyugsira el tratamiento térmico
se eligio el disefio de Box-Behnken, el cual, séb®ando los limites superior e inferior
de cada una de las variables independientes (Téb)a sugiri6 un total de 15
experimentos necesarios para obtener informaciéncacde la influencia de dichas

variables sobre las variables respuesta.
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Tabla XII: Limites inferiores y superiores de cada uno de#zametros experimentales en condiciones

de tratamiento mecanico invariables.

Factores experimentales | Limite inferior | Limite superior
pH 4,0 7,0
Concentracion (%) 3 11
Fuerza iénica (mM CaClb) 0 90

Para la optimizacién del tratamiento mecéanico sed@é el disefio factorial a
tres niveles, seleccionando un nivel inferior, roedi superior de cada variable
experimental (Tabla XIIl) y generdndose 9 experitogmue dieron lugar a diferentes
productos finales.

Tabla XIlI: Limites inferiores y superiores de los pardmegsgmerimentales en la etapa en condiciones

de tratamiento mecéanico variables.

Factores experimentales Limite inferior | Limite intermedio | Limite superior
Presion (bar) 150 300 450
N° de pases 1 2 3

7.4. Equipos v analiticas

La caracterizacion de las diferentes muestras m@asg durante la
experimentacién se llevd a cabo mediante la reafinade analiticas a través de
equipos que permitieron obtener resultados de gadale las variables de respuesta a

estudiar (tamafo de particula, viscosidad y % deefita agregada).

7.4.1. Distribucion de tamafos de particula.

La distribucion de tamafios de las particulas de diderentes muestras se
determindé mediante difraccion de luz laser congelio Malvern Mastersizer S Long
Bench (MALVERN INSTRUMENTS LTD., Rudpstrado en la Figura 23. Se utilizo
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como alimentador una unidad de dispersién de pequefumen, cuya velocidad se
ajustd a 1600 r.p.m. y, sobre la celda de flujojnstalé la lente 300RF, a la que
corresponde un intervalo de medida comprendidcee®d5 y 900um. Los valores
obtenidos estaban basados en volumen, por lo qeswdtado que se presenta para cada
intervalo de tamafos de particula correspondelamen ocupado por las particulas de
ese tamano, dividido entre el volumen total deipalds en la muestra. Para expresar el

tamafio medio de la distribucién, se utilizé el D§y5), que representa el tamafio de

particula por debajo del cual esta el 50% de lastnae

20

Figura 23: EquipoMalvern Mastersizer S Long Bench

Las muestras a medir en los experimentos reakzadin suspensiones y, a la
hora de llevar a cabo las medidas, fue necesarier ten cuenta una serie de
consideraciones. Las muestras liquidas puedenr sufra sedimentacion, siendo
necesario mezclarlas a fondo para obtener una rauespresentativa. Para su

extraccion se utilizaron pipetas Pasteur.

Como se indico anteriormente, el equialvern S Long Bencho es capaz de
medir tamafos de particula superiores a @00 En los ensayos realizados, una de las
muestras recogidas tras el tratamiento térmicoeptaba un D(v, 0,5) muy proximo a
éste y, por tanto, se decidié hacer la medida meafatografias de microscopio. Para
ello se utilizé un estereomicroscopio o lupa bidacu_eica M205FA (LEICA,
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Alemania) Se trabajé con un objetivo 1x, aplicando el zaminimo del equipo de
0,78x, y una iluminacion con luz oblicua, muy (gd&ra muestras semitransparentes
opacas como las que se trataron. La imagenes sedoroon una camara digital de
color Leica DFC310FX (LEICA, Alemaniaguya resolucion méaxima 4892 x 1040
pixels (1,4 Mpixels CCD). Para obtener mas resolucse aplicd un factor de 1,5 en los
pixels de salida de la imagen, por eso las imagenasde2088 x 1560 pixels. La

medida del tamafio de los agregados se realizol gogramaConfocal Uniovi

7.4.2. Medidas reolégicas

Las propiedades reoldgicas de las muestras fuemiarndinadas con un
redmetroHAAKE MARS (modular advanced rheometer systenthiANAKE, EE.UU)
con un sistem&eltier (HAAKE, EE.UU)ara el control de la temperatura (Figura 24).
Se trata de un redmetro rotacional que consta deptiras: la superior (rotor) esta
continuamente girando a un numero de revoluciormsstante o variable, segun
convenga,; la placa inferior (vaso de medicion) @erece en reposo. La muestra situada
entre las dos placas comienza a fluir al giraroedrr La resistencia del liquido a ser
cizallado es proporcional al momento de giro depsrid de la viscosidad, es decir, la
resistencia de la muestra a ser cizallada permitd@ solamente girar a una velocidad
(velocidad de cizalla) que es inversamente propoatia la velocidad de la muestra.
Para registrar el momento de giro se coloca unexiémrde medicidén entre el motor y el
eje de la placa superior, que consiste en un eegleracero que se torsiona. La torsion
sufrida por el resorte es una medida directa daskeosidad del producto sometido a

cizalla.

Se utilizé un sistema de medida placa/placa ser(@B35) con una separacion
entre placas de de 1 mm. Se realizaron curvasuiiede 0,1 a 100 strabajando en
modo CR (se asigna una velocidad de cizalla y se &liesfuerzo originado), ya que se
fij6 la velocidad de deformacién. La temperaturatrdéajo fue 25 °C, alcanzada a los
300 s. Para la determinacién de los parametro®geols a partir de los resultados
obtenidos se utilizo el prograrRneowin 3 Data Manager de HAAKE

Las muestras presentaron, en general, comportamipeeudoplastico o

newtoniano, ajustandose a la siguiente ecuacion:
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T=k-y" 7

dondet (Pa) es el esfuerzo cortante(Pa.s") el coeficiente de consistencig,(s?) la
velocidad de deformacionrny (adimensional) el indice de comportamiento. Plardds

pseudoplastico8 < n < 1y para newtonianos = 1.

Para el estudio de los resultados se tomaroraloses de la viscosidad a 100 s
de velocidad de deformacion y se realizaron dokcesppara cada ensayo, ya que se
manejaron muestras grumosas y poco homogéneasodienpocasionar errores en la

medida.

Figura 24: Re6metraMARS Il de HAAKE

7.4.3. Centrifugacion

Tras la etapa de tratamiento térmico (desnata@bn proteica y agregacion) y
de tratamiento mecanico (microparticulacién) seemheiné el rendimiento de la
operacion, que corresponde con el mayor % de peejregada para el primero, y el

mayor % de proteina microparticulada para el segund

Una vez obtenida la muestra, el material agregado separado mediante

centrifugacion (High speed refrigerated centrifuge model 6500, KB\, Japon)
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(Figura 25), preferentemente a 15.000g duranteif0arR0°C. Para determinar el % de
agregacion o de proteina microparticulada se alaisauiente ecuacion:

Vu — Vs

M

% Agregacion proteica =

dondeV,, es el volumen total de la muestra (incluyendaediraento y el sobrenadante)

y Vs es el volumen del sobrenadante medido tras laaapa del sedimento.

Figura 25: CentrifugakKUBOTA 6500

Este mismo método también se utilizé para deteaamiel % de proteina

insolubilizada de las muestras de disolucion ihicia
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8. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Para facilitar la posterior comprension de losultaslos, se presentaran en dos
partes. En la primera se busca la optimizaciortrdedmiento térmico, aunque también
se recogieron datos de la etapa en el homogenejza@ém la segunda el estudio del

tratamiento mecanico.

En la investigaciéon del tratamiento térmico sadvat pH, la concentracion y la
fuerza idnica, presentdndose los resultados devdaisibles medidas (tamafio de
particula, viscosidad y % de agregacion) para if@sethtes ensayos en forma de tabla.
También se construyeron figuras conjuntas de ttmosnsayos con los resultados del
tamafio de particula para cada etapa del experingiatducion inicial (Di), tratamiento
térmico (TT) y tratamiento mecéanico (TM). Postariente, se muestran tablas y figuras
relativas a los datos obtenidos en el redmetro gl Bfastersizer asi como comentarios
acerca del % de agregacion en el tratamiento tértnas centrifugacion o el % de
proteina microparticulada de dos ensayos tomadasocejemplo al presentar
comportamientos diferentes, tanto para el tratafmiégrmico como para el mecanico
aprovechando los datos recogidos. El resto de esssy recogen en el Apéndice.
Finalmente, se comentaran las superficies de respobtenidas para el TT y el TM,
optimizaciones de las primeras y ensayos adicienalae se realizaron para

comprobarlas en ambos casos.

A partir de uno de los 6ptimos del tratamientoniéo se estudio el tratamiento
mecanico, para el que se comentaran las superfleiesspuesta construidas, asi como
la comprobaciéon de estas sobre un punto cualqgiezase selecciono arbitrariamente.
Las variables medidas fueron las mismas, pero ene@so se vario la presion y el
namero de pases en el homogeneizador. Previansenggpondran tablas conjuntas con
los resultados obtenidos, asi como figuras cordades del tamafio de particula. Un
ejemplo comparativo de dos ensayos con diferem@partamientos servira para ver el
comportamiento de las distintas variables en funciél niumero de pases y la presion
aplicada. Finalmente se expondran las superfi@dagespuesta y la comprobacion de las

mismas sobre un punto cualquiera seleccionado, sensomentd anteriormente.
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8.1. Estudio del tratamiento térmico

8.1.1. Disolucién Inicial

Para las muestras de disolucién inicial recogittas hidratar las proteinas
durante 45 minutos, las variables tamafio de péatiaiscosidad y % de proteina
insolubilizada fueron similares en los quince ensafTabla XIV). Sin embargo, se
encontraron pequefias diferencias, obteniéndoseereera valores méas altos de las
diferentes variables respuesta para concentracaupsiores. El pH y la fuerza iénica

aun no se habian ajustado en el momento de redmipas muestras.

Tabla XIV: Tamafio representado por el D(v, 040}, viscosidad a 100'gcP) y proteina
insolubilizada (%) de las disoluciones inicialedaediferentes ensayos. E hace referencia a Erfsgiyo
El=Ensayo 1).

Concentracion| D(v, 0,5) | Viscosidad a 100°5| Proteina insolubilizadal
(% p/p) (um) (cP) (%)
El 7 2,23 3,27 0,79
E2 7 9,24 3,29 3,10
E3 7 4,22 3,23 1,55
E4 3 2,85 2,16 1,55
ES 11 0,75 531 6,98
E6 7 0,49 3,19 0,80
E7 3 0,73 2,24 2,32
E8 3 0,60 2,36 2,32
E9 7 0,58 3,21 2,34
E10 3 0,76 2,22 3,84
E11l 11 0,62 5,38 6,20
E12 11 0,73 5,16 4,72
E13 7 0,47 3,57 1,55
El4 7 0,81 2,70 0,80
E15 11 0,66 5,04 1,59
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Los resultados relativos a los tamafios de paaticiddidos en éMlastersizerse
recogen en figuras en las que se representa el Wolamen frente al diametro gm.
El primero, como se explicé en apartados anteridrase referencia al volumen de
particulas que presentan un determinado tamaficespecto al volumen total de la

distribucion.

12 —E1, 7% p/p
=—E2, 7% p/p
10 E3, 7% p/p
=—F4, 3% p/p
=F5,11% p/p
=6, 7% p/p
=—FE7,3%p/p
E8, 3% p/p
E9, 7% p/p
== E10, 3% p/p
e—E11, 11% p/p
=12, 11% p/p
- - E13, 7% p/p
0,01 0,1 1 10 100 1000 =—=E14,7% p/p
E15,11% p/p

% Volumen

Diametro (um)

Figura 26: % volumen frente al diametrarf)) medidos en éMastersizepara las disoluciones iniciales

de los experimentos realizados a diferentes cora@anes.

Las disoluciones iniciales de los diferentes eosagresentaron tamafnos de
particula en torno 0,iam (Figura 26), ya que aun no se habian sometidmgim

tratamiento y la Unica diferencia entre ellas aradncentracion de alimentacion.

El segundo pico que se observa en la Figura 26eeb® y 100 pum
probablemente sea debido a agregaciones térmieamprren el proceso de secado del
WPC 35. Es posible que no se realizara correctaesia operacion al ser una de las
primeras producciones de WPC 35 de la empresa siragora del producto, por lo
que los parametros de operacion podrian no estardantrolados. Aparentemente no

tiene ninguna explicacion relacionada con el priooehto experimental empleado.
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8.1.2. Tratamiento térmico

Una vez hidratadas las proteinas durante 45 nsnafiadida la concentracion
de CaCl necesaria en cada caso y ajustado el pH, el pimdue sometido a un
tratamiento térmico a 90°C durante 25 minutos. asables tamafio, viscosidad y %
de agregacion en el TT tras centrifugacion aumentaon respecto a la disolucion
inicial como se muestra en la Tabla XV, donde t&mlsie recogen las condiciones (pH,
concentracién y fuerza idnica) de los experimehéysdos a cabo.

Tabla XV: Tamafio representado por el D(v, 048], viscosidad a 100°gcP) y agregacién en el TT

tras centrifugacion (%) tras el tratamiento térndedos diferentes ensayos.

pH | Concentracién Fuerza idnica | D(v, 0,5)| Viscosidad a 100'S| Agregacion
(% p/p) (mM CaCb) | (um) (cP) (%)

E1l | 55 7 45 27,01 417,25 40,30
E2 | 55 7 45 31,91 519,75 40,50
E3 | 55 7 45 28,88 448,10 37,50
E4 | 4,0 3 45 8,12 29,92 19,23
E5 | 55 11 90 148,27 874,90 44,80
E6 7,0 7 90 185,26 450,90 30,47
E7 | 55 3 0 49,49 75,70 14,73
E8 | 7,0 3 45 24,04 11,30 11,72
E9 | 4,0 7 90 11,27 242,45 42,10
E10 | 5,5 3 90 32,55 34,78 11,72
E11 | 4,0 11 45 10,58 677,10 78,19
E12 | 7,0 11 45 891,60 276,35 35,66
E13 | 4,0 7 0 3,81 139,60 46,03
E14 | 7,0 7 0 544,47 486,85 25,38
E15| 5,5 11 0 88,87 1345,00 64,57

Las diferencias entre los ensayos fueron mas lestan el tratamiento térmico
que en las disoluciones iniciales (Tabla XV). Laet@inas fueron sometidas a una

temperatura suficiente como para provocar su desl@acion y posterior agregacion,
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produciéndose esta Ultima en mayor o menor gradoremdn de las condiciones en las
gue se realizé cada ensayo y provocando diferemria®s valores de las variables

medidas.
75 e===F1, pH 5,5, 7% p/p, f.i. 45 mM
e==F2, pH5,5, 7% p/p, f.i. 45mM
E3, pH 5,5, 7% p/p, f.i. 45 mM
20 e==FE4, 0H 4, 3% p/p, f.i. 45 MM
< " e=—F5, pH5,5, 11% p/|:?, f.i. 90 mM
£ E6, pH 7, 7% p/p, f.i. 90 mM
3 ——E7, pH 5,5, 3% p/p, f.i. 0 MM
; 10 E8, pH 7, 3% p/p, f.i. 45 mM
E9, pH 4, 7% p/p, f.i. 90 mM
5 ——=E10, pH 5,5, 3% p/p, f.i. 90 MM
«—=E11, pH 4, 11% p/p, f.i. 45 MM
0 e==F13, pH 4, 7% p/p, f.i. 0 MM
0,01 0,1 1 10 100 1000 E14, pH 7, 7% p/p, f.i. 0 mM
Diametro (um) e==E15, pH 5,5, 11% p/p, f.i. 0 mM

Figura 27: % volumen frente al diametro de las particulas)(medidos en éflastersizempara el

tratamiento térmico (90°C, 25 min.) de los expernitos realizados en diferentes condiciones.

En funcion de las condiciones de los ensayosh&e/ieron tamafios de particula
diferentes (Figura 27). Tras haber ajustado ellaHierza i6nica y haber sometido las
diferentes disoluciones a un tratamiento térmico9@eC durante 25 minutos, las
proteinas se desplegaron y agregaron de nuevo tamdensu tamafo. Se aprecia un
comportamiento diferente en el Ensayo 5 (E5, pH &%&centracion 11% p/p, fuerza
ibnica 90 mM CaG) debido a que el tamafio de las particulas formadasemasiado
grande dadas las condiciones yMiéstersizer en general, no es capaz de medir

diametros superiores a 9(iM.

El Ensayo 12 (E12), realizado a pH 7, concentrad&l 11% p/p y fuerza idnica
45 mM CaC}, no aparece representado en la Figura 27 ya @geetrtratamiento
térmico se detectaron tamafios de particula denmagia@hdes y se decidio realizar la
medida a través de fotografias de la muestra estefeomicroscopio (Figura 28), en

lugar de utilizar eMastersizer
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Figura 28: Fotografia al microscopio de la muestra obteniaa ¢l tratamiento térmico del Ensayo 12.

Para realizar las medidas se utilizé el progr&uoafocal Unioviy se calculo la
media, moda y mediana de todas ellas (Tabla X\dpandose como didmetro de

particula el valor de la media para la construcdiémas superficies de respuesta.

Tabla XVI: Media, moda y mediana de los diametros de paatidel Ensayo 12 tras el tratamiento

térmico. Los resultados vienen representadqsten

Media | Moda | Mediana
891,6 560,0 790,0

Se seleccionaron como ejemplo dos ensayos conartanpentos diferentes en
tamafio, viscosidad y agregacion para el tratamig@mioico. El primero de ellos fue el
Ensayo 2 (E2) que presenté valores mas bajos ddifla®ntes variables dadas las
condiciones en las que se llevé a cabo: pH 5,5eadracion 7% p/p y fuerza idnica 45
mM. El segundo caso fue el Ensayo 4 (E4) a pH Aceatracion 3% p/p y fuerza
ionica 45 mM.
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10

9

8
c 7
o g e==E2, TT, pH 5,5, 7% p/p, f.i.
_§ . 45 mM
(]
> 4 ——E4, TT, pH 4, 3% p/p, f.i.
* 3 45 mM

2

1

0

0,01 0,1 1 10 100 1000
Diametro (um)

Figura 29: Representacion grafica del % volumen frente diéod las particulagi(n) medidos en el
Mastersizepara la muestra sometida a tratamiento térmic®985 min) del Ensayo 2 (E2) a pH 5,5,
concentracion 7% p/p y fuerza iénica 45 mM y eldyws4 (E4) a pH 4, concentracion del 3% p/p y

fuerza ibnica 45 mM.

En el Ensayo 2 se midieron tamafios de particulorag, aproximadamente 50
um, mientras que en el Ensayo 4 el diametro del piéwimo fue §um (Figura 29). Las
diferencias se deben a las condiciones en las@ueatizaron los ensayos, influyendo
sobre todo el pH y la concentracién de la alimedmmcomo se explicara mas adelante

con las superficies de respuesta.

En la Tabla XVII se presentan una serie de pam@wnegenerados por el
Mastersizerque indican de diferente forma los tamafios dequéat medidos en ambos
ensayos. Su significado ya se explicé en el apartbd consideraciones tedricas y/o

experimentales.

Tabla XVII: Diferentes formas de expresar los tamafios de pkridbtenidos tras el tratamiento térmico

de los Ensayos 2 y 4. (Parte 1)

D[43]|D[32] | D(v,01) D(v,05)| D(v,09)
(um) | (um) (um) (um) (um)

Ensayo 2| 42,16 10,84 7,47 31,91 90,85
Ensayo 4| 10,93 5,87 3,56 8,12 19,27

96



Resultados experimentales

Tabla XVII: Diferentes formas de expresar los tamafios de pkrdbtenidos tras el tratamiento térmico

de los Ensayos 2 y 4. (Parte 2)

Span | Pico maximo| V pico maximo
(um) (In %)
Ensayo 2| 2,61 48,27 6,51
Ensayo 4| 1,94 7,72 9,26

Los resultados del reGmetro se presentan en gsafenstruidas por el programa
Rheowin 3 Data Manager de HAAKdhA las que se representa el esfuerzo cortahte (
en Pa, frente a la velocidad de cizalld én &'y la viscosidad#) en cP. Para cada
ensayo aparecen representadas dos réplicas y tedmlaparametros de interés. El
criterio que se siguié para considerar dos répliegsoducibles fue que debian tener

viscosidades a 100'similares.

En general, tras el tratamiento térmico los flsigwesentaron comportamiento

pseudoplastico.

T,
N|
W
[

—TT-2
T=f(y)
n=1f()

11-: (_)—1

T

n=f(y) 3T

= Ostwald de Waele (1) 4

= Ostwald de Waele (‘é i

S
]
= :‘AA

51+
1 r 1000
50

TenPa
nencP

49
48
47

46,

45

20 30 40 50 60 70 80 90 100
v en 1/s

Figura 30: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento térmico para el

Ensayo 2.
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Tabla XVIII: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento térmico representado
en la Figura 30 para el Ensayo 2.
Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 1,00 0,99
k 37,39 33,75 35,57
n 0,07 0,10 0,08
7a1008 (cP) | 510,00 | 529,50 519,75
p2-1V-35-TT-2
=523
p2-1V-35-TT-1
i ]
— Stvaid e waks )
2,5+
F 2,0; %
b ] b
e =

1,5
1,0

0,5

v en1/s

Figura 31: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento térmico para el

Ensayo 4.

Tabla XIX: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de VWaéteatamiento térmico representado

en la Figura 31 para el Ensayo 4.

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 1,00 0,99 0,99
k 0,30 0,40 0,35
n 0,48 0,44 0,46
7 al008 (cP) | 28,32 31,51 | 29,92

Ambos presentaron comportamientos de fluidos pgsésiicos como se
observa en las Figuras 30 y 31 al igual que, eergértodos los ensayos de tratamiento

térmico realizados. Las Tablas XVIII y XIX recoges parametros de ajuste al modelo
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de Ostwald de Waele donde el valor de “n”, infedidr en ambos casos, también indica
que estamos ante fluidos de tipo pseudoplastice.\iabores de viscosidad a 108 s
fueron muy diferentes, siendo la del Ensayo 2 sopetebido de nuevo a la
concentracion de proteina empleada, asi como alLallerza idnica tampoco influyo
demasiado en esta variable como indicaran masradeées superficies de respuesta. El

resto de ensayos aparecen recogidos en el Apéndice.

En cuanto a la tercera variable respuesta, |laseti€ias existentes en los % de
agregacion en el TT tras centrifugacion entre los dnsayos considerados fueron
notables. La agregacion para el Ensayo 2 fue apedamente el doble de la del
Ensayo 4 (40,50% y 19,23%, respectivamente), hgdeotambién se explica por las
diferencias de pH y concentracion de proteina dagr@los experimentos como se vera

en el siguiente punto.

8.1.2.1. Superficies de respuesta del tratamiegtotico

En la construccion de las superficies de respumsteel program&tatgraphics
(Centurion XV version) statistical analysis and alatwisualization software
(STATPOINT TECHNOLOGIES INC, EE.UBg tomaron como variables respuesta el
tamafo de las particulas formadas (determinado gboD(v, 0,5)), la reologia
(determinada por la viscosidad a 100de velocidad de deformacién y “n” del ajuste de
Ostwald de Waele) y el % de agregacion en el triatahm térmico tras centrifugacion.
Las variables independientes fueron el pH, la canaeidn y la fuerza ionica. Se
construyo una superficie de respuesta para cadiepkbajo apareciendo asociadas las
tablas correspondientes que recogen los resultadiisados para construir las
superficies en cada caso. Para obtener mejoretesjse descartaron algunos ensayos.
No obstante, no se pudieron descartar mas dernsay&s para cada variable respuesta,

ya que se verian afectados los grados de libedlasisiema.

8.1.2.1.1. Tamafo de particula

Para el caso del tamafio se consideraron los gatteréd (v, 0,5) eum (Tabla

XX) y se construyeron las superficies de respuestaespondientes. Se descarto el
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Ensayo 6 (E6) ya que el D(v, 0,5) de 185,26 obtenido parecia un valor demasiado
bajo comparado con otros ensayos en similares conds (como por ejemplo el

Ensayo 14). Eliminando este ensayo se consiguiaajar ajuste en las superficies.

Se debe tener en cuenta que los tamanos de partiedidos con éMlastersizer
pueden no ser del todo fiables, ya que este relalizenedidas considerando que todas
las particulas son esferas. La distribucion delafeonde particulas se expresa en
términos de volumenes de esferas equivalentesempaaioriginar errores si la particula

es de forma irregular.

Tabla XX: Tamafios de particula representados por el D(¥eb,5uncién del pH, la concentracién y la

fuerza iénica para el tratamiento térmico.

pH| Concentracién| Fuerza lonica | D(v, 0,5)

(% p/p) (mM CaCb) (um)
E1l |55 7 45 27,01
E2 |55 7 45 31,91
E3 |55 7 45 28,88
E4 (4,0 3 45 8,12
E5 |55 11 90 148,27

E6 |7,0 7 90 -
E7 |55 3 0 49,49
E8 |7,0 3 45 24,04
E9 | 4,0 7 90 11,27
E10|5,5 3 90 32,55
E11|4,0 11 45 10,58
E12|7,0 11 45 891,60
E13|4,0 7 0 3,81
E14|7,0 7 0 544,47
E15|5,5 11 0 88,87
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La ecuacion obtenida para las superficies de esspudel D(v, 0,5) fue la
siguiente (teniendo en cuenta que la concentraestd en % p/p y la fuerza idnica en

mM CaCl} para dar el D(v, 0,5) gum):

D(v,0,5) = 2936,55 — 1016,64 - pH — 182,299 - Concentraciéon — 0,874551
- Fuerza iénica + 85,0642 - pH? + 36,0458 - pH - Concentraciéon
— 0,290454 - pH - Fuerza i6nica + 0,807897 - Concentracion?
+ 0,106035 - Concentracion - Fuerza i6énica + 0,0185707

- Fuerza idnica®

El ajuste obtenido fu®? = 92,34. En la Figura 32 se muestra graficamente el
grado de ajuste del modelo, representado los walabservados en los experimentos
frente a los predichos por la ecuacion de las $ofeer de respuesta del tamafio de
particula. En este caso, se observaron algunadadeses que se alejaron de lo
predicho y que pueden ser debidas a, por ejemptajuaktes en la temperatura durante

la experimentacion, problemas de agitacion, etc.

900

600

Observado

300 -

0 300 600 900
Predicho

Figura 32: Valores observados frente a los predichos pabgwel0,5) tras el tratamiento térmico.
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En la Figura 33 se muestran las superficies qriesta del tamafio de particula.

D (v, 0.5) (micras)

Concentracion (%)

pH=5,5

D (v, 0.5) (micras)

8 > 7 9 17 O Fuerza i6nica (mM)
Concentracion (%)

~ 90

60

8 > 7 9 17 O Fuerza i6nica (mM)
Concentracion (%)

D (v, 0.5) (micras)

Figura 33: Superficies de respuesta estimadas para la vatafiafio de particula a diferentes pHs para

el tratamiento térmico. El tamafio de particula @ispresentado por el D(v, 0,p)).
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Se puede observar como en la Figura 33 algundasdsuperficies aparecen
cortadas, descartandose los valores negativosrafdrse de un modelo matematico
predictivo, el programa represento los valores tia@m pero en la variables que se
consideraron carecen de sentido. Cabe destacalogudescensos no son demasiado

bruscos atendiendo al sentido y direccion de |Iperiies.

Ademas de las superficies de respuesta (Figura é&8)la Figura 34 se
representan los efectos principales del pH, la @atnacion y la fuerza idnica sobre el
D(v, 0,5) para el tratamiento térmico. Es una regméacion del diagrama de Pareto que
muestra las tendencias que sigue el D(v, 0,5) enidu de las diferentes variables
independientes. Se utilizé también, al igual que daperficies de respuesta, para
estudiar la influencia que estas tuvieron sobi2(e] 0,5).

D (v, 0.5)

510

410 -
310} -
210 -
110 £ 2
10F -

4,0 7,0 3,0 11,0 0,0 90,0
pH Concentracion Fuerza idnica

Figura 34: Efectos principales de las diferentes variabldspendientes sobre el D(v, 0,5) en el

tratamiento térmico.

Las superficies de respuesta (Figuras 33), asioctangrafica de efectos
principales (Figura 34), muestran una tendenciautieento del tamafio de particula con
el pH [39], a pesar de que la superficie de respuaspH 4 (Figura 33) no parece
predecir correctamente el tamafio de particula,ugase alcanzan valores de hasta 150
um, cuando los resultados experimentales obtenwg®®1 inferiores a 15m. El pH

influye sobre diferentes factores, tales como fgaale las proteinas, su concentraciéon
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y la reactividad del grupo tiol. Esto hace que poiadsu efecto sobre la agregacion v,

por tanto, sobre el tamafo, sea complejo.

A pHs alejados del punto isoeléctrico aumentarrdasisiones electroestéaticas
entre las particulas al haber mas cargas, o que hae la agregacion sea mas
complicada. A valores de pH proximos al punto igogico (pl) disminuyen las
repulsiones al ser nula la carga neta de las pastelo que permite que se establezcan
interacciones hidrofdbicas, fuerzas de van der $Vgaltracciones electrostaticas entre
los grupos positivos de una proteina y los negatdeotra, formandose agregados [40,
67]. Teniendo en cuenta que faLg es la proteina mayoritaria, se puede referir la
agregacion a esta proteina. Por tanto, segun exstia ttcomo, el pl de Ig-Lg es 5,2
[10], el mayor tamafio de particula deberia obtenansH 5,5, que es el mas préximo al
pl de los pHs de trabajo. Los resultados obtencdosgradicen estos estudios, ya que la

mayor agregacion se produjo a pH 7.

Sin embargo, también se ha comprobado que laivigiact de los grupos tiol
aumenta con el pH facilitando la formacion de essagisulfuro [41]. Esto se debe a que
a medida que el pH decrece, se necesita mayoriargam que los grupos tiol defla
Lg queden expuestos y disponibles para establat&nacciones covalentes con otras
proteinas [8, 10]. La mayor reactividad de los ga#pSH se da a pH 6,5-8, ya que tiene
lugar un cambio conformacional y replegamientoadellg (transicion de Tanford) que
expone los grupos tiol [31] y permite que las prae se agregueBissanayake et al.
[55] demostraron en sus estudios que a pH acidgiagos —SH son practicamente
inactivos. Por tanto, mayores valores de pH implicaayor probabilidad de que se
establezcan enlaces entre las particulas y porselldormen agregados de mayor

tamafio, justificando asi la tendencia observadasexperimentos realizados.

El aumento de la concentracion se tradujo en umeato del tamafio de
particula. Esta misma tendencia fue estudiada poiosy autores [48, 68]La
concentracion de proteina influye notablementeaetdtebnaturalizacion y agregacion de
la B-lactoglobulina (proteina mayoritaria), provocangioee se formen agregados de
mayor peso y tamafo al aumentarla. La concentrawoinfluye en el desdoblamiento
de las proteinas, mientras que en el paso posti&iasociacion para formar agregados
si que tiene un marcado efecto. Al calentar plactoglobulina se modifica

irreversiblemente su estructura terciaria indeparmtdmente de la concentracion. Sin
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embargo, la formacién posterior de agregados dawmecida tanto por el incremento
de la temperatura como de la concentracion. Leciddd de agregacion es proporcional
a la concentracion del mondémero @elactoglobulina y el diametro de I8-

lactoglobulina aumenta con la concentracion yraperatura [31].

En los experimentos realizados la fuerza ionicanflay6 en el tamafio de las
particulas formadas en el tratamiento térmico (Rigu33 y 34). Esta tendencia
contradice los estudios &yan et a[10] segun los cuales cuando a la disolucién no se
le afladen sales, los agregados comienzan a cégxdamente al alcanzar 68,5°C pero,
alcanzado un cierto tamafio (0,Q2%), las particulas dejan de crecer. En esta sdnaci
si se calienta durante un tiempo prolongado seigo@sincrementar el nimero de
agregados, pero no el tamafio. Si se afiade unamalaCl, o CaGlcomo en el caso
de los ensayos realizados, se consigue aumenthamektro de los agregados con el
tiempo de calentamiento. Esto se debe en parte eadggrecen las repulsiones
intermoleculares, promoviendo la agregacion. Emia la utilizacion de una sal u
otra, Ryan et al[10] demostraron que concentraciones mas bajaSa favorecen
mas la agregacion que el NaCl, ya que el calcionesation divalente y puede formar
puentes de calcio entre grupos con carga negatiasdproteinas (efecto crosslinking
del C&") [42]. El C&" establece puentes idnicos entre grupos carbogitsiguiendo
neutralizar la carga de la superficie de las pnaeteiy aumentando la agregacion, que
conduce a tamafios de particula mayores. El hechyaaltos resultados obtenidos sean
contrarios a esta teoria puede ser debido al alitenido salino del producto utilizado.
El WPC 35 presenta mayor concentracion de salespguejemplo, el WPC 60, lo que
hizo que las variaciones de fuerza i6nica que eeoggaron no fueran suficientes como
para observar cambios en el tamafio de los agreg8dosarié la concentraciéon de
CaCl anadida entre 0-90 mM, pero esto solo supuso kEmegade conductividad un
aumento de 5-6 mS/cm como maximo, que puede querowocaran los efectos
descritos por los autores citados anteriormentega osible causa es que las
operaciones de procesado del WPC (proceso térnaicmlificacion y extrusion)
hubieran ocasionado desnaturalizacion y agreggmiévia de las proteinas alterando

sus propiedades e impidiendo que el calcio faverada agregacion [69].
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8.1.2.1.2. Reologia

Para construir las superficies de respuesta yassnel modelo reoldgico se
tomaron los valores de la viscosidad a 1@ velocidad de deformacién (Tabla XXI)

y se construyeron las superficies de respuestasmondientes a diferentes pHs.

Tabla XXI: Viscosidad a 1007sen funcién del pH, la concentracion y la fuerasdé para las muestras

recogidas tras el tratamiento térmico.

pH | Concentracién| Fuerza I6nica | Viscosidad a 1005
(% p/p) (mM CaCb) (cP)
E1 |55 7 45 417,25
E2 | 55 7 45 519,75
E3 | 55 7 45 448,10
E4 | 4,0 3 45 29,92
E5 | 55 11 90 874,90
E6 | 7,0 7 90 450,90
E7 | 55 3 0 75,70
E8 | 7,0 3 45 11,30
E9 | 4,0 7 90 242,45
E10 | 5,5 3 90 34,78
E11| 4,0 11 45 677,10
E12| 7,0 11 45 -
E13 | 4,0 7 0 139,60
E14 | 7,0 7 0 486,85
E15| 5,5 11 0 -

Se descartaron los Ensayos 12 y 15 (Tabla XXI)pihero presenté una
viscosidad de 276,30 cP, valor demasiado bajo sbtaparamos por ejemplo con el
Ensayo 14 que, estando al mismo pH, present6é weasidad mas alta a pesar de ser a
concentracion inferior. Respecto al Ensayo 15, @duvo en cuenta por la razén
contraria. La viscosidad obtenida en este casod&d345 cP, demasiado alta si la
comparamos con el Ensayo 5 realizado en las misoomsliciones de pH vy
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concentracion, ya que se considerd que la fuemiaapcomo en el tamafio, no tuvo
influencia como se puede ver si se comparan loayesst y 14. Eliminando estos dos

ensayos se obtuvo un mejor ajuste de las suparfileeespuesta.

Se debe tener en cuenta que las viscosidades s ¥@@didas con el reémetro
pueden no ser del todo fiables, puesto que se nmude®meter errores de medicion si la
muestra no se distribuyd homogéneamente, ya quegesreral se trabajé con
suspensiones, por la presencia de burbujas o porguribiera suficiente adherencia
entre el plato movil y la muestra, produciéndosdeslizamiento del primero sobre la

segunda.

La ecuacion obtenida para las superficies de estpude la viscosidad
construidas en base a los resultados experimen(gigsra 36) fue la siguiente
(teniendo en cuenta que la concentracion esta pfp% la fuerza iénica en mM CaCl
para obtener la viscosidad a 100en cP):

Viscosidad = —866,074 + 301,752 - pH — 64,5156 - Concentracion + 5,39375
- Fuerza i6nica — 30,385 - pH? + 19,7642 - pH - Concentracion
—0,514074 - pH - Fuerza i6nica + 4,34055 - Concentracion?
+ 0,0418472 - Concentracion - Fuerza i6nica — 0,0313006

- Fuerza ionica?

El ajuste obtenido fu®? = 98,80. En la Figura 35 se muestra graficamente el
grado de ajuste del modelo, representado los \&lalbservados en los experimentos
frente a los predichos por la ecuacion de las §oper de respuesta de la viscosidad.
Los valores medidos coincidieron con gran exacttionl los predichos, siendo correcto

el ajuste del modelo.
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Figura 35: Valores observados frente a los predichos parsdasidad (a 100% tras el tratamiento

térmico.

En la Figura 36 se muestran las superficies deuessta relativas a la variable
viscosidad.

90

Viscosidad (cP)

0= 60
7 9 117 9 Fuerza ionica (mM)

3 5
Concentracién (%)

Figura 36: Superficies de respuesta estimadas para la vanigosidad (a 100'sa diferentes pHs para

el tratamiento térmico. (Parte 1)
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pH=5,5
o 1500
< 1200
©
< 900
o
'g 600
S 300 )
> 60
3 5 7 9 n © Fuerza ionica (mM)
Concentracion (%)
pH=4,0
o 1500
;ﬁ’ 1200
© 900
2 600 / %5%%’
S 300 . = i
= 0 >
3 5 7 9 1n Y Fuerza i6nica (mM)

Concentracién (%)

Figura 36: Superficies de respuesta estimadas para la venislosidad (a 100'sa diferentes pHs para

el tratamiento térmico. (Parte 2)

Al igual que en el caso de la variable tamafo atiqula, en la Figura 36 se
puede observar que para la superficie de respaeptd 4 se descartaron los valores

negativos representados por el prograptatgraphicsal carecer de sentido para las
variables consideradas.

Ademas de las superficies de respuesta (Figura &6)la Figura 37 se
representan las tendencias que sigue la viscosidddncion de las distintas variables
independientes para el tratamiento térmico. Seatiambién para estudiar la influencia
que estas tienen sobre la viscosidad a 00 s
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Viscosidad
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pH Concentraciéon Fuerza i6nica

Figura 37: Efectos principales de las diferentes variabldsfrendientes sobre la viscosidad (a 1§0 s

de las muestras recogidas tras el tratamiento¢érmi

Mayores valores de pH dieron lugar a muestrasncayor viscosidad (Figuras
36 y 37). Parece no estar muy claro el comportaimigne sigue esta variable con el pH
[69]. Sin embargo, varios autores [48, 49, 51] diston que la viscosidad sigue la
misma tendencia que el tamafio de particula y ekatorde este Ultimo se traduce en
un incremento de la viscosidad. Por tanto, se podpiicar este razonamiento para
justificar el aumento de la viscosidad con el pkdn® se explicé anteriormente, a
valores mayores de pH se forman agregados de ntay@mfio porque aumenta la
reactividad de los grupos tiol [41] y la formacida enlaces covalentes [8], pudiéndose

suponer entonces que la viscosidad también aurdentar

La viscosidad de la muestra aumentd con la coramanh de la alimentacion
(Figuras 36 y 37). Esto se debe a que al aumehfaoreentaje de proteina afiadido,
aumenta la probabilidad de interaccion entre lasiquéas durante el calentamiento
provocando un incremento de la viscosidad [70]aEsismo efecto fue estudiado por
varios autores [48, 49, 69%affon et al[49] propusieron como posibles causas del
incremento de la viscosidad que los agregados ftmm@cupan mayor volumen, el
cambio en el tamafio de los mismos o también el magaplamiento entre particulas.
Cuando las muestras se someten al tratamientoct&rmsil viscosidad aumenta con

respecto a la de la disolucion inicial debido alrémento de la agregacion de las
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proteinas [69]. Por tanto, parece haber una caréglaentre la viscosidad y el % de
agregacion en el TT que permite suponer que amadables seguirdn las mismas
tendencias. Siguiendo esta teoria, mas adelarggpdieara como el % de agregacion
aumenta con la concentracion, lo que implicara stifjpara el hecho de que la

viscosidad también lo haga.

Por su lado, la fuerza ionica practicamente nluydf en la viscosidad (Figuras
36 y 37).Chung et al[69] lo relacionaron con las caracteristicas alenhteria prima
utilizada, por lo que la justificacion puede semsma que en el caso del tamafio, es
decir, la no influencia debida al alto contenidiinsadel WPC 35.

También se estudié el comportamiento reoldgicdodefluidos construyendo
superficies de respuesta con los valores de “rérobbs en el tratamiento térmico de

los diferentes ensayos (Tabla XXII).

Tabla XXII: Valores de “n” en funcién del pH, la concentracyda fuerza iénica para el TT.

pH | Concentracion| Fuerza l6nica| n
(% p/p) (mM CaCl)

E1l | 55 7 45 0,17
E2 | 55 7 45 0,08
E3 | 55 7 45 0,13
E4 | 4,0 3 45 0,46
E5 | 55 11 90 -
E6 | 7,0 7 90 0,02
E7 | 55 3 0 0,24
E8 | 7,0 3 45 0,62
E9 |40 7 90 0,21
E10| 5,5 3 90 0,26
E11 | 4,0 11 45 0,01
E12 | 7,0 11 45 -
E13 | 4,0 7 0 0,28
E14| 7,0 7 0 0,09
E15| 5,5 11 0 -
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Como se explicd en apartados anteriores, “n” eparmetro del modelo de
Ostwald de Waele que representa el indice de cdempm@nto del fluido. En el
tratamiento térmico, todos los fluidos presentaromportamiento pseudoplastico, pero

en mayor o menor grado en funcién de las condisione

En las superficies de respuesta no se incluyassrEhsayos 5, 12 y 15 por
presentar valores negativos que no eran légicos.e8to se consiguidé un mejor ajuste
de las superficies de respuesta. De nuevo se taovouenta que en las medidas
realizadas por el reGmetro se pudieron cometeresrpor problemas al distribuir la
muestra homogéneamente en los elementos de méaligeesencia de burbujas o la

falta de adherencia entre el plato movil y la maest

Con los datos de la Tabla XXII se construyeron daperficies de respuesta
(Figura 39) cuya ecuacion fue la siguiente (teroesinl cuenta que la concentracion esta
en % p/p y la fuerza ibnica en mM Cagcl

n = 1,60045 — 0,642648 - pH + 0,191932 - Concentracién + 0,00695453
- Fuerza ionica + 0,0707391 - 'pHZ —0,028311 - pH
- Concentracion + 0,0000189148 - pH - Fuerza ionica
—0,00886732 - Concentracion® — 0,000254712 - Concentracioéon

- Fuerza i6nica — 0,000067364 - Fuerza iénica?

El ajuste obtenido fu®? = 98,93. En la Figura 38 se muestra graficamente el
grado de ajuste del modelo, representado los \&lalbservados en los experimentos
frente a los predichos por la ecuacion de las fio@er de respuesta de “n”. Los valores
medidos coincidieron con gran exactitud con logligieos, siendo correcto el ajuste del

modelo.
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Figura 38: Valores observados frente a los predichos pardar&s’el tratamiento térmico.

En la Figura 39 se muestran las superficies gaiesta correspondientes a “n” a

diferentes pHs.

pH=7,0
08
06
c 04
02 ~ 90
ok 60
3 5 7 9 T Fuerza ionica (mM)

Concentracion (%)

Figura 39: Superficies de respuesta estimadas para “n” eedifes pHs para el tratamiento térmico.
(Parte 1)
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Figura 39: Superficies de respuesta estimadas para “n” eedifes pHs para el tratamiento térmico.
(Parte 2)

En las superficies de respuesta de la Figura 3@eseartaron los valores

negativos por carecer de sentido.

La Figura 40 de tendencias complementa la infoidnatada por las superficies
de respuesta acerca del tipo de fluido con el gueabajoé en funcién de las variables

pH, concentracion de la alimentacion y fuerza i@nic
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Figura 40: Efectos principales de las diferentes variabldspendientes sobre “n” para el tratamiento

térmico.

En la variacion de “n” con el pH, entre pH 4 y ptb las diferencias fueron
minimas (Figuras 39 y 40). En la Figura 40 de efegrrincipales parece que hubo un
fuerte descenso entre estos dos valores, pera dijmmos en la escala la diferencia no
fue tan grande. A pH 7 la tendencia comenzo a iimserhacia el comportamiento

newtoniano (Figuras 39 y 40).

El comportamiento pseudoplastico (n<1) de losdfisi fue aumentando con la
concentraciéon (Figuras 39 y 40) ya que al haberpr@teina es mas facil que se formen

agregados a través de enlaces hidrofébicos y disul69].

En cuanto a la fuerza iénica, en la Figura 40geahaber un pico a 45 mM, pero
de nuevo teniendo en cuenta la escala en la qgamestrabajando se puede considerar

gue “n” permanecio inalterada a los cambios de\esiable.

8.1.2.1.3. % de agregacion en el tratamiento téronias centrifugacion

Para las superficies de respuesta relativas antedad de proteina que se agrega
en el TT tras la centrifugacién, se utilizaron dtagos de la Tabla XXIll. Se descarto el
Ensayo 5 (E5), ya que se obtuvo un 44,80% de agjieggue se considerd demasiado
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baja comparada con la del Ensayo 15 (E15). Laafifea entre estos dos ensayos
estuvo en la fuerza ionica (Tabla XXIIl), que préamente no influyé en el % de

agregacion en el TT tras centrifugacion como seodénara posteriormente con las
superficies de respuesta y la grafica de tendenétas tanto, en ambos ensayos
deberian agregarse cantidades similares de prstdihiminando el Ensayo 5 se obtuvo

un mejor ajuste de las superficies de respuesta.

El protocolo seguido para la determinacion de deegacion proteica puede
reportar errores en las medidas debido a que Bedr@sualmente y a que el volumen
de los tubos que contenian las muestras no estabaente calibrado en cuanto a lo

gue las divisiones marcaban.

Tabla XXIII: % de agregacion en el TT tras centrifugacion exifin del pH, la concentracién y la

fuerza idnica de las muestras recogidas trastahtianto térmico.

pH | Concentracion| Fuerza l6nica | Agregacion
(% p/p) (mM CaCb) (%)
E1l | 55 7 45 40,30
E2 | 55 7 45 40,50
E3 | 55 7 45 37,50
E4 | 40 3 45 19,23
E5 | 55 11 90 -
E6 | 7,0 7 90 30,47
E7 | 55 3 0 14,73
E8 | 7,0 3 45 11,72
E9 | 40 7 90 42,10
E10 | 5,5 3 90 11,72
E11 | 4,0 11 45 78,19
E12 | 7,0 11 45 35,66
E13 | 4,0 7 0 46,03
E14 | 7,0 7 0 25,38
E15| 5,5 11 0 64,57
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La ecuacion obtenida para las superficies de essaurelativas al % de
agregacion en el TT tras centrifugacion (Figurafd®)la siguiente (teniendo en cuenta
que la concentracion esta en % p/p y la fuerzacaden mM CaGlpara obtener la

agregacion en el TT tras centrifugacion en %):

Agregacion = —43,4924 + 12,0768 - pH + 14,88 - Concentracion — 0,104056
- Fuerza iénica — 0,92963 - pH? — 1,45917 - pH - Concentraciéon
+ 0,0334074 - pH - Fuerza i6nica — 0,0713542 - Concentracion?
— 0,00666667 - Concentracion - Fuerza ionica — 0,000665021

- Fuerza i6nica®

El ajuste obtenido para dichas superficies deuestp fueR? = 98,32. En la
Figura 41 se muestra graficamente el grado deeafledtmodelo con la representacion
los valores reales frente a los predichos por lgerdicies de respuesta para el % de
agregacion en el TT tras centrifugacion. Los vaamedidos coincidieron con gran

exactitud con los predichos, siendo buena la chlitgh modelo.

80

60

40

Observado

20

0 20 40 60 80
Predicho

Figura 41: Valores observados frente a los predichos pa¥ads agregacién en el TT tras

centrifugacion.
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En la Figura 42 se recogen las superficies deuesta del % de agregacion en el

tratamiento térmico tras centrifugacion obtenidam @l programaStatgraphics

% Agregacion

% Agregacion

% Agregacion

pH=7,0

90
60

s 5 7 9 T Fuerza i6nica (mM)

90
60

8 > 7 9 117 O Fuerza i6nica (mM)
Concentracion (%)

Concentracion (%)

Figura 42: Superficies de respuesta estimadas para el %rdgaaidn en el TT tras centrifugacién a

diferentes pHs.
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La Figura 43 de efectos principales también séizdtipara estudiar las
tendencias del % de agregacion en el TT tras &egaigion en funcion del pH, la
concentracion de proteina empleada en la alimémagl la fuerza idnica,

complementando la informacion obtenida en las sigpes de respuesta (Figura 42)

% Agregacion

66 F 7]
56 ]
a6 ]
36 T
26| E
160 E

4,0 70 3,0 11,0 0,0 .90,0

pH Concentracion Fuerza ionica

Figura 43: Efectos principales de las variables independsestbre % de agregacién en el TT tras

centrifugacion.

Las Figuras 42 y 43 muestran que el % de agregaeid el TT tras
centrifugaciéon aumenté con la concentracién delitaeatacién. La concentracion no
influye en el desdoblamiento de las proteinas, m@r@n la etapa de agregacion
posterior. A concentraciones bajas de proteinasmaturalizacion es mas lenta que la
agregacion. Para facilitar la formacion de especmstiméricas con mayor peso
molecular es necesario aumentar el porcentajeateipa [15]. Por otro ladénderson
et al. [8] concluyeron que la posible causa de esta ten@eudiera ser el hecho de que
al aumentar la concentracion se forman mas agreggal@ue lan-lactoalbumina se
desnaturaliza mas facilmente por estar mas en aonteon la p-lactoglobulina
desdoblada.

El aumento del pH se tradujo en una disminucidtaderegacion (Figuras 42 y

43), ya que a valores mas bajos de pH la influeqcia la lactosa ejerce sobre la
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desnaturalizacion disminuye [8]. La lactosa actt@n@ protectora de laf3-
lactoglobulina y dificulta su desnaturalizacion J[3Bisminuir este efecto permite que

las proteinas se desdoblen mas facilmente y sgusgre

Otra posible explicacion a esta tendencia esdagida en estudios previos que
demostraron que a medida que disminuia el pH sealoan agregados de mayor peso
molecular. Observaron que [gLg variaba su conformacion y, por tanto, su peso
molecular en funcion del pH: a pH 3,7-5,2 se ematnat asociada en forma de
octameros de 144 kDa, a pH 5,5 en forma de tet@sri 74,2 kDa de peso molecular
y a pH 7 como mondmeros de aproximadamente 12,5&0aEsta misma tendencia
fue observada poDissanayake et al55] y de la Fuente et al[31] cuyos estudios
demostraron que a pHs mas acidos se formaban adgrega mayor peso molecular,

mAas compactos y con menor carga negativa.

Otros autores observaron tendencias contrarias paragregacion en el
tratamiento térmico con el pH y las atribuyeronua tp reactividad de los grupos tiol
era mayor a pHs elevados [15]. Esto facilitabademfcion de enlaces disulfuro,

favoreciendo la agregacion.

Existe una tercera tendencia segun la cual el %agiegacion en el TT tras
centrifugacién seria mayor entorno al punto isdgtéEr debido a que se reducen las
repulsiones al haber menos cargas y se estableesera$ de atraccion entre los grupos
negativos de unas proteinas y los positivos de ¢4@|, favoreciendo la formacion de

agregados.

La variacion de la fuerza ionica provocada al ah@a&ChL practicamente no
influyé en la agregacion, como muestran las Figd@y 43. De nuevo se repitio el
mismo comportamiento que para el caso de las VYesiad@mario y viscosidad, es decir,
es posible que el contenido salino del productbzatio fuera demasiado alto y las
variaciones de conductividad propuestas no fuedmtwmdas para provocar cambios
significativos [69], quedando anulado el efectosshoking del calcio y su capacidad

para proteger las cargas de las proteinas.

Cabe destacar que el % de agregacion en el TTcaasifugacion no esta
necesariamente relacionado con el tamafo. Bajondie@das condiciones se formaron

agregados mas grandes pero esto no implicO queeraubiayor agregacion. En la
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Figura 44 se comparan dos Ensayos. En el primemllde (Ensayo 4) el tamafio de
particula fue menor (D(v, 0,5) = 8,1iPn) y, sin embargo, se produjo mayor agregacion
observandose un sobrenadante mas claro que indeagmn parte de la proteina se
agreg0. En el Ensayo 7 a pesar de haberse formratioytas de mayor tamafio (D(v,

0,5) = 49,49um), los sobrenadantes eran mas turbios al quedahanproteina sin

agregar.

Figura 44: Sobrenadantes obtenidos tras centrifugacion déreayos 4 y 7. Para cada foto, de izquierda
a derecha, las muestras se corresponden con ladi@soinicial, tratamiento térmico y tratamiento

mecanico.

8.1.3. Tratamiento mecanico

Cada uno de los productos del tratamiento térfiesometido a un tratamiento
mecanico invariable de 300 bar y 1 pase en el hemmgador, enfriandolos
previamente a 80°C. Se realizaron medidas de tgmésmosidad y % de proteina
microparticulada y se construyeron las corresponegesuperficies de respuesta como
en el caso anterior, aunque el estudio del tratamimecanico se llevé a cabo en la
segunda parte de la experimentacion con ensaydsseagque se vario la presion y el

ndamero de pases.
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Tabla XXIV: Tamafio representado por el D(v, 0;5hj, viscosidad a 100'gcP) y proteina

microparticulada (%) tras el tratamiento mecaniedod diferentes ensayos.

pH | Concentracién F. iénica | D(v, 0,5)| Viscosidad a 100 S | Prot. microparticulada
(% p/p) | (MM CaCh) |  (um) (cP) (%)
E1l |55 7 45 1,79 8,27 23,85
E2 |55 7 45 2,52 10,31 26,40
E3 [ 55 7 45 2,41 12,99 28,40
E4 | 4,0 3 45 3,43 8,69 18,75
E5 [ 55 11 90 3,24 111,40 61,54
E6 | 7,0 7 90 1,33 28,44 46,83
E7 |55 3 0 1,21 2,46 10,85
E8 | 7,0 3 45 0,88 3,71 14,73
E9 | 4,0 7 90 3,43 67,11 56,25
E10| 5,5 3 90 1,60 3,27 12,70
E11 | 4,0 11 45 2,83 222,40 80,92
E12| 7,0 11 45 3,96 19,91 44,62
E13| 4,0 7 0 2,83 54,56 54,81
E14 7,0 7 0 7,38 3,31 10,94
E15| 5,5 11 0 3,53 24,36 39,23

Los valores de las diferentes variables respu€Xta 0,5), viscosidad a 100's

y % de proteina microparticulada) obtenidos trgsasb por el homogeneizador fueron

inferiores a los del tratamiento térmico (Tabla XXI Como se menciond en el

tratamiento térmico, se tuvieron en cuenta los hpesi errores cometidos por el

reOmetro, elMastersizey asi como en el protocolo seguido para determiogsr

porcentajes de agregacion.

En esta parte del experimento es donde se debtarbelstamario de particula

adecuado para incorporar el microparticulado arelites productos. Simplemente con

las condiciones adecuadas, en el tratamiento téryaice pudieron conseguir particulas

de tamafios entre 3 y 1fin, alcanzando en el tratamiento mecanico agregeoios

diametros mas pequefios y ajustados. Los tamafgsamieula obtenidos en esta

segunda etapa en el homogeneizador a 300 barselfyeeron bastante variados (Figura
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46). No se representd el Ensayo 12 (E12) debidoealas agregados formados eran
demasiado grandes y Klastersizemo fue capaz de medirlos. El tamafio de particula
ideal depende del producto al que esté destinadocebparticulado. En el caso de los
quesos, por ejemplo, se recomiendan tamafos deysarentre 3-1Qum [35]. Para

yogures y helados se requieren tamafios menorapro@madamente 142m [36].

e===F1, pH 5,5, 7% p/p, f.i. 45mM
e==F2, pH5,5, 7% p/p, f.i. 45 mM
E3, pH 5,5, 7% p/p, f.i. 45mM
e==F4, pH 4, 3% p/p, f.i. 45 MM
e=—F5, pH 5,5, 11% p/p, f.i. 90 mM
e E6, pH 7, 7% p/p, f.i. 90 MM
e==F7,pH5,5,3% p/p, f.i. 0 mM
E8, pH 7, 3% p/p, f.i. 45 mM
/ E9, pH 4, 7% p/p, f.i. 90 mM

% Volumen R R
(o)) 0] o N

I

——E10, pH 5,5, 3% p/p, f.i. 90 MM
e FE11, pH 4, 11% p/p, f.i. 45 MM
s ——E13, pH 4, 7% p/p, f.i. 0 MM
E14, pH 7, 7% p/p, f.i. 0 mM
——E15, pH 5,5, 11% p/p, f.i. 0 mM

0

0,01 0,1 1 10 100 1000
Diametro (um)

Figura 45: % volumen frente al diametro de particylan] medidos con éWlastersizempara el

tratamiento mecéanico de los experimentos realizadatiferentes condiciones.

Se compararon los Ensayos 2 y 4 (E2 y E4), comel ératamiento térmico,
construyendo una figura conjunta del tamafio dequeet (Figuras 46) y de la reologia
por separado (Figuras 47, 48 y 49). También se ammmn los % de proteina
microparticulada de ambos ensayos. Las diferemcidgeron tan notables como para el

tratamiento térmico, pero ambos ensayos se puddferenciar claramente.

En el Ensayo 2 (E2, pH 5,5 concentracion 7% piprZla ionica 45 mM) los
diametros de las particulas estaban en tornpra @igura 46). En el caso del Ensayo 4
(E4, pH 4, concentracion 3% p/p, fuerza idnica M8)ros tamaros fueron superiores,
de 4-5um aproximadamente (Figura 46). El pH y la concemrade la alimentacion
fueron las variables que mas influencia tuvieron eéntamafio de los agregados

formados, como se comentara mas adelante congasdisies de respuesta.
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Figura 46: % volumen frente al diametro de particula repreegin{im) de la muestra sometida a
tratamiento mecéanico para el Ensayo 2 (E2) a pHcojacentracion 7% p/p y fuerza ibnica 45 mM y el
Ensayo 4 (E4) a pH 4, concentracion del 3% p/peyza idnica 45 mM.

Aunque para la construccion de las superficiesedpuesta se utilizaron los

valores de D (v, 0,5), existen otras formas decendel tamafo (Tabla XXV).

Tabla XXV: Diferentes formas de expresar el tamafio de paatfrada el tratamiento mecéanico de los

Ensayos 2y 4.

D[4,3]|D[3,2] | D(v,0,1)] D(v,05)] D (v, 0,9)
(um) | (um) (um) (um) (um)

Ensayo 2 | 4,23 1,31 0,54 2,52 8,10
Ensayo4 | 4,55 1,64 0,61 3,43 7,40
Span | Pico méximo| V pico maximo
(um) (In %)
Ensayo 2| 3,01 2,28 6,75
Ensayo 4| 1,98 3,60 9,77

Los resultados del reémetro se presentan en gsafienstruidas por el programa
Rheowin 3 Data Manager de HAAKdA las que se representa el esfuerzo cortahte (
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en Pa, frente a la velocidad de cizajfd ¢n §' y la viscosidadr() en cP, como en el

tratamiento térmico. Se indican dos réplicas pata@nsayo.

En general, tras el tratamiento mecanico los disiieran pseudoplasticos, pero se

encontré tendencia al comportamiento newtonianal@mos casos.

T

n
— Ostwald de Waele (3¢)
= Ostwald de Waele (3

1,0

0,8+

0,6

TenPa
nencP

0,4+

0,2+

Figura 47: Comportamiento pseudoplastico de la muestra oladrad el tratamiento mecéanico para el

Ensayo 2.

Tabla XXVI: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento mecéanico

representado en la Figura 47 para el Ensayo 2.

Réplica 1| Réplica2| Media
r 1,00 1,00 1,00
k 0,03 0,03 0,03
n 0,75 0,76 0,75
7 a 100 & (cP) 9,97 10,65 10,31

Los valores de “n” recogidos en la Tabla XXVI icalban que el fluido, a pesar
de ajustarse al modelo de Ostwald de Waele, sexiapaba al comportamiento

newtoniano (Figura 48 y Tabla XXVII), ya que estalbauy proximos a 1.

125



Resultados experimentales

TenPa
nencP

Figura 48: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenéaad tratamiento mecanico.

Tabla XXVII: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delntiahto mecéanico representado en la

Figura 48 para el Ensayo 2.

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,98 0,98
5 (cP) 0,01 0,01 0,01
7 2100 & (cP) 9,97 10,65 10,31

El Ensayo 4, a diferencia del 2, no se ajusté @laeto newtoniano. El valor de
“n” resulté mas pequeno que en el caso anteriobl&MAXVIIl) lo que se tradujo en
que el fluido del E4 era mas pseudoplastico (Fig@g Tabla XXVIII) que el del E2.
En general, las diferencias en viscosidad a 10fosresultaron tan significativas como
para el tratamiento térmico como se ve en estoapdjs (Tablas XXVI y XXVIII).
Ambos fluidos se adaptaron bien a los modelos @stps con buenos coeficientes de

regresion.
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Figura 49: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atdemnas el tratamiento mecanico para el

Ensayo 4.

Tabla XXVIII: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Waéteatamiento mecanico

representado en la Figura 49 para el Ensayo 4.

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,97 0,97 0,97
k 0,20 0,17 0,19
n 0,29 0,34 0,32
n 21008 (cP) 8,58 8,80 8,69

El % de proteina microparticulada fue la terceagable de respuesta estudiada
para comparar los resultados obtenidos en el tratdonmecanico de los Ensayo 2 y 4.
Las condiciones en las que se realizé en Ensagwdtdcieron mas dicha variable que
las empleadas en el Ensayo 4, obteniéndose 26,408toteina microparticulada para

el primero y 18,75% para el segundo.

8.1.3.1. Superficies de respuesta del tratamientcémico

Para las superficies de respuesta del tratamiemtoanico, las variables
respuesta consideradas fueron tamafio de partitstasidad a 100°sy % de proteina
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microparticulada, siendo las variables independgfds mismas que las del tratamiento

térmico (pH, concentracién y fuerza ionica).

8.1.3.1.1. Tamafio de particula

En las superficies de respuesta del tamafio deparse utilizaron los datos del
el D(v, 0,5) {um) (Tabla XXIX) y se construy6 una superficie depmeesta para cada pH

de trabajo.

Tabla XXIX: Tamafio de particula representado por el D(v,éh5uncion del pH, la concentracion y la

fuerza i6nica para el tratamiento mecanico.

pH | Concentracién| Fuerza idnica| D(v, 0,5)
(% p/p) (mM CaCb) | (um)
E1 | 55 7 45 -
E2 | 55 7 45 2,52
E3 | 55 7 45 2,41
E4 | 4,0 3 45 3,43
E5 | 55 11 90 3,24
E6 | 7,0 7 90 1,33
E7 | 55 3 0 1,21
E8 | 7,0 3 45 0,88
E9 | 4,0 7 90 3,43
E10| 55 3 90 1,60
E11| 4,0 11 45 2,83
E12| 7,0 11 45 3,96
E13| 4,0 7 0 2,83
E14| 7,0 7 0 -
E15| 55 11 0 3,53

En este caso, se descartaron dos ensayos (E1) p&®dobtener un mejor ajuste
de las superficies de respuesta (Tabla XXIX). E&0 1 se descartdé debido a que el
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tamafio medido (1,78m) era inferior al de los Ensayos 2 y 3 (258 y 2,41um,

respectivamente), que se realizaron en las mispraiaones. El Ensayo 14 no se tuvo
en cuenta por problemas a la hora de pasar la raysstel homogeneizador, ya que en
un principio solo pasaba la parte liquida de lastraey el sélido acabd6 por impedir el
paso totalmente. De nuevo se tuvieron en cuentadsibles errores derivados de las

medidas realizadas enMhstersizemencionados anteriormente.

La ecuacion obtenida para las superficies de estauwel D(v, 0,5) (Figura 51)

fue la siguiente (teniendo en cuenta que la cormeadh esta en % p/p y la fuerza

ionica en mM CaGlpara obtener el D(v, 0,5) gm):

D (v,0,5) =9,97219 — 2,23535 - pH — 0,662839 - Concentraciéon + 0,0505069
- Fuerza iénica + 0,106944 - pH? + 0,153542 - pH - Concentracién
—0,00716667 - pH - Fuerza iénica + 0,00441406 - Concentraciéon?
—0,0009375 - Concentracion - Fuerza idénica — 0,0000700617

- Fuerza i6nica®

El ajuste obtenido en este caso Rfe= 96,31.

Observado

Predicho

Figura 50: Valores observados frente a los predichos pabgwl0,5) tras el tratamiento mecénico.
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Para comprobar el grado de ajuste del modelo qudilizd, se representaron,

como en los casos anteriores, los valores obsesvaglate a los predichos (Figura 50).

Al estar muy proximos los primeros a los segundesconcluyd que el modelo era

capaz de predecir correctamente los resultados.

En la Figura 51 se recogen las superficies deuessa relativas al D(v, 0,5) para

el tratamiento mecanico.

D (v, 0.5) (micras)

D (v, 0.5) (micras)

pH=7,0
5
4
3
2
1 " 90
0 60
3 5 7 o . O Fuerza i6nica (mM)
Concentracién (%)
pH=5,5
5
4
3
2
1 " 90
0 60
3 5 7 o 51 0 Fuerza i6nica (mM)

Concentracién (%)

Figura 51: Superficies de respuesta estimadas para la varaimafio de particula a diferentes pHs tras

el tratamiento mecéanico. El tamafio viene repredentar el D(v, 0,5). (Parte 1)
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D (v, 0.5) (micras)

Concentracion (%)

Figura 51: Superficies de respuesta estimadas para la vatalafio de particula a diferentes pHs tras

el tratamiento mecéanico. El tamafio viene reprederpar el D(v, 0,5). (Parte 2)

La Figura 51 muestra las mismas tendencias del@%y con la concentracion y
la fuerza idnica que para el caso del tratamiedimito, es decir, el incremento de la
primera dio lugar a agregados de mayor tamafo raergue la segunda no tuvo

influencia.

En el caso del pH se observd el comportamientdradm a la etapa de
tratamiento térmico. Tras el paso por el homogeweiz el tamafio de los agregados
disminuy6 al incrementar el pH. Este comportamieptmlo ser debido a que la
cizalladura ejerciéo un mayor efecto sobre las paldé de mayor tamafio provenientes
del tratamiento térmicdzrabit et al.[71] observaron el mismo comportamiento en sus
estudios, dando lugar los agregados de mayor tarsafi@tidos a una determinada
presion a particulas finales mas pequefnas quea@selde agregados de menor tamario

sometidos a idéntico tratamiento.

Estas mismas tendencias se pudieron comprobaa dfiglra 52, donde se
representaron los efectos principales del pH, aunaeion y fuerza idnica sobre el D(v,
0,5).
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D (v, 0.5)

35F

20F .
26 .

23f RN

1,7F

4,0 70 3,0 110 0,0 .,90,0
pH Concentracion Fuerza ionica

Figura 52: Tendencias del D(v, 0,5) con respecto a las difesevariables independientes para el

tratamiento mecanico.

8.1.3.1.2. Reologia

Para construir las superficies de respuesta yassnel modelo reoldgico se
tomaron los valores de la viscosidad a 16@Tabla XXX). Se descarté Ginicamente el
Ensayo 14 (E14) por los problemas en el homogeti@izeomentados anteriormente
que hicieron que las muestras recogidas no fuerpresentativas. Eliminando este

ensayo se obtuvo un mejor ajuste de las superfieigsspuesta.

De nuevo se tuvo en cuenta que las viscosidadE80as' medidas con el
reébmetro pueden no ser del todo fiables, puestosqupudieron cometer los errores

anteriormente comentados.
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Tabla XXX: Viscosidad a 100°sen funcién del pH, la concentracion y la fuerzgidé para el

tratamiento mecanico.

pH | Concentracion| Fuerza i6nica| Viscosidad a 1005
(% p/p) (mM CaCb) (cP)

E1l | 55 7 45 8,27
E2 | 55 7 45 10,31
E3 | 55 7 45 12,99
E4 | 4,0 3 45 8,69
E5 | 55 11 90 111,40
E6 | 7,0 7 90 28,44
E7 | 55 3 0 2,46
E8 | 7,0 3 45 3,71
E9 | 4,0 7 90 67,11
E10 | 5,5 3 90 3,27
E11 | 4,0 11 45 222,40
E12 | 7,0 11 45 19,91
E13| 4,0 7 54,56
E14 | 7,0 7 -
E15| 5,5 11 0 24,36

La ecuacién obtenida para las superficies de estpuelativas a la viscosidad a
100 s'del tratamiento mecéanico (Figura 54) fue la sigii€teniendo en cuenta que la

concentracion esta en % p/p y la fuerza iénica Bh@aCh para obtener la viscosidad a

100 §' en cP):

Viscosidad = 224,287 — 76,2108 - pH + 19,9967 - Concentracién — 1,74489

- Fuerza i6nica®
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El ajuste obtenido fu®? = 96,77. Al igual que en los casos anteriores, los

valores observados fueron muy proximos a los phediqFigura 53), resultando un
buen ajuste indicador de la buena calidad del noodel

300

200 |

Observado

100 |

0 100 200 300
Predicho

Figura 53: Valores observados frente a los predichos parstasidad (a 1007 tras el tratamiento

mecanico.

En la Figura 54 se recogen las superficies deusssp de la viscosidad a 100 s
a diferentes pHs. De nuevo se descartaron losegstwgativos predichos por el modelo
matematico al carecer de sentido para las variaiskesliadas.

90

Viscosidad (cP)

ok 60
79 117 9 Fuerza ionica (mM)
Concentracion (%)

Figura 54: Superficies de respuesta estimadas para la vanigosidad (a 100'sa diferentes pHs para

el tratamiento mecanico. (Parte 1)
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Figura 54: Superficies de respuesta estimadas para la venislosidad (a 100'sa diferentes pHs para

el tratamiento mecanico. (Parte 2)

La Figura 54 muestra que en los ensayos realizhdbs una tendencia al
descenso de la viscosidad a medida que aumentabh Al igual que en el tratamiento
térmico, se puede relacionar el comportamientcadadcosidad con el del tamafio de
particula, ya que siguen la misma tendencia [4854P En este sentido, se explico que

el tamafio disminuye a valores elevados de pH, penao que la viscosidad también
sea menor.

El comportamiento de la viscosidad con la coneeidn fue el mismo que para
el tratamiento térmico (Figuras 54). Como se comenmt ese caso, al aumentar la

cantidad de proteina afadida, existe mayor prdbadilde interaccion entre las
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particulas, lo que se traduce en un incrementcadédstosidad [70]. Los agregados
formados son de mayor tamafio, lo que provoca gosstra sea mas viscosa [49].

En el caso de la fuerza idnica, si parecio infuirla viscosidad del tratamiento
mecanico. El aumento de la cantidad de gaGadida se tradujo en un aumento de la
viscosidad (Figura 54). Al afiadir una sal se caresigeducir las repulsiones entre las
particulas, formandose agregados de mayor diarakfevorecerse la agregacion [10].
Ryan et al[10] demostraron que el Cadhvorecia mas la agregacion que otras sales,
ya que al ser el calcio un cation divalente podfanér puentes de calcio entre grupos
con carga negativa de las proteinas (efecto cntérstj del C4") [42]. Sin embargo, la
Figura 54 indica que la influencia de la fuerzaigarfue menos importante que la del
pH y la concentracion.

Estas mismas tendencias de la viscosidad a 1@@rs el pH, la concentracién
de proteina en la alimentacion y la fuerza iGne@seden observar en la Figura 55.

Viscosidad
120F =
:
:
30+ .
o .
0L b
+0 pH "0 86%centr§éi’8n Igi?erza iégioc'g

Figura 55: Tendencias de la viscosidad (a 13Pan respecto a las diferentes variables indeperet

para el tratamiento mecanico.

También se estudié el comportamiento reoldgicdodefluidos utilizando los
valores de “n” obtenidos para cada ensayo (TablXIXXara construir las superficies

de respuesta correspondientes.
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Tabla XXXI: “n” en funcién del pH, la concentracién y la fugiibnica para el tratamiento mecanico.

pH | Concentracion Fuerza ionica| n
(% p/p) (mM CaCb)

E1l |55 7 45 0,80
E2 | 55 7 45 0,75
E3 | 55 7 45 0,60
E4 | 4,0 3 45 0,32
E5 | 55 11 90 0,18
E6 | 7,0 7 90 0,42
E7 | 55 3 0 0,93
E8 | 7,0 3 45 0,84
E9 | 4,0 7 90 0,09
E10| 5,5 3 90 0,87
E11| 4,0 11 45 -
E12| 7,0 11 45 -
E13| 4,0 7 0 0,12
E14| 7,0 7 0 1,66
E15| 5,5 11 0 1,00

En general, las muestras sometidas a tratamiemvdmco se ajustaron al
modelo de Ostwald de Waele. Sin embargo, en algensayos los valores de “n” eran

muy proximos a 1 (comportamiento newtoniano).

Para obtener un mejor ajuste de las superficieesfguesta se descartaron los
Ensayos 11 y 12, ya que presentaron valores deegativos que no son logicos (Tabla
XXXI).

La ecuacion obtenida para las superficies de esspu(Figura 57) fue la
siguiente (teniendo en cuenta que la concentraestd en % p/p y la fuerza i6nica en
mM CaCl):
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n =-—4,32133+1,63285 - pH — 0,0812871 - Concentracién + 0,0175352
- Fuerza i6nica — 0,125122 - pH? + 0,0188038 - pH
- Concentracién — 0,003091 - pH - Fuerza i6nica — 0,000980964
. Concentraciéon® — 0,00104174 - Concentraciéon - Fuerza idnica

+ 0,0000207035 - Fuerza iénica?

El ajuste obtenido fuR? = 98,27. En la representacion de los valores obtenidos
en la experimentacion frente a los predichos p@ulzerficie de respuesta (Figura 56)
practicamente no se observan desviaciones, comfdmal buen ajuste indicado por el

coeficiente de regresion.

N

1,6
12

0,8

Observado

0,4

ot

0,4 0,8 1,2 1,6 2
Predicho

Figura 56: Valores observados frente a los predichos paréras’el tratamiento mecanico.

A continuacién, se exponen las superficies deuestp relativas a “n” para los
diferentes pHs a los que se trabajo (Figura 57)gél que en los casos anteriores, se
descartaron los valores negativos predichos poilggcos para la variable “n” en los

experimentos realizados.
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pH=7,0

Concentracion (%)

pH=5,5

~ 90
60

3 5 7 o 1 O Fuerza i6nica (mM)
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60

3 5 7 o 51 0 Fuerza i6nica (mM)
Concentracién (%)

Figura 57: Superficies de respuesta estimadas para “n” eedifies pHs para las muestras obtenidas tras

el tratamiento mecanico.

Las tendencias de “n” con el pH y la concentradiggron similares a las del

tratamiento térmico.
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Para el caso del pH, a medida que éste aumenffuidb se hizo mas
newtoniano acercandose “n” a valores préximos &ifgufa 57). A pH 4 el fluido
presentd un comportamiento marcadamente pseudoplasin valores de “n” muy
alejados de 1, mientras que a pH 7 “n” fue muy pnéxa 1. Por otro lado, con la
concentracién siguié la tendencia contraria al pHaumentar el contenido de proteina,
“n” fue disminuyendo y acercandose mas a cero (kidgw) lo cual indicaria que
aumenta el comportamiento pseudoplastico del flulid@umento del contenido salino
se tradujo en el aumento del comportamiento pseastigp. Cuanto mayor fue la

cantidad de Cagéfnadida, menor fue el valor de “n” (Figura 57).

Estas mismas tendencias se pueden apreciar eéfieagle efectos principales
(Figura 58).

n
1F ]
08 — —
06 \ -
04 1
0.2 — —
ok E
+0 pH "0 C?é?qcentr&éi’gn I(:)i?erza iég%g

Figura 58: Efectos principales de las diferentes variabldspendientes sobre “n” para el tratamiento

mecanico.

8.1.3.1.3. % de proteina microparticulada

Las superficies de respuesta del % de proteinaopadiculada se construyeron
descartando los Ensayos 6, 14 y 15 (Tabla XXXIl)EREsayo 6 no se tuvo en cuenta
debido a que se obtuvo un valor de 46,83%, denasaid en comparacion con el

Ensayo 12 por ejemplo, que también se realiz6 & gdro a concentracion superior
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debiendo ser el % de proteina microparticulada i@amimayor, si tenemos en cuenta las
tendencias que se explicaran mas adelante. El &rdghge descartd por los problemas
ya comentados al pasar el producto por el homogedei. En cuanto al Ensayo 15, el
% de proteina microparticulada obtenido (39,23%)damasiado bajo en comparacion
con el obtenido para el Ensayo 5 (61,54%), reatizaa las mismas condiciones de
concentracién y pH (variables que mas influyen @&mdregacion como se vera mas
adelante). Descartando estos tres ensayos se abituvejor ajuste de las superficies de

respuesta.

Tabla XXXII: % de proteina microparticulada en funcion del lartoncentracion y la fuerza iénica para

el tratamiento mecénico.

pH | Concentracion| Fuerza idnica| Proteina microparticulada
(% p/p) (mM CaCl) (%)
E1l | 55 7 45 23,85
E2 | 55 7 45 26,40
E3 | 55 7 45 28,40
E4 | 4,0 3 45 18,75
E5 | 55 11 90 61,54
E6 | 7,0 7 90 -
E7 | 55 3 0 10,85
E8 | 7,0 3 45 14,73
E9 | 4,0 7 90 56,25
E10| 5,5 3 90 12,70
E11 | 4,0 11 45 80,92
E12 | 7,0 11 45 44,62
E13 | 4,0 7 0 54,81
E14 | 7,0 7 0 -
E15| 5,5 11 0 -

Con los datos de la Tabla XXXII se construyerondaperficies de respuesta
cuya ecuacion del modelo ajustado (teniendo entaugre la concentracion esta en %

p/p y la fuerza ibnica en mM Calara dar la proteina micropaticulada en %) fue:
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% prot.= 151,358 — 57,5298 - pH + 11,5407 - Concentracion — 0,45112
- Fuerza i6nica + 5,37741 - pH? — 1,345 - pH - Concentracién
+ 0,0238519 - pH - Fuerza idnica + 0,0899479 - Concentracion?
+ 0,00780556 - Concentracion - Fuerza ionica + 0,00352305

- Fuerza ionica?

% prot. hace referencia al % de proteina microparticulada.

El coeficiente de regresion obtenido &= 99,82. Para comprobar el grado
de ajuste del modelo se representaron los valdsssreados frente a los predichos

(Figura 59) obteniéndose un comportamiento linegbsacticamente desviaciones.

100

80

60

40

Observado

20

o

20 40 60 80 100
Predicho

o

Figura 59: Valores observados frente a los predichos pé¥ads proteina microparticulada tras el

tratamiento mecanico.

En la Figura 60 se recogen las superficies deuestp del % de proteina

microparticulada del tratamiento mecanico.
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pH=7,0

% Prot. micropart.

3 5 7
Concentracion (%)

9 11 O Fuerza i6nica (mM)

% Prot. micropart.

Concentracion (%)

% Prot. micropart.

Concentracion (%)

Figura 60: Superficies de respuesta estimadas para el %otk microparticulada (% Prot.

micropart.) a diferentes pHs tras el tratamientoanéo.
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El aumento del pH se tradujo en una disminucioh %e de proteina
microparticulada (Figura 60), al igual que en atamiento térmico, ya que a valores
mas bajos de pH la influencia que la lactosa ejsobee la desnaturalizacién disminuye
[8]. La lactosa actua como protectora de fldactoglobulina y dificulta su
desnaturalizacién [39]. Disminuir este efecto p&ntjue las proteinas se desdoblen

mas facilmente y se agreguen.

El % de proteina microparticulada aumenté corolecentracién (Figura 60) al
igual que en el tratamiento térmico. Como se egpdicteriormente cuanto mayor es la
cantidad de proteina mas rapido es el paso de améeg posterior a la

desnaturalizacion [15].

La fuerza idnica mantuvo la misma tendencia y apanfluyé en la cantidad de
proteina microparticulada debido al alto contersdtino del WPC 35, que hizo que los
cambios de conductividad provocados no fueran adkxsu El efecto crosslinking del

ion calcio y su capacidad para proteger cargasideanno fueron significativos [69].

Estas mismas tendencias del % de proteina midiogada con el pH, la

concentracion de proteina y la fuerza ionica sel@ueer en la Figura 61.

% Prot. micropart.

60
50
40
30
20
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~

4,0 70 3,0 11,0 0,0 ..90,0
pH Concentracion Fuerza idonica

Figura 61: Tendencias del % proteina microparticulada (%.Pnatropart.) con respecto a las diferentes

variables independientes para el tratamiento megani
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Para comprobar las superficies de respuestavaedleabo la optimizacion de la
respuesta a través del progra®@iatgraphicscon el objetivo de obtener la maxima

agregacion.

Para el tratamiento térmico, en un principio edgopama predijo un Optimo
(Tabla XXXIIl) que, debido a limitaciones fisicase consideré que no era adecuado y
se descartd. Los ensayos realizados indicaban mgecancentracién del 11% podria
provocar dificultades en la agitacion y en el cointte la temperatura, asi como en el

paso posterior por el homogeneizador.

Tabla XXXIII: pH, concentracién (% p/p), fuerza iénica (mM Ga@hra el ensayo 6ptimo de

maxima agregacion predicho porSthtgraphicsasi como los valores de las variables respuesta.

Optimo
pH 4,0
Concentracion (% p/p) 10,96
Fuerza iénica (mM CaGl) 0,06
D(v, 0,5) gm) 856,23
Viscosidad a 1005(cP) | 1096,18
Agregacionenel TT (%) | 80,45

Manteniendo el objetivo de maxima agregacion sgrisuque la concentracion
del ensayo destinado a comprobar las superficiaegfmiesta del tratamiento térmico
fuera del 8%. Para este cas@wtgraphicgpropuso un ensayo que, aunque no suponia
limitaciones fisicas, se descartd porque era a gHabla XXXIV) y la superficie de
respuesta a este pH no predecia bien los tamaiilas gerticulas formadas como se
explicé anteriormente. De hecho, el D(v, 0,5) prhdiera negativo.
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Tabla XXXIV: pH, concentracion (% p/p), fuerza iénica (mM Ga@lvariables respuesta para el

ensayo predicho por 8tatgraphicsprefijando una concentracion de la alimentaciéirds.

Optimo
pH 4,0
Concentracion (% p/p) 8,00

Fuerza iénica (mM CaGl) 0

D(v, 0,5) fzm) 22,19
Viscosidad a 100'5(cP) | 1096,18
Agregacion (%) 57,72

Finalmente se propuso que el ensayo a realizara fae pH 5, con una
concentracion del 8% y fuerza ibnica 0 mM. Se efigh estas condiciones debido a
requerimientos de las superficies de respuestd ease del pH, limitaciones fisicas en
el homogeneizador para la concentracion y fuenz@ad mM porque se comprob6 que
no tenia influencia en los ensayos realizados.régjrama predijo valores de tamafio,
viscosidad a 100°sy % de agregacién en el tratamiento térmico texstrifugacion
(Tabla XXXV) gue se comparardn mas adelante comlidsnidos experimentalmente.
Este mismo experimento se utilizd para comprobarsiaperficies de respuesta del
tratamiento mecanico. Los valores de las distintagbles respuesta para éste ultimo

también se recogen en la Tabla XXXV.

Tabla XXXV: Valores de D (v, 0,5), viscosidad a 100ys% de agregacién en el TT tras centrifugacion
0 % de proteina microparticulada predichos poslgerficies de respuesta a pH 5, concentracion 8% y

fuerza idnica 0 mM para los tratamientos térmigonecanico.

Producto (pH 5, 8% p/p, f.i. 0 mM)
Tratamiento Térmico Tratamiento Mecénico
D(v, 0,5) #m) 15,12 2,59
Viscosidad a 100°5(cP) 435,30 11,70
Agregacion en el TT (%) 49,76 -
Prot. microparticulada (% - 32,92
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Con este ensayo, ademas de comprobar las superfie respuesta de los

tratamientos térmico y mecanico realizados anteeote, se construyeron otras

superficies de respuesta para el estudio del tratdonmecéanico variando la presion

entre 150 y 450 bar y el nimero de pases entrg, tgn el objetivo de estudiar la parte

del homogeneizador. En la Tabla XXXVI se recogendrperimentos realizados y los

resultados obtenidos en cada caso.

Tabla XXXVI: D (v, 0,5), viscosidad a 100'y % proteina microparticulada para los difereetesayos

en funcién de la presion y el nimero de pases.

Producto (pH 5, 8%, f.i. OmM)

D(v, 0,5) Viscosidad a 1005 Prot. microparticulada
(um) (cP) (%)

E16 TT 15,89 437,50 42,54
150 bar| 1 pase 3,19 15,83 31,82

2 pases| 241 9,60 31,00

3 pases 2,19 8,49 27,13

E1l7 TT 14,46 325,50 40,76
300 bar |1 pase 2,22 10,66 28,46

2 pases| 1,63 9,14 24,00

3 pases| 1,44 8,63 26,15

E18 TT 22,31 419,80 47,37
450 bar| 1 pase 2,05 8,44 26,92

2 pases| 1,52 8,02 25,37

3 pases, 1,42 6,57 25,38

Los resultados del tratamiento térmico a 90°Crtara5 minutos obtenidos para

los tres ensayos recogidos en la Tabla XXXVI sepgamaron con los predichos por la

superficie de respuesta para el tratamiento térTiabla XXXV).
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Tabla XXXVII: Comparacion de los resultados obtenidos paratelniiento térmico de los ensayos
recogidos en la Tabla XXXVI con los predichos posuperficie de respuesta (Tabla XXXV). SR hace

referencia a superficie de respuesta.

Producto (pH 5, 8% p/p, f.i. 0 mM
D(v, 0,5) (um)
Ensayo 16 15,89
Ensayo 17 14,46
Ensayo 18 22,31
Predicho SR 15,12
Viscosidad a 100°'5(cP)
Ensayo 16 437,50
Ensayo 17 325,50
Ensayo 18 419,80
Predicho SR 435,30
Agregacion en el TT (%)
Ensayo 16 42,54
Ensayo 17 40,76
Ensayo 18 47,37
Predicho SR 49,76

Las diferencias entre los resultados observadosrespecto a los predichos
(Tabla XXXVII) fueron pequefias. Por tanto, se cagél que las superficies de
respuesta propuestas para el tratamiento términoadecuadas y predicen bien los
resultados.

Los resultados a 300 bar y 1 pase recogidos &aba XXXVI se compararon
con los predichos por la superficies de respuestatrdtamiento mecanico (Tabla

XXXV) para comprobar que las predicciones que rehlan eran adecuadas.
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Tabla XXXVIII:  Comparacion de los resultados obtenidos paratahtfanto mecanico de los ensayos
recogidos en la Tabla XXXVI con los predichos pas $uperficies de respuesta (Tabla XXXV). SR hace

referencia a superficie de respuesta.

Producto (pH 5, 8% p/p, f.i. 0 mM
D(v, 0,5) (um)

Ensayo 17 2,22
Predicho SR 2,59
Viscosidad a 100°5(cP)
Ensayo 17 10,66
Predicho SR 11,70
Proteina microparticulada (%)
Ensayo 17 28,46
Predicho SR 42,43

Las diferencias entre los valores observados ytedichos por las superficies
de respuesta del tratamiento mecanico se consitlertmisibles (Tabla XXXVIII).
Por tanto, al igual que en el tratamiento térmiae, superficies de respuesta parecen

adecuadas.

AUn asi se hizo un segundo experimento para cdmades de nuevo empleando

concentraciones mayores (Tabla XXXIX).

Tabla XXXIX: D (v, 0,5), viscosidad a 100'y % de agregacion predichos por las superficies de

respuesta a pH 6, concentracion 9% p/p y fuerzaadtb mM para los tratamientos térmico y mecanico.

Producto (pH 6, 9%, f.i. 45mM
D (v, 0,5) gm) Viscosidad a 1004cP) Agregacion (%)
E19 TT 244,06 966,10 42,42
300 bar|1 pase 2,50 17,90 31,82

*Agregacion para el caso del TT hace referencia al “% de agiégaen el TT tras centrifugacion” y para el

TM al “% de proteina microparticulada”.
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Los valores predichos se compararon con los alderexperimentalmente para
comprobar las superficies de respuesta (Tablas XLIy.

Tabla XL: Comparacion de los resultados obtenidos paratelniento térmico del ensayo a pH 6,
concentracion 9% p/p y fuerza idnica 45 mM (Tabk¥xXXX) con los predichos por las superficies de

respuesta. SR hace referencia a superficie deastspu

Producto (pH 6, 9% p/p, f.i. 45 mM
Tamafio D(v, 0,5) (um)
Ensayo 19 244,06
Predicho SR 233,04
Viscosidad a 100°5(cP)
Ensayo 19 966,10
Predicho SR 746,27
Agregacion en el TT (%)
Ensayo 19 42,42
Predicho SR 45,14

Tabla XLI: Comparacién de los resultados obtenidos paratelniiento mecanico del ensayo a pH 6,
concentracién 9% p/p y fuerza iénica 45 mM (Tab¥axXXX) con los predichos por las superficies de

respuesta. SR hace referencia a superficie deastspu

Producto (pH 6, 9% p/p, f.i. 45 mM
Tamafo D(v,0.5) (um)
Ensayo 19 2,50
Predicho SR 2,91
Viscosidad § a 100 &) (cP)
Ensayo 19 17,90
Predicho SR 19,75
Proteina microparticulada (%)
Ensayo 19 31,82
Predicho SR 34,72
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Los valores obtenidos para las distintas variabbspuesta en el tratamiento
térmico fueron muy similares a los predichos par daperficies de respuesta (Tabla
XL). De nuevo los errores cometidos no fueron, pamto, significativos y las
superficies de respuesta se consideraron corrgcpsas para predecir resultados. Lo

mismo ocurrid para el tratamiento mecanico (Tallf X

8.2. Estudio del tratamiento mecanico

Para el estudio del tratamiento mecanico se llewaroabo nueve ensayos a pH
5, concentraciéon 8% p/p y fuerza i6nica 0 mM, priduelegido en vista de los
resultados del tratamiento térmico. Las variabheiependientes en este caso fueron la
presion aplicada en el homogeneizador (150-450\bat)namero de pases (1-3). Los
datos obtenidos para las variables respuesta (tamsgiiesentado por el D (v, 0,5),
viscosidad a 1007sy % de proteina microparticulada) estan recogielvda Tabla
XXXVI, ya que estos ensayos se utilizaron anteremta para la optimizacion de las

superficies de respuesta del tratamiento térmico.

Para los datos del tamafio de particula, en esta galo se elaboraron figuras
conjuntas con los datos obtenidos tras el tratamigecanico, ya que las disoluciones
iniciales y la muestra de tratamiento térmico deamisma para todos los ensayos al

realizarse en las mismas condiciones.

9

8 == F16, 150 bar, 1 pase

7 e—F16, 150 bar, 2 pases

6 E16, 150 bar, 3 pases
c
GEJ 5 e—F17, 300 bar, 1 pase
_g 4 e=F17, 300 bar, 2 pases
> E17, 300 bar, 3 pases
X 3

5 e=—F18, 450 bar, 1 pase

1 E18, 450 bar, 2 pases

0 =—F18, 450 bar, 3 pases

0,01 0,1 1 10 100 1000
Diametro (um)

Figura 62: % volumen frente al diametro de las particulam)(medidos con éWlastersizempara el

tratamiento mecéanico de los experimentos realizadatiferentes condiciones.
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Se seleccionaron dos ensayos con comportamienteserdes de tamano,
viscosidad a 100°sy % de proteina microparticulada. El primero desefue el Ensayo
16 (E16, 150 bar) y un solo pase. El segundo flnsayo 18 (E18, 450 bar) y 3 pases.
Para compararlos se construyeron figuras conjuwuaslos resultados del tamafio de
particula y gréficas con sus comportamientos réoddg que se presentan a
continuacion, ademas de comentar los % de protmioeoparticulada obtenidos en

cada caso.
9
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]
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3
g 4 == E16, 150 bar, 1 pase
X 3 ==[18, 450 bar, 3 pases
2
1
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Figura 63: % volumen frente al diametro de las particulas dexlen eMastersizepara el tratamiento
mecanico del Ensayo 16 (E16) a 150 bar y 1 paskEpsayo 18 (E18) a 450 bar y 3 pases.

Como se predijo anteriormente con los valores (& D,5) recogidos en la
Tabla XXXVI, el didmetro de los agregados formadiisminuyé a medida que
aumentaron la presion y el nimero de pases. Eiglag63 se puede ver como a menor
presion y numero de pases los tamafios son mayksif para el E16 y Am para el
E18).

En la Tabla XLII se recogen otras formas de exgrestamaro de las particulas

medidas en dlastersizer
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Tabla XLII;: Diferentes formas de expresar los tamafios de piridbtenidos tras el tratamiento

mecanico de los Ensayos 16 y 18.

D[4,3|D[32] | D, 0,1)[ D (v, 05) D (v, 0,9
(um) | (um) (um) (um) (um))

Ensayo 16 4,56 1,62 0,76 3,19 9,28
Ensayo 18 1,84 0,84 0,35 1,42 3,62
Span | Pico méximo | V pico maximo
(um) (In %)
Ensayo 16 2,68 3,09 7,47
Ensayo 18 2,30 1,68 7,67

Los resultados obtenidos tras los ensayos reol§georecogen en las Figuras
64, 65, 66 y 67 obtenidas con el prograRieeowin 3 Data Manager de HAAKEn las

gue se representan dos réplicas por ensayo parawvkls errores.
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Figura 64: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecénico del E16

a 150 bar y 1 pase.
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Tabla XLIll: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vaéteatamiento mecanico

representado en la Figura 64 del E16 (150 barsé)pa

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,99 0,99
k 0,07 0,05 0,06
n 0,67 0,72 0,70
7al008(cP) | 16,29 15,37 | 15,83

El valor de “n” obtenido para el Ensayo 16 fuexmmd a 1 (Tabla XLIII), por lo
gue el comportamiento del fluido pudo adaptarsm@dlelo newtoniano con un buen

coeficiente de regresion.
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Figura 65: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenatadttratamiento mecéanico del E16

Tabla XLIV: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delntiahto mecanico representado en la

(150 bar, 1 pase).

Figura 65 del E16 (150 bar, 1 pase).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,94 0,96 0,95
1 (cP) 17,59 16,33 | 16,96
n a 100 & (cP) 16,29 15,37 15,83
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= Ostwald de Waele (1)
= Ostwald de Waele (2)
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Figura 66: Comportamiento pseudoplastico de la muestra oladrad el tratamiento mecéanico del E18

a 450 bar y 3 pase.

Tabla XLV: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento mecanico representado
en la Figura 66 del E18 (450 bar, 3 pases).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,99 0,99
k 0,02 0,02 0,02
n 0,73 0,73 0,73
n a 100 & (cP) 6,83 6,30 6,57

El valor de “n” del Ensayo 18 fue muy proximo aThlfla XLV), por lo que el
comportamiento del fluido pudo adaptarse tambiémadlelo newtoniano con buenos

ajustes.
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Figura 67: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenatadttratamiento mecéanico del E18
(450 bar, 3 pases).

Tabla XLVI: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delniahto mecanico representado en la
Figura 67 del E18 (450 bar, 3 pases).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,97 0,97 0,97
1 (cP) 7,05 6,55 6,80
n a 100 & (cP) 6,83 6,30 6,57

Los productos de ambos ensayos presentaron camnpentos pseudoplasticos,
pero muy proximos al modelo newtoniano con buenostes para ambos modelos. En
cuanto a la viscosidad, los valores a 18®btenidos en el Ensayo 16 fueron méas del
doble que los del Ensayo 18, lo que indicaria dueleero de pases y la presion

disminuyeron la viscosidad.

La cantidad de proteina microparticulada fue 3%,8%ara el Ensayo 16 (150
bar, 1 pase) y 25,38% para el Ensayo 18 (450 bpas8s), indicando que el aumento
de la presion y el nimero de pases disminuye diahable.
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8.2.1. Superficies de respuesta del tratamiento améco

Las superficies de respuesta del tratamiento nmaxdon mas sencillas en este
caso porque solo se estudiaron dos variables indepges, presion y nimero de pases,

correspondiendo a cada variable respuesta una sunpeaficie de respuesta.

8.2.1.1. Tamafo de particula

Para las superficies de respuesta del tamafidlizaron los valores de D(v, 0,5)
(Tabla XLVII). Dichos resultados ya confirmaron leendencias observadas en los

ejemplos considerados: a mayor presion y nimepages, menor tamafo.

Tabla XLVII: Tamafio de particula para el tratamiento mecaepesentado por el D(v, 0,5) en

funcion de la presion y el nUmero de pases.

D(v, 0,5) fgm)

E16 1 pase 3,19
150 bar |2 pases 2,41

3 pases 2,19

E17 1 pase 2,22
300 bar |2 pases 1,63

3 pases 1,44

E18 1 pase 2,05
450 bar |2 pases 1,52

3 pases 1,42

Con los datos de la Tabla XLVII se construyé lpesticie de respuesta relativa
al tamafo de particula, cuya ecuacion del modeistagjo (teniendo en cuenta que la

presion esta en barsl D(v, 0,5) se obtiene em) fue:

D(v,0,5) = 6,10889 — 0,0141222 - Presion — 1,51333 - Pase + 0,0000162963
- Presiéon? + 0,000616667 - Presion - Pase + 0,231667 - Pase?
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El ajuste obtenido fue?R99,90. Para comprobarlo se representaron loseslor
observados frente a los predichos (Figura 68).

32F

2,9}

2,61

2,3}

Observado

1,7F

14L; , , , , , .
1.4 17 2 2.3 2,6 2,9 32
Predicho

Figura 68: Valores observados frente a los predichos pabgwl0,5) tras el tratamiento mecanico.

A continuacion se recoge la superficie de respudsk D(v, 0,5) construida con
los datos de la Tabla XLVII (Figura 69).

g 4

o

E 3

2}

o 2 "
= 1 3
O 150 200 250 300 350 400 450 * Pase

Presion (bar)

Figura 69: Superficie de respuesta estimada para el tamafartieula, representado por el D(v, 0,5),

para el tratamiento mecanico.
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Se representaron los valores de D(v, 0,5) obtenéperimentalmente sobre la
superficie de respuesta (Figura 69). El punto veale representado por un cuadrado
amarillo y la linea roja es la distancia entre whtp (real) y la superficie de respuesta
(tedrica). Cuanto mayor es esa distancia, mayda edesviacion entre lo real y lo
tedrico. Para el D(v, 0,5), como practicamente moaprecian los puntos porque
coinciden sobre la superficie de respuesta, sdagefiacon una flecha, y la linea roja es

inexistente al no haber apenas desviaciones (F&f)ra

D (v, 0.5) (micras)

26F =
241 .
221 _
2L -
1,8+ _
1,6 _
14& =
150,0 450,0 1,0 3,0
Presion Pase

Figura 70: Tendencias del D(v, 0,5) con respecto a las difesevariables independientes para el

tratamiento mecanico.

El tamafio de particula disminuyéo al aumentar lasipn aplicada en el
homogeneizador [9] (Figuras 69 y 70). Las altasiprees provocan la ruptura de los
enlaces que se establecen entre las proteinamaado su contraccion, afectando
principalmente a los enlaces mas débiles [50] pelaso llegando a romper enlaces de
hidrogeno si se aplica la presion y el nUmero depauficientes [15]. La aplicacion de
fuerzas mecénicas afecta principalmente a lasotstas terciaria y cuaternaria de las
proteinas, que son mas susceptibles de ser dabeatis que la secundaria [47]. La
funcién del homogeneizador es formar particulatadeafio uniforme y menor que las
del tratamiento térmico, es decir, romper los aggeg formados en la etapa anterior y
formar particulas de menor tamafio. Cuanto mayors@aesion ejercida sobre esos
agregados los tamafios seran menores porque s fadez muestra a pasar por un

orificio mas pequefio.
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El nimero de pases también provocé que el tamafasdagregados fuera cada
vez menor [33]. Parece logico si se tiene en cugudacada vez que se pasa el producto
por el homogeneizador se esta repitiendo el prooesadecir, aplicando de nuevo

presion que disminuye el tamafo de las particidda gez mas.

8.2.1.2. Reologia

Las superficies de respuesta relativas a la remkgiconstruyeron utilizando los
valores de la viscosidad a 108(Fabla XLVI1).

Con los datos recogidos en la Tabla XLVIII ya se@apreciar que el aumento
de la presién y el nimero de pases hacian disnmawiscosidad, como se demostrara

con las superficies de respuesta.

Tabla XLVIII: Viscosidad a 1007°sen funcién de la presién y el nimero de paseslpanauestras

obtenidas tras el tratamiento mecénico.

Viscosidad a 100 ¥cP)

E16 1 pase 15,83
150 bar |2 pases 9,60

3 pases 8,49

E17 1 pase 10,66
300 bar |2 pases 9,14

3 pases 8,63

E18 1 pase 8,44
450 bar |2 pases 8,02

3 pases 6,57

La ecuacion correspondiente a la superficie deuesa de la variable
viscosidad a 100°s(Figura 72) fue la siguiente (teniendo en cuenig lg presién esta

en bary la viscosidad a 100'sse obtiene en cP):
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Viscosidad = 25,2167 — 0,0307333 - Presion — 8,00833 - Pase + 6,66667 - 10~
- Presién® + 0,00911667 - PresiénPase + 0,85 - Pase?

El ajuste obtenido fu®? = 90,08. En este caso, en la representacion de los
valores observados frente a los predichos porgar§uie de respuesta para comprobar
el grado de ajuste al modelo (Figura 71) se obsamvalgunas desviaciones que
probablemente fueran debidas a problemas de agitacide control de temperatura

durante la experimentacion. A pesar de ello eltajfige relativamente bueno.

16,5F
145F
12,5}

10,5}

Observado

8,5t

6,5 . . . . .
6,5 8,5 10,5 12,5 14,5 16,5
Predicho

Figura 71: Valores observados frente a los predichos parstasidad (a 1007 tras el tratamiento

mecanico.

A continuacion se presenta la superficie de respueelativa a la variable
viscosidad a 100”sen funcién de la presién y el nimero de pasesi(&ig2). Para su

construccion, se utilizaron los datos de la Tall®/ 4.
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Figura 72: Superficie de respuesta estimada para la visco$id2@0 3) para el tratamiento mecanico.

Para la viscosidad, los puntos reales aparecitrera de la superficie de
respuesta, aunque la desviacion se consider6 mieimendo en cuenta la escala en la

gue se estaba trabajando.

Viscosidad (cP)

12,1
111
10,1

91
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150,0 450,0 1,0 3,0
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Figura 73: Efectos principales de las diferentes variabldsfrendientes sobre la viscosidad (a 1§0 s

tras el tratamiento mecanico.
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Las Figuras 72 y 73 muestran un descenso de lasiiax de la muestra con la
presion. Para justificar este comportamiento, devause tuvo en cuenta que la

viscosidad sigue la misma tendencia que el tamafiosdagregados [48, 49, 51].

El aumento del nimero de pases tuvo igual efpatola presion, y la causa fue
la misma que en el tamario, es decir, el descenEowvamiable medida fue debida a que

aumentar el numero de pases implicé volver a aplieaauevo presion.

8.2.1.3. % de proteina microparticulada

Para la superficie de respuesta del % de proteiltaoparticulada en el
tratamiento mecanico se utilizaron los valoresad&dbla XLIX de los Ensayos 16, 17 y
18.

Los valores del % de proteina microparticuladab{@aXLIX) mostraron la
misma tendencia que el tamafo y la viscosidad, idisyando con la presion y el
namero de pases excepto en el Ensayo 17 que halqmeguerna descompensacion entre
el segundo vy el tercer pase. En este caso, seddesnimamente de la tendencia pero
no es un comportamiento ildgico atendiendo a losibbes errores que se puedan

cometer.

Tabla XLIX: % de proteina microparticulada en funcion de &sidin y el nimero de pases para el

tratamiento mecanico.

Proteina microparticuladal
(%)

E16 1 pase 31,82
150 bar |2 pases 31,00

3 pases 27,13

E17 1 pase 28,46
300 bar | 2 pases 24,00

3 pases 26,15

E18 1 pase 26,92
450 bar | 2 pases 25,37

3 pases 25,38
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En cuanto a la superficie de respuesta que predicdo de proteina
microparticulada (Figura 75), la ecuacién obterfigala siguiente (teniendo en cuenta
que la presion esta en bar y que la cantidad deipeomicroparticulada se obtiene en
%):

% prot.= 47,9708 — 0,0920778 - Presion — 5,19042 - Pase + 0,000113222
- Presién? + 0,00525 - Presion - Pase + 0,44625 - Pase?

% prot. hace referencia al % de proteina microparticulada.

El ajuste fueR? = 90,02. En la representacién de los valores observagosefr
a los predichos para el % de proteina micropagdail(Figura 74) se observo alguna
desviacion debida a problemas durante la experangmt, al igual que para la variable

viscosidad. A pesar de ello, el ajuste fue relatieate bueno.

33

31

29

27 F

Observado

25

23 i 1 1 1
23 25 27 29 31 33
Predicho

Figura 74: Valores observados frente a los predichos parad# @roteina microparticulada tras el

tratamiento mecanico.
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40
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150 200 250 30 350 400 45 1 Pase

Presion (bar)

% Prot. Micropart.

Figura 75: Superficie de respuesta estimada para el % deipaot@icroparticulada (% Prot. Micropart.)

del tratamiento mecanico.

% Prot. Micropatrt.

31 =

27} -

25 — —

23 -

150,0 450,0 1,0 3,0
Presion Pase

Figura 76: Tendencias del % de proteina microparticulada (&b. Rficropart.) con respecto a las

diferentes variables independientes tras el traatmimecanico.

La cantidad de proteina microparticulada trasathimiento mecanico disminuyo
con la presion (Figuras 75 y 76). El paso por ehbgeneizador provocé que se
rompieran los agregados formados en el tratamigmntoico disminuyendo la cantidad
de proteina microparticuladdordache et al [47] observaron que las muestras

sometidas a altas presiones veian reducido su %raleina microparticulada al
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ocasionar dicho tratamiento la transformacion dealgregados grandes e insolubles en
otros mas pequefos. La presion provoca que losemique se establecen entre las
particulas se rompan [15, 50]. Los agregados magiegi®s son solubles en el
sobrenadante, lo que reduce la posibilidad de sedanion y, por tanto, el % de

proteina microparticulada.

Aumentar el nimero de pases implica, como ya pBcéx repetir el proceso y
con ello reducir cada vez mas la cantidad de pratagregada.

Para comprobar las superficies de respuesta,al@rae utilizd el producto a pH
5, concentracion 8% p/p y fuerza iénica 0 mM readdo un ensayo sobre un punto
cualquiera de la superficie, en este caso 250 Hapase. El objetivo fue comprobar si
los valores experimentales se correspondian caorémichos. Los valores de D(v, 0,5),
viscosidad a 100”sy % de proteina microparticulada predichos porslaserficies de
respuesta de esta segunda parte para las condidieneresion y nimero de pases

establecidas se encuentran recogidos en la Tabla L.

Tabla L: Valores de D (v, 0,5), viscosidad a 100ys% de proteina microparticulada predichos por las

superficies de respuesta del tratamiento mecan&®dar y 1 pase.

Producto (pH 5, 8% p/p, f.i. 0 mM
250 bar, 1 pase

D(v, 0,5) #m) 2,47
Viscosidad a 100°5(cP) 12,70
Proteina microparticulada (%) 28,60

Los resultados obtenidos experimentalmente paradaables respuesta que se
consideraron fueron muy préoximos a los predichos lps superficies de respuesta

(Tabla LI), indicando que estas ultimas son adezsiggpredicen bien los resultados.
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Tabla LI: Comparacién de los resultados obtenidos experiimaitee para el tratamiento mecanico del
Ensayo 20 a 250 bar y 1 pase con los predichompauperficies de respuesta (Tabla L). SR hace

referencia a superficie de respuesta.

Producto (pH 5, 8% p/p, f.i. 0 mM
D(v, 0,5) (um)
Ensayo 20 2,51
Predicho SR 2,47
Viscosidad a 100°5(cP)
Ensayo 20 13,70
Predicho SR 12,70
Proteina microparticulada (%)
Ensayo 20 29,69
Predicho SR 28,60

8.3. Propuesta de investigaciones futuras

Con las investigaciones y los resultados obtengdgsosible tratar de incorporar
este tipo de microparticulados a productos comialdstyogures o helados, entre otros,
con el objetivo de reemplazar la grasa de los nssmbien la proteina de la leche para
abaratar costes, en el sentido de que el precla peoteina sérica es inferior al de la
proteina de la leche. Se realizaron un gran numderexperimentos para encontrar el
tamafno de particula ideal. En los ensayos des@itosste trabajo tan solo se abarcan
diametros de entre 0,80 y 4,08 aproximadamente, pero para conseguir el tamafo

ideal seria necesario llevar a cabo mas experireento

Otro de los objetivos es dar salida al lactosugpgnerado, que es el mayor
residuo de la industria lactea y altamente contantencon una elevada DBO (Demanda

Biol6gica de Oxigeno).

Se realizaron pruebas en planta piloto para lhoedzion de helados con
proteina microparticulada utilizando WPC 35 liguidddiferencia de los experimentos
realizados en el presente trabajo en los que Bedugéin polvo. Se empled el mismo
protocolo experimental con la diferencia de quensdificé el pH, la temperatura y el
tiempo, manteniendo constante la concentracion fudaza idnica (no se afadieron

sales), para alcanzar el tamafio de particula bas@aas hidratar las proteinas, calentar
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y esperar los tiempos adecuados, se paso la muack homogeneizador al igual que
en los ensayos del laboratorio. Una vez obteniduoietoparticulado, se procedi6é a su
secado en una torre de secado para poder asisskd@itomo ingrediente en el proceso

de elaboracion de helados, el cual no se desaribie a

Se elaboraron las mezclas adecuadas en las quewsg el microparticulado y
se utilizé un “Freezer” para la fabricacion de ledados. Se fabricaron dos muestras
con diferentes cantidades de microparticulado yblanco. Como resultado, las
principales diferencias que se han encontrado mwtag variaciones en el color y un

ligero aumento de la cremosidad en los heladosmgoroparticulado.

El mismo procedimiento se aplicé en otra pruelya pagures, e incluso se llevo
a cabo una prueba industrial en este caso.
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9. CONCLUSIONES

Es posible el aprovechamiento del lactosuero gdneramo subproducto en la
industria lactea mediante el uso de concentradgsateina de suero. A partir de WPC
35 se pueden obtener microparticulados, mediaat@nttento térmico y mecanico, para

la incorporacién en productos bajos en grasa.

A la hora de incorporar microparticulado a un picid se debe tener en cuenta
el tamafio de particula, la viscosidad y el % ddefma microparticulada, ya que en
funcién de estos parametros se le van a confeas weterminadas propiedades al

producto final.

Es posible ajustar el tamafio de particula, viseosiy % de proteina
microparticulada de un microparticulado proteicevéindo a cabo tratamientos en
condiciones controladas de pH, concentracion @difgentacion, fuerza idnica, presion

y numero de pases en el homogeneizador.

Llevar a cabo un tratamiento térmico adecuado udiente para obtener
particulas de un determinado tamafo, pudiéndogerégtcir y ajustar mejor con un
tratamiento mecanico posterior que permite contrbfeamente el tamafio final del
microparticulado en base a combinaciones de pred@ntrabajo y pases en el

homogeneizador.

Los resultados obtenidos demuestran que el pHgriaentracion de proteina en
la alimentacion son, de las variables estudiadasglie mas influencia tienen sobre las
caracteristicas del producto final, junto con laspin y el numero de pases en el

homogeneizador.

En cuanto a la influencia de los diferentes patéoseconsiderados sobre las
caracteristicas finales del microparticulado, ehanto del pH provoca la disminucion
de las tres variables respuesta consideradas;rehiento de la concentracion ocasiona
el aumento de las mismas, mientras que la fuerm&aodapenas influye. En el
tratamiento mecanico el aumento de la presion yn@hero de pases en el
homogeneizador se traduce en la disminucién de] @B) la viscosidad a 100'y el
% de proteina microparticulada.
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Trabajando a pH 4,0-7,0, concentracion de la aitewon 3-11% p/p, fuerza
i6nica 0-90 mM CaG| presion 150-450 bar y 1-3 pases en el homogelmizes
posible obtener microparticulados con tamafos ddicpa de 0,80-4,00um,
viscosidades a 100'sle 2,40-222,40 cP y 10,80-80,90% de proteina mpétizulada.

Aunque en este proyecto solo se abarca un randgandafio de particula de
aproximadamente 0,80 a 4,Q0n, es posible obtener microparticulados con otras
caracteristicas variando los limites superior erinf de las variables independientes o

considerando otras distintas (temperatura, el tedgcalentamiento, etc.).

Entre las ventajas de la incorporacion de mictopdado a productos bajos en
grasa tales como yogur, queso, batidos, helados,set encuentran las mejoras en la
cremosidad y la textura que genera sin produceale$ organolépticos resefiables en el

producto final.

El programa estadistic&tatgraphics predice los experimentos minimos
necesarios para obtener informacion acerca de flaentia de varias variables
independientes sobre una respuesta y permite aonstrperficies de respuesta de

prediccidn en base a resultados experimentales.
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10. SIMBOLOS

BSA
CaCl,
CD
CMP
CMC

cP

CR

CS
D[4,3]
D[3,2]
DBO

Di

DQO
D(v, 0,1)
D(v, 0,5)

D(v, 0,9)

f.i.
g/L
g/mol
GMP

HCI

IgA
IgD

IgE

Albumina de suero bovino

Cloruro de calcio

Modo de deformacion controlada

Caseinomacropéptico

Carboximetilcelulosa

Centipoise

Modo de velocidad controlada

Modo de esfuerzo controlado

Diametro medio de la distribucion considerado@nmen
Didmetro promedio en area superficial o diamda&auter
Demanda Biologica de Oxigeno

Disolucion inicial

Demanda Quimica de Oxigeno

Didmetro por debajo del cual se encuentra el 18% distribucién
Diametro por debajo del cual se encuentra el 58% distribucion
Diametro por debajo del cual se encuentra el 90% destribucion
Ensayo

Fuerza i6nica

gramos/litro

gramos/mol

Glicomacropéptido

Acido clohidrico

Inmunoglobulina

Inmunoglobulina A

Inmunoglobulina D

Inmunoglobulina E
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19G
IgM

kg
kJ
kDa
Lf
min
mM
MPa

MS

NacCl
NaN;3
NaOH
NNP

Pa

p/p
p/v
r.p.m.

RSM

Inmunoglobulina G
Inmunoglobulina M
Coeficiente de consistencia
Kilogramo

Kilojulio

Kilodalton

Lactoferrina

Minuto

Milimolar

Megapascal

Materia seca

indice de comportamiento
Cloruro de calcio

Azida de sodio

Sosa caustica

Nitrégeno no proteico
Pascal

Punto isoeléctrico
peso/peso

peso/volumen
Revoluciones por minuto
Metodologia de superficie de respuesta
Segundo

Grupo tiol

Enlace disulfuro
Tratamiento mecanico

Tratamiento térmico
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UF

WP
WPC
WPC 35
WPC 60
WPC 80

WPI

a-La

B-Lg

Ultrafiltracion

Volumen

Retenido de proteinas de suero
Concentrado de proteinas de suero
Concentrado de proteinas de suero del 35%
Concentrado de proteinas de suero del 60%
Concentrado de proteinas de suero del 80%

Aislado de proteinas de suero

a-lactoalbumina
pB-lactoglobulina
Esfuerzo cortante
Esfuerzo umbral
Viscosidad aparente
Micrémetro

Velocidad de deformacion
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Apéndice

12. APENDICE

12.1. Ensayo 1

8
7
6
$5
£
24
o
>
X 3
2
1
0 v
0,01 0,1 1 10
Diametro (um)

100

=TT, 902C, pH 5,5, 7%,

1000

f.i. 45mM

TM, 802C, pH 5,5, 7%,

f.i. 45mM

Disolucidn Inicial, 7%

Figura 77: Representacion grafica del % volumen frente ahdi#o (im) medidos con é\lastersizer
para la muestra de disolucion inicial, la sometideatamiento térmico y la recogida tras el tratanta
mecanico para el Ensayo 1 a pH 5,5, concentra@bii?d y fuerza idnica 45 mM (Apéndice 12.1.).

Tabla LIl: Diferentes formas de expresar los tamafios decpkrtbbtenidos (E1) (Apéndice 12.1.).

D [4,3] D[3,2] [ D(v,0,1)| D(v,0,5| D(v,0,9)
(um) (um) (um) (um) (um)
Disolucién Inicial 15,58 0,75 0,28 2,23 48,81
Tratamiento Térmicao 35,58 10,67 7,07 27,01 74,20
Tratamiento Mecanic 3,07 1,03 0,43 1,79 5,35
Span Pico maximo V pico maximo

(um) (In %)
Disolucion Inicial 22,03 0,31 6,72
Tratamiento Térmico| 2,49 35,56 6,95
Tratamiento Mecanico 2,75 2,12 7,10
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p2-1-35-Di-C-2
— t=f(})
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Figura 78: Comportamiento newtoniano de la disolucién ini¢i&l) (Apéndice 12.1.).

Tabla LIll; Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢dudisn inicial representada en la Figura
78 (E1) (Apéndice 12.1.).

Réplical | Réplica2 | Media
r 0,98 0,98 0,98
n (cP) 3,25 3,02 3,14
n a 100 & (cP) 3,33 3,20 3,27
I E2_—I—T32—f'l?;_’-—)c—2
2135 46 1
PRI g) L
= n=f(y
— Sltwaid de Waele (2
35;
30
g ] %
8 25+ 5
P 1 =3
20
15
10;
5 T
(] 20 40 60 80 100
ven1/s

Figura 79: Comportamiento pseudoplastico de la muestra aldenas el tratamiento térmico (E1)
(Apéndice 12.1.).
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Tabla LIV: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéteatamiento térmico representado en

la Figura 79 (E1) (Apéndice 12.1.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,98 0,98
k 18,59 19,03 18,81
n 0,17 0,17 0,17
nal1008 (cP) | 41550 | 419,00| 417,20
22—4_1—32}'_&3_3
o1 35482
:]sz((%)) ™ v ro- - - -0 r--- - - -~ | [ | 15
— Slnaddcwade M L5 Lo A A TR
ot Mga
067 T - R e T st - 10
R :
B 04 7= Sty BT B
T o R
024 & Fmm-mm--- "= R,
ol P~ b o ]
v 1 1 1 1
0 T T T T T T T T 0
[¢] 20 40 60 80 100
ven1/s

Figura 80: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecéanico (E1)
(Apéndice 12.1.).

Tabla LV: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento mecanico representado
en la Figura 80 (E1) (Apéndice 12.1.).

Réplica 1| Réplica2| Media
r 1,00 1,00 1,00
k 0,02 0,02 0,02
n 0,79 0,82 0,80
nal00&(cP)| 8,42 8,11 8,27
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Figura 81: Comportamiento newtoniano de la muestra obtemiad tratamiento mecéanico. Los valores

[T ]

de “n

también al modelo newtoniano (E1) (Apéndice 12.1.).

recogidos en la Tabla LV son muy préximdk, é0 que indica que el fluido puede ajustarse

Tabla LVI: Parametros de ajuste al modelo newtoniano dalniiahto mecanico representado en la
Figura 81 (E1) (Apéndice 12.1.).

Réplica 1| Réplica2| Media
r 0,98 0,99 0,98
5 (CP) 8,73 8,28 8,50
nal008& (cP)| 8,42 8,11 8,27

Tabla LVII: % de proteina insolubilizada para la disoluciéialj % de agregacion en el TT tras
centrifugacién y % de proteina microparticuladakefM (E1) (Apéndice 12.1.).

%

Disolucion Inicial

0,79

Tratamiento Térmico

40,30

Tratamiento Mecénicq

23,90
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12.2. Ensayo 2

% Volumen

=TT, 90°C, pH 5,5, 7%, f.i.
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Figura 82: Representacion grafica del % volumen frente ahdiéo (1m) medidos en éMlastersizer
para la muestra de disolucién inicial, la sometideatamiento térmica y la recogida tras el tra¢zuta
mecanico para el Ensayo 2 a pH 5,5, concentra@bi%d y fuerza iénica 45 mM (Apéndice 12.2.).

Tabla LVIII: Diferentes formas de expresar los tamafios decpxtbbtenidos (E2) (Apéndice 12.2.).

D [4,3] D[3,2] | D(v,0,1)| D(v,0,5)| D(v,0,9)
(um) (um) (um) (um) (um)

Disolucién Inicial 25,24 1,00 0,31 9,24 69,42

Tratamiento Térmico 42,16 10,84 7,47 31,91 90,85

Tratamiento Mecanico 4,23 1,31 0,54 2,52 8,10

Span Pico maximo V pico maximo

(um) (In %)
Disolucién Inicial 7,48 0,31 4,87
Tratamiento Térmico 2,61 48,27 6,51
Tratamiento Mecanico 3,01 2,28 6,75
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p2-111-35-Di-2
— t=f(y)
—= n=f(7)
p2—|l|—§5f—D_|—1
e 0,357
= Newton (28 il
= Newton (29
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& ] 5
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0,10
0,05+
o0t
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Figura 83: Comportamiento newtoniano de la disolucién ini¢iz?) (Apéndice 12.2.).

Tabla LIX: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢éudién inicial representada en la Figura
83 (E2) (Apéndice 12.2.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,97 0,97
5 (cP) 3,23 3,15 3,19
nal0d0& (cP)| 3,43 3,14 3,29
Ez_-ur-s;sgg)-z
P51
) - 1500
= Soiwald e Wasi
51;
50; - 1000
$ ] %
§ 49i §
48+
1 ~ 500
47+
ey
45 0
100
ven1/s

Figura 84: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atdenas el tratamiento térmico (E2)
(Apéndice 12.2.).
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Tabla LX: Pardmetros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéleatamiento térmico representado en
la Figura 84(E2) (Apéndice 12.2.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 1,00 0,99
k 37,39 33,75 35,57
n 0,07 0,10 0,08
nal008 (cP) | 510,00 | 529,50| 519,75

T=1(7
n=1(7)

= Ostwald de Waele (3

— Ostwald de Waele (3¢)

TenPa

1,0
0,8;
0,6
0,4+

0,2+

ven1/s

nenckP

Figura 85: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecanico (E2)
(Apéndice 12.2.).

Tabla LXI: Pardmetros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéleatamiento mecanico representado

en la Figura 85(E2) (Apéndice 12.2.).

Réplica 1| Réplica2| Media
r 1,00 1,00 1,00
k 0,03 0,03 0,03
n 0,75 0,76 0,75
n a 100 & (cP) 9,97 10,65 10,31
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TenPa
nenckP

Figura 86: Comportamiento newtoniano de la muestra obtemiad tratamiento mecéanico. Los valores
recogidos en la Tabla LXI son muy préximos,do que indica que el fluido puede ajustarse

de Hn”
también al modelo newtoniano (E2) (Apéndice 12.2.).

Tabla LXII: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delniiahto mecéanico representado en la
Figura 86 (E2) (Apéndice 12.2.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,98 0,98
5 (cP) 0,01 0,01 0,01
n a 100 & (cP) 9,97 10,65 10,31

Tabla LXIll: % de proteina insolubilizada para la disoluciéoialj % de agregacién en el TT tras
centrifugacién y % de proteina microparticuladaefM (E2) (Apéndice 12.2.).

%
Disolucién Inicial 3,10

Tratamiento Térmico| 40,50

Tratamiento Mecanicqg 26,40
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12.3. Ensayo 3

7
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5 Disolucién Inicial, 7%
c
[}
£ 4
3 =TT, 902C, pH 5,5, 7%, f.i.
> 3 45mM
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Figura 87: Representacion grafica del % volumen frente ahdifo de particulaum) medidos en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someéitiatamiento térmico y la recogida tras el
tratamiento mecénico para el Ensayo 3 a pH 5,5%esdracion del 7% y fuerza iénica 45 mM (Apéndice

12.3)).

Tabla LXIV: Diferentes formas de expresar los tamafios decplrtbbtenidos (E3) (Apéndice 12.3.).

D[43]|D[32]| D(v,0,1)| D(v,0,5)| D (v, 0,9
(@m) | (um) (um) (um) (um)

Disolucién Inicial 17,15 0,81 0,29 4,22 52,76

Tratamiento Térmico | 40,41 10,64 6,96 28,88 88,93

Tratamiento Mecanico| 3,80 1,23 0,51 2,41 8,18

Span | Pico méximo| V pico maximo

(um) (In %)
Disolucién Inicial 12,56 0,31 6,04
Tratamiento Térmico| 2,84 41,43 6,15
Tratamiento Mecanico 3,18 2,28 6,56
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p2-111-35-Di-2
— t=f(y)
—= n=f(7)
p2—|l|—§5f—D_|—1
e 0,357
= Newton (22 il
= Newton (23
0,30
0,25
& 0,20 %
& ] 5
4 0,15 =
0,10
0,05+
o0t
(6]

Tabla LXV: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢dudi$n inicial representada en la Figura

Figura 88: Comportamiento newtoniano de la disolucién ini¢i8) (Apéndice 12.3.).

88 (E3) (Apéndice 12.3.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,98 0,98
5 (CP) 2,99 3,04 3,01
n a 100 & (cP) 3,21 3,24 3,23
[Tr2--35-11-4
— 1:=_f(y_)
Elﬁ]és:(%_zf-1
-_— gs=tvagl’c)i de Waele (2; j 900
= Ostwald de Waele (24) L 800
43+ - 700
42 5600
g 417 | 500 %
§ 40i 5400 é
39i ~ 300
38i — 200
37i 5100
36 T 0
0 20 40 60 80 100
Yen1/s

Figura 89: Comportamiento pseudoplastico de la muestra aldenas el tratamiento térmico (E3)
(Apéndice 12.3.).
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Tabla LXVI: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vaéteatamiento térmico representado
en la Figura 89 (E3) (Apéndice 12.3.).
Réplica 1| Réplica2| Media
r 1,00 1,00 1,00
k 26,78 23,10 24,94
n 0,11 0,14 0,13
n a 100 g (cP) 450,70 445,50 448,10
CE
P38 4Lt
P T=f(7) -
m=f(7)
= Seivaii do Wask B}
1,0+
£ 0.87 %
5 ] 5
© 0,6 =2
0,4
0,21
ot

Figura 90: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecéanico (E3)
(Apéndice 12.3.).

Tabla LXVIIl: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento mecanico
representado en la Figura 90 (E3) (Apéndice 12.3.).

Réplica 1 | Réplica 2| Media
r 1,00 1,00 1,00
k 0,12 0,05 0,09
n 0,52 0,69 0,60
7 2100 & (cP) 13,57 12,41 13,00
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Figura 91: Comportamiento newtoniano de la muestra obtemiad tratamiento mecéanico. Los valores

[T ]

de “n

recogidos en la Tabla LXVII son muy proxima4., lo que indica que el fluido puede ajustarse

también al modelo newtoniano (E3) (Apéndice 12.3.).

Tabla LXVIII; Parametros de ajuste al modelo newtoniano delntiahto mecanico representado en la
Figura 91 (E3) (Apéndice 12.3.).
Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,85 0,96 0,90
n (CP) 15,68 13,63 14,66
7 a100 & (cP) 13,57 12,41 12,99

Tabla LXIX: % de proteina insolubilizada para la disoluciénialj % de agregacion en el TT tras
centrifugacién y % de proteina microparticuladakefM (E3) (Apéndice 12.3.).

%

Disolucion Inicial

1,55

Tratamiento Térmico

37,50

Tratamiento Mecénicq

28,40
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12.4. Ensayo 4

12
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Figura 92: Representacion grafica del % volumen frente ahdiéo de particulaum) medido en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someéitiatamiento térmico y la recogida tras el
tratamiento mecéanico para el Ensayo 4 a pH 4, cdrazeén del 3% y fuerza idnica 45 mM (Apéndice

12.4).

Tabla LXX: Diferentes formas de expresar los tamafios decpkrtbbtenidos (E4) (Apéndice 12.4.).

D[43]|D[32]| D(,0,1) D(v,05)| D(v,0,9
(@m) | (um) (um) (um) (um)
Disolucién Inicial 17,36 0,75 0,28 2,85 55,63
Tratamiento Térmico | 10,93 5,87 3,56 8,12 19,27
Tratamiento Mecanico| 4,55 1,64 0,61 3,43 7,4
Span | Pico méximo| V pico maximo

(um) (In %)
Disolucién Inicial 19,6 0,31 6,49
Tratamiento Térmico| 1,94 7,72 9,26
Tratamiento Mecanico 1,98 3,60 9,77
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Figura 93: Comportamiento newtoniano de la disolucién ini¢iad) (Apéndice 12.4.).

Tabla LXXI: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢dudi$n inicial representada en la
Figura 93 (E4) (Apéndice 12.4.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,94 0,96 0,95
n (cP) 1,76 1,99 1,87
7 a100 & (cP) 2,10 2,22 2,16
IEErs
2-1V-38--1
PR .
= n=f(y)
= Giald de Waele (4)|
2,5+
7 2,0; %
5 * 5
e 1,5 =
1,0;—
0.5
(o]
(]

Figura 94: Comportamiento pseudoplastico de la muestra alderas el tratamiento térmico (E4)
(Apéndice 12.4.).
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Tabla LXXIIl: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéteatamiento térmico representado
en la Figura 94 (E4) (Apéndice 12.4.).
Réplica 1| Réplica 2| Media
r 1,00 0,99 0,99
k 0,30 0,40 0,35
n 0,48 0,44 0,46
n a 100 g (cP) 28,32 31,51 29,92
EET
P2 V35112
P ©=f(7) _
n="f(y)
—— Ostwald de Waele (%)
= Ostwald de Waele (§)

TenPa

0,7
0.6-
0.5-
0.4

0,3+

nenckP

Figura 95: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecéanico (E4)
(Apéndice 12.4.).

Tabla LXXIIl: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento mecanico
representado en la Figura 95 (E4) (Apéndice 12.4.).
Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,97 0,97 0,97
Kk 0,20 0,17 0,19
n 0,29 0,33 0,32
n a 100 & (cP) 8,58 8,80 8,69

Tabla LXXIV: % de proteina insolubilizada para la disolucionialj % de agregacion en el TT tras
centrifugacion y % de proteina microparticuladekEnM (E4) (Apéndice 12.4.).

%

Disolucion Inicial

12,70

Tratamiento Térmico

10,50

Tratamiento Mecanicq 10,40
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12.5. Ensayo 5

)
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Figura 96: Representacion grafica del % volumen frente ahdiéo de particulaum) medido en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someéitiatamiento térmico y la recogida tras el
tratamiento mecanico para el Ensayo 5 a pH 5,5%eatracion del 11% y fuerza ibnica 90 mM

(Apéndice 12.5.).

Tabla LXXV: Diferentes formas de expresar los tamafios decpktbbtenidos (E5) (Apéndice 12.5.).

D[43]|D[32]| D(v,0,1)| D(v,0,5)| D(v,0,9
(@m) | (um) (um) (um) (um))
Disolucion Inicial 8,61 0,67 0,28 0,75 28,99
Tratamiento Térmico | 228,45| 27,24 28,12 148,27 560,7
Tratamiento Mecanico| 5,68 1,46 0,58 3,24 12,08
Span | Pico maximo| V pico maximo
(um) (In %)
Disolucion Inicial 21,47 0,36 7,98
Tratamiento Térmico| 3,60 443,23 5,14
Tratamiento Mecanico 3,56 3,60 5,66
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Figura 97: Comportamiento newtoniano de la disolucién ini¢ih) (Apéndice 12.5.).

Tabla LXXVI: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢dudién inicial representada en la
Figura 97 (E5) (Apéndice 12.5.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,99 0,99
1 (cP) 5,37 4,99 5,18
n a 100 & (cP) 5,45 5,17 5,31
777777777 1400000
,,,,,,,,, | 1200000
777777777 " 1000000
N .
~ 600000 &
777777777 400000
777777777 ~ 200000
0

Figura 98: Comportamiento pseudoplastico de la muestra aldenas el tratamiento térmico (E5)
(Apéndice 12.5.).
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Tabla LXXVII: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Watteatamiento térmico
representado en la Figura 98 (E5) (Apéndice 12.5.).
Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,24 0,25 0,25
k 130,50 114,50 122,50
n -0,04 -0,04 -0,04
7 al1008& (cP) | 905,30 84450 | 874,90
PRV
P2V
PRI
n="f(y)
— Sliwaid do Waels (1
11
g 107 %
& ] 5
Y o c

ven /s

Figura 99: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecéanico (E5)

Tabla LXXVIII:

(Apéndice 12

5).

Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vaéteatamiento mecéanico
representado en la Figura 99 (E5) (Apéndice 12.5.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,91 0,99 0,95
K 7,28 2,91 5,10
n 0,10 0,26 0,18
7al008 (cP) | 122,10 100,70 | 111,44

Tabla LXXIX: % de proteina insolubilizada para la disolucionialj % de agregacién en el TT tras
centrifugacién y % de proteina microparticuladaefM (E5) (Apéndice 12.5.).

%
6,98
44,80
6,15

Disolucion Inicial
Tratamiento Térmico
Tratamiento Mecanicq
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12.6. Ensayo 6

12
10
3 Disolucidn Inicial, 7%
c
2 6 =TT, 90°C, pH 7, 7%, f.i.
S 90mM
>° 4
< TM, 802C, pH 7, 7%, f.i.
2 \ 90mM
0 ‘ V. - l
0,01 0,1 1 10 100 1000

Diametro (um)

Figura 100: Representacion gréfica del % volumen frente ahdifo de particulgimn) medido en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someéitiatamiento térmico y la recogida tras el
tratamiento mecéanico para el Ensayo 6 a pH 7, cdraz@én del 7% y fuerza iénica 90 mM (Apéndice

12.6.).

Tabla LXXX: Diferentes formas de expresar los tamafios decpxtbbtenidos (E6) (Apéndice 12.6.).

D[4,3] | D[3,2] | D(v,0,1)| D(v,0,5)| D (v, 0,9
(@m) | (um) (um) (um) (um)

Disolucion Inicial 2,56 0,50 0,27 0,49 6,81

Tratamiento Térmico| 199,91 | 88,30 75,57 185,26 349,3

Tratamiento Mecanico 3,11 0,83 0,34 1,33 6,28

Span | Pico méximo| V pico maximo
(um) (In %)

Disolucion Inicial 13,44 0,36 10,78
Tratamiento Térmico| 1,48 206,54 11,01
Tratamiento Mecanico 4,48 1,34 5,68
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Figura 101: Comportamiento newtoniano de la disolucion ini¢iz) (Apéndice 12.6.).

Tabla LXXXI: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢dudi$n inicial representada en la
Figura 101 (E6) (Apéndice 12.6.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,97 0,97 0,97
5 (cP) 3,66 3,04 3,35
7 a 100 & (cP) 3,25 3,13 3,19

1671 -
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g
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= Ostwald de Waele (11)]
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TenPa
nendcP

40

20

Figura 102: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atdenas el tratamiento térmico (E6)
(Apéndice 12.6.).
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Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Waéteatamiento térmico

Tabla LXXXII:
representado en la Figura 102 (E6) (Apéndice 12.6.)
Réplical| Réplica 2| Media
r 0,46 0,90 0,68
k 46,76 36,78 41,77
n -0,01 0,05 0,02
n 2100 s-1 (cP)| 448,00 453,80 | 450,90

SR
N

T, kel
SARLS
dlgjdlg
e e
~= O O
-
3

n="f(y)
= Ostwald de Waele (13)
= Ostwald de Waele (14

2T
T

2,5

TenPa
nencP

ven /s

Figura 103: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddnas el tratamiento mecanico (E6)
(Apéndice 12.6.).

Tabla LXXXIIl: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéteatamiento mecanico
representado en la Figura 103 (E6) (Apéndice 12.6.)

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 1,00 1,00 1,00
k 0,36 0,43 0,40
n 0,44 0,41 0,42
nal00s-1(cP)| 27,95 28,93 28,44

Tabla LXXXIV: % de proteina insolubilizada para la disoluciénialj % de agregacién en el TT tras
centrifugacion y % de proteina microparticuladaekEnM (E6) (Apéndice 12.6.).

%
Disolucién Inicial 0,80

Tratamiento Térmico| 30,47

Tratamiento Mecanicq 46,83
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12.7. Ensayo 7

12
10
Disolucidn Inicial, 3%
8
c
96 =TT, 90°C, pH 5,5, 3%,
3 fi.0mM
=)
>4
< TM, 802C, pH 5,5, 3%,
2 fi.0mM
0 j p— 1
0,01 0,1 1 10 100 1000
Diametro (um)

Figura 104: Representacion gréfica del % volumen frente ahdifo de particulgimn) medido en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someéitiatamiento térmico y la recogida tras el
tratamiento mecanico para el Ensayo 7 a pH 5,5%eatracion del 3% y fuerza i6bnica 0 mM (Apéndice

12.7.).

Tabla LXXXV: Diferentes formas de expresar los tamafios decplrtbbtenidos (E7) (Apéndice 12.7.).

D[43]|D[32]| D(v,0,1)| D(v,0,5)| D(v,0,9)
(@m) | (um) (um) (um) (um)
Disolucion Inicial 10,35 0,65 0,28 0,73 35,69
Tratamiento Térmico | 57,32 20,80 20,61 49,49 105,24
Tratamiento Mecanico| 1,56 0,72 0,30 1,21 3,26
Span | Pico maximo| V pico maximo

(um) (In %)
Disolucion Inicial 48,72 0,31 7,97
Tratamiento Térmico| 1,71 56,23 9,89
Tratamiento Mecanico 2,44 1,68 7,04
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Figura 105: Comportamiento newtoniano de la disolucion ini¢ial) (Apéndice 12.7.).

Tabla LXXXVI: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢dudién inicial representada en la
Figura 105(E7) (Apéndice 12.7.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,95 0,96 0,96
5 (cP) 1,84 2,25 2,04
n a 100 & (cP) 2,08 2,40 2,24
[T EZ_—\QI=3f5(—;Il;I'—2
sy
= ©=1 ()
= n=f(y)
— Soivale de Wwaske @)

TenPa
IN
|
nenckP

ven /s

Figura 106: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddras el tratamiento térmico (E7)
(Apéndice 12.7.).
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Tabla LXXXVII: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento térmico
representado en la Figura 106 (E7) (Apéndice 12.7.)
Réplica 1| Réplica 2| Media
r 1,00 0,99 0,99
k 2,54 2,53 2,54
n 0,23 0,24 0,23
7 a100 & (cP) 72,88 78,51 75,70
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Figura 107: Comportamiento pseudoplastico de la muestra olaerad el tratamiento mecanico (E7)
(Apéndice 12.7.).

Tabla LXXXVIII: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdakteatamiento mecanico
representado en la Figura 107 (E7) (Apéndice 12.7.)
Réplica 1| Réplica2| Media
r 0,96 0,96 0,96
k 0,00 0,00 0,00
n 0,93 0,94 0,93
n a 100 & (cP) 2,44 2,48 2,46
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A 0,25+

= Newton (46

0,20

TenPa
nenckP

0,10+

Figura 108: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenéaad tratamiento mecanico. Los
valores de “n” recogidos en la Tabla LXXXVIII sorusnpréximos a 1, lo que indica que el fluido puede
ajustarse también al modelo newtoniano (E7) (ApEndR.7.).

Tabla LXXXIX: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delniiahto mecanico representado en
la Figura 108 (E7) (Apéndice 12.7.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,96 0,96 0,96
5 (cP) 2,22 2,21 2,21
n a 100 & (cP) 2,44 2,48 2,46

Tabla XC: % de proteina insolubilizada para la disoluciéoialj % de agregacién en el TT tras
centrifugacién y % de proteina microparticuladakefM (E7) (Apéndice 12.7.).

%
Disolucién Inicial 2,32

Tratamiento Térmico| 14,73

Tratamiento Mecanicq 10,85

206



Apéndice

12.8. Ensayo 8

10
9
8 Disolucidn Inicial, 3%
7
g 6
g 5 =TT, 902C, pH 7, 3%, f.i.
9 . 45 mM
(=]
= 3 TM, 802C, pH 7, 3%, .i.
2 45 mM
1 /
0 J.e* 1
0,01 0,1 1 10 100 1000
Diametro (um)

Figura 109: Representacion grafica del % volumen frente al didonde particulayfn) medido en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someéitiatamiento térmico y la recogida tras el
tratamiento mecéanico para el Ensayo 8 a pH 7, cdrazeén del 3% y fuerza idnica 45 mM (Apéndice

12.8.).

Tabla XCI: Diferentes formas de expresar los tamafios decpkrtbbtenidos (E8) (Apéndice 12.8.).

D[43]|D[32]| D(v,0,1)| D(v,0,5)| D (v, 0,9
(@m) | (um) (um) (um) (um)

Disolucion Inicial 7,41 0,59 0,27 0,60 24,38

Tratamiento Térmico | 33,52 11,71 8,38 24,04 52,54

Tratamiento Mecanico| 2,66 0,65 0,30 0,88 5,47

Span | Pico maximo| V pico maximo

(um) (In %)
Disolucion Inicial 40,54 0,31 8,78
Tratamiento Térmico| 2,00 26,07 9,24
Tratamiento Mecanico 5,98 0,46 6,08
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Figura 110: Comportamiento newtoniano de la disolucion ini¢iz8) (Apéndice 12.8.).

Tabla XCII: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢éudi$n inicial representada en la
Figura 110 (E8) (Apéndice 12.8.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,95 0,94 0,94
n (cP) 1,92 2,35 2,13
7 a100 § (cP) 2,10 2,61 2,36
T
P2 VII3a T4
—Eilhewed] \ AR o o A -
o AL e -
1 ‘ 1 ! 15
08+ R N T
F 1 ‘ 1 ‘ %
5 o7 R = £ T T 10 5
L | | | | =
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Figura 111: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atdenas el tratamiento térmico (E8)
(Apéndice 12.8.).
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Tabla XCIIl: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéteatamiento térmico representado

en la Figura 111 (E8) (Apéndice 12.8.).

Réplica 1| Réplica2| Media
r 1,00 1,00 1,00
k 0,08 0,05 0,07
n 0,56 0,66 0,62
7 a 100 & (cP) 11,58 11,01 11,30

TenPa

ven /s

nencP

Figura 112: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddnas el tratamiento mecanico (E8)
(Apéndice 12.8.).

Tabla XCIV: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vaéteatamiento mecanico
representado en la Figura 112 (E8) (Apéndice 12.8.)

Réplica 1| Réplica2| Media
r 0,98 0,98 0,98
k 0,00 0,00 0,00
n 0,85 0,82 0,84
n a 100 & (cP) 3,82 3,60 3,71
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Figura 113: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenéaad tratamiento mecanico. Los
valores de “n” recogidos en la Tabla XCIV son mugximos a 1, lo que indica que el fluido puede
ajustarse también al modelo newtoniano (E8) (ApEndPR.8.).

Tabla XCV: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delmiiahto mecéanico representado en la
Figura 113 (E8) (Apéndice 12.8.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,97 0,97
5 (cP) 3,79 3,53 3,66
n a 100 & (cP) 3,82 3,60 3,71

Tabla XCVI: % de proteina insolubilizada para la disoluciooialj % de agregacién en el TT tras

centrifugacién y % de proteina microparticuladakefM (E8) (Apéndice 12.8.).

%

Disolucion Inicial

2,32

Tratamiento Térmico

11,72

Tratamiento Mecénicq 14,73
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12.9. Ensayo 9
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9
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g 6
3 5 =TT, 902C, pH 4, 7%, f.i.
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N
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2 90 mM
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Diametro (um)

Figura 114: Representacion gréfica del % volumen frente ahdifo de particulgin) medido en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someéitiatamiento térmico y la recogida tras el
tratamiento mecéanico para el Ensayo 9 a pH 4, cdrazeén del 7% y fuerza iénica 90 mM (Apéndice

12.9.).

Tabla XCVII: Diferentes formas de expresar los tamafios decpktbbtenidos (E9) (Apéndice 12.9.).

D[4,3]| D[3,2] | D(v,0,1)| D (v,0,5)| D (v, 0,9
(@m) | (um) (um) (um) (um)
Disolucion Inicial 6,42 0,59 0,28 0,58 21,01
Tratamiento Térmico | 12,57 6,74 2,92 11,27 24,43
Tratamiento Mecanico| 30,19 1,88 0,84 3,43 22,51
Span | Pico maximo| V pico maximo
(um) (In %)
Disolucion Inicial 35,80 0,36 9,14
Tratamiento Térmico| 1,91 14,22 8,79
Tratamiento Mecanico 1,46 3,60 9,25
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p2-1X-35-Di-2
=1y
— n=f(y)
p2-|x-3?-(|:_>;-1
— =
==t 0,357
= Newton (1 1
= Newton (2
0,301
0,25+
& 0,201 %
o ] 5
® 0,15+ e
0,101
0,05+
(6]
(6]

Figura 115: Comportamiento newtoniano de la disolucion ini¢iz®) (Apéndice 12.9.).

Tabla XCVIIl: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢éudién inicial representada en la
Figura 115 (E9) (Apéndice 12.9.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,98 0,98
1 (cP) 2,80 3,32 3,06
7 a100 & (cP) 2,98 3,44 3,21
P2-IX-35-TT-2
— =t
= n=f()
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- :]==ff((};,)) T I B [ T I B [ T T T T r 650
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Figura 116: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atadras el tratamiento térmico (E9)
(Apéndice 12.9.).
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Tabla XCIX: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéteatamiento térmico representado
en la Figura 116 (E9) (Apéndice 12.9.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 1,00 0,99
k 9,99 8,78 9,39
n 0,18 0,23 0,20
nal008 (cP) | 231,80 253,10 | 242,45
BRI’
o X 5a 412
L e e e e - 150
T waddewace (i o S
6,5{ ————————————————————————————————————————
CAT S T - 100
6,3
S B ;
3 614+ s A ] =
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ot~
5,8; 77777777777777777 77777 r 77777
5,71 e 0
20 80 90 100

Figura 117: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddnas el tratamiento mecanico (E9)

(Apéndice 12.9.).

Tabla C: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vaéteatamiento mecanico representado en

la Figura 117 (E9) (Apéndice 12.9.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,97 0,98 0,97
K 4,44 4,12 4,28
n 0,09 0,10 0,09
n a 100 & (cP) 67,16 67,05 67,11

Tabla CI: % de proteina insolubilizada para la disoluciénialj % de agregacion en el TT tras
centrifugacion y % de proteina microparticuladaekEnM (E9) (Apéndice 12.9.).

%

Disolucion Inicial

2,34

Tratamiento Térmico

42,10

Tratamiento Mecanicq

56,25

213



Apéndice

12.10._Ensayo 10
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Figura 118: Representacion gréfica del % volumen frente ahdifo de particulgimn) medido en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someéitiatamiento térmico y la recogida tras el
tratamiento mecanico para el Ensayo 10 a pH 4,atdrexcion del 7% y fuerza iénica 90 mM (Apéndice

12.10.).

Tabla CII: Diferentes formas de expresar los tamafios decptbbtenidos (E10) (Apéndice 12.10.).

D[4,3] | D[3,2] D(v,01) | D(v,05) | D(v,0,9
(um) (um) (um) (um) (um)

Disolucion Inicial 9,03 0,63 0,28 0,66 31,51

Tratamiento Térmico| 36,88 18,73 14,87 32,55 61,31

Tratamiento Mecanica 2,67 0,87 0,34 1,60 5,07

Span | Pico maximo| V pico maximo
(um) (In %)

Disolucion Inicial 47,35 0,31 8,41
Tratamiento Térmico| 1,43 35,56 11,49
Tratamiento Mecanica 2,97 2,12 6,40
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Figura 119: Comportamiento newtoniano de la disolucion ini¢il0) (Apéndice 12.10.).

Tabla CIIl: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de &dudisn inicial representada en la Figura
119 (E10) (Apéndice 12.10.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,95 0,95 0,95
1 (cP) 2,03 2,01 2,02
n a 100 & (cP) 2,24 2,21 2,22
i
= ;iff((i;")) o0
= Sotwaid e Wacle (8)]
=] - 80
3,0
6‘2 2,5; r 60 %
5 ' 5
[ 2,0i L 40 <
1,54
1 - 20
1,0
0,5 0
100
ven1/s

Figura 120: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento térmico (E10)
(Apéndice 12.10.).
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Tabla CIV: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vaéteatamiento térmico representado

en la Figura 120 (E10) (Apéndice 12.10.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,97 0,97
k 1,11 0,95 1,03
n 0,25 0,26 0,26
n a 100 & (cP) 35,95 33,61 | 34,78
PR
ety
=10 T B | T EEEERIEEE R e mm e 50
— GSwawdewase | Tt || fe. o . fras
0,30 : : 40
0,25 N AR m T L35
e o] WOTHIV Y R N VNS o
g ' | | 25 B
e 0,15i - A L 20
i B e
4 | | | 1,0
005 SRR SRR o
4 | | | 0.5
0 | | | 0
[0} 60 80 100

ven1/s

Figura 121: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecéanico (E10)
(Apéndice 12.10.).

Tabla CV: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de \Waéteatamiento mecanico representado
en la Figura 121 (E10) (Apéndice 12.10.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,98 0,98
k 0,01 0,01 0,01
n 0,87 0,87 0,87
n a 100 & (cP) 3,20 3,34 3,27
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TenPa

ven1/s

nencP

Figura 122: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenéaad tratamiento mecanico. Los
valores de “n” recogidos en la Tabla CV son muypnds a 1, lo que indica que el fluido puede

ajustarse también al modelo newtoniano (E10) (Aménti2.10.).

Tabla CVI: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delniahto mecanico representado en la

Figura 122 (E10) (Apéndice 12.10.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,97 0,97 0,97
5 (cP) 3,05 3,21 3,13
n a 100 & (cP) 3,20 3,34 3,27

Tabla CVII: % de proteina insolubilizada para la disoluciégialj % de agregacion en el TT tras
centrifugacién y % de proteina microparticuladakehM (E10) (Apéndice 12.10.).

%

Disolucion Inicial

3,84

Tratamiento Térmico| 11,72

Tratamiento Mecénicq 12,70
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12.11. Ensayo 11

10

9

8 Disolucién Inicial, 11% p/p

7
S
£ ° e TT, 902 9
2 5 ’ =C, pH 4/ 11%’ p/p;
5 .
S 4 f.i. 45mM
xX

3 TM, 802C, pH 4, 11% p/p,

2 f.i. 45mM

1 \

O i

0,01 0,1 1 10 100 1000
Diametro (um)

Figura 123: Representacion gréafica del % volumen frente ahdifo de particulaumn) medidos en el
Mastersizempara la muestra de disolucién inicial, la some&ibimatamiento térmico y la recogida tras el
tratamiento mecanico para el Ensayo 11 a pH 4,estracion del 11% y fuerza idénica 45 mM (Apéndice

12.11.).

Tabla CVIII: Diferentes formas de expresar los tamafios decplrtbbtenidos (E11) (Apéndice 12.11.).

D[4,3]| D[3,2] | D(v,0,1)| D (v,0,5)| D (v, 0,9)
(gm) | (um) (um) (um) (um)
Disolucién Inicial 6,64 0,61 0,28 0,62 21,92
Tratamiento Térmico| 35,35 5,82 2,59 10,58 79,27
Tratamiento Mecanica 4,13 1,64 0,85 2,83 7,34
Span | Pico maximo| V pico maximo
(um) (In%)
Disolucién Inicial 34,75 0,31 8,63
Tratamiento Térmico| 7,15 10,48 6,09
Tratamiento Mecanico 2,29 2,65 8,33
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Figura 124: Comportamiento newtoniano de la disolucion ini¢igl1) (Apéndice 12.11.).

Tabla CIX: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de d¢dudisn inicial representada en la Figura
124 (E11) (Apéndice 12.11.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,99 0,99
5 (CP) 5,24 5,24 5,24
n a 100 & (cP) 5,31 5,45 5,38
R
o351
) I [ 1500
= Sliwaid de Waele (8]
80
=~ 1000
g ‘ %
5 : 5
" 40+ | | | | : | i o
1 1 1 1 1 1 1 500
S e e e e
S — 0
20 30 40 50 60 70 80 90 100
ven1/s

Figura 125: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento térmico (E11)
(Apéndice 12.11.).
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Tabla CX: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento térmico representado en
la Figura 125 (E11) (Apéndice 12.11.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,40 0,43 0,41
k 71,28 59,30 | 65,29
n -0,01 0,03 0,01
nal008& (cP) | 679,60 674,60 | 677,10
L2Er
= n=f(y)
!
n="f(7)
— Sivale e wask {18

3ZT
30

28

TenPa
nencP

26
24

22+

20 1 ; : T i T i
20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura 126: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecéanico (E11)
(Apéndice 12.11.).

Tabla CXI: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de \Waéteatamiento mecanico representado

en la Figura 126 (E11) (Apéndice 12.11.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,96 0,98
k 65,11 55,79 60,45
n -0,23 -0,20 -0,21
nal008& (cP) | 228,40 216,40 | 222,40

Tabla CXII: % de proteina insolubilizada para la disoluciégialj % de agregacion en el TT tras
centrifugacion y % de proteina microparticuladaekEnM (E11) (Apéndice 12.11.).

%

Disolucion Inicial

6,20

Tratamiento Térmico

78,20

Tratamiento Mecanicq 80,92
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12.12. Ensayo 12

9
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Figura 127: Representacion gréfica del % volumen frente ahdifo de particulgin) medidos en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial del Ensagadn concentracién del 11%. EI TM no se
representa por los problemas comentados en lagmresultados experimentales y el TT fue medido al

microscopio (Apéndice 12.12.).

Tabla CXIII: Diferentes formas de expresar los tamafios decpkrtbbtenidos (E12) (Apéndice 12.12.).

D[43]|D[32]| D(v,0,1| D(v,0,5| D (v,0,9)
(@m) | (um) (um)) (um)) (um)
Disolucion Inicial 8,43 0,65 0,28 0,73 28,18
Tratamiento Mecanico| 5,71 1,63 0,66 3,96 12,56
Span Pico maximo | V pico maximo
(um) (In%)
Disolucién Inicial 38,26 0,31 7,96
Tratamiento Mecanico 3,01 4,88 6,25
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TenPa

nenckP

Figura 128: Comportamiento newtoniano de la disolucién ini¢i&l2) (Apéndice 12.12.).

Tabla CXIV: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ddudién inicial representada en la

Figura 128 (E12) (Apéndice 12.12.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,99 0,99
5 (cP) 4,92 5,21 5,07
n a 100 & (cP) 5,10 5,22 5,16

p2-XI1-35-TT-2
—— t=f(})
= n=f()
p2-XI1-35-TT-3
=) _
—= n=f(y) 1
= Ostwald de Waele (3)
= Ostwald de Waele (3)
60
55
& 50+
8 45
° 40|
35+
30
25+
20

- 3000
i 2500
i 2000
i 1500
;— 1000

r 500

20

nenckP

Figura 129: Comportamiento pseudoplastico de la muestra olaerad el tratamiento térmico (E12)
(Apéndice 12.12.).
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Tabla CXV: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéteatamiento térmico representado

en la Figura 129 (E12) (Apéndice 12.12.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,96 0,98 0,97
k 576,20 361,40 | 468,80
n -0,72 -0,52 -0,62
7 a100 & (cP) 219,30 333,40 | 276,3b

p2-XI1-35-H-2
— T=1f(y)
= n=1(7)
p2-XI1-35-H-1
T=1(}) _
m=f(7)
= Ostwald de Waele (3)
= Ostwald de Waele (4)
2,04
& 1,5+
e

1,0

0,5

nencP

Figura 130: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecéanico (E12)
(Apéndice 12.12.).

Tabla CXVI: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de VWaéteatamiento mecanico
representado en la Figura 130 (E12) (Apéndice 1R.12

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 1,00 1,00 1,00
k 0,05 0,03 0,04
n 0,82 0,87 0,84
n a 100 & (cP) 21,00 18,82 19,91
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p2-XI1-35-H-2
— T=1f(y)
= n=f()
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I | | |
200 AN\ R L Tl el Rl 20
| | J
i l ! l : [ 20
T A Fo-————== == - = e
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Figura 131: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenéaad tratamiento mecanico. Los
valores de “n” recogidos en la Tabla CXVI son mugximos a 1, lo que indica que el fluido puede
ajustarse también al modelo newtoniano (E12) (Aménti2.12.).

Tabla CXVII: Parametros de ajuste al modelo newtoniano dehtiatdo mecéanico representado en la
Figura 131 (E12) (Apéndice 12.12.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,99 0,99
n (cP) 22,23 19,56 20,90
7 2100 & (cP) 21,00 18,82 19,91

Tabla CXVIII: % de proteina insolubilizada para la disolucidnialj % de agregacion en el TT tras
centrifugacién y % de proteina microparticuladakehM (E12) (Apéndice 12.12.).

%

Disolucion Inicial

6,20

Tratamiento Térmico

78,20

Tratamiento Mecénicq

80,92
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12.13._Ensayo 13

12
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£ 8 Disolucién Inicial, 7% p/p
£
3 6
S =TT, T 902C, pH 4, 7% p/p, f.i.
X 4 0mM
TM, 809C, pH 4, 7% p/p, f.i.
2 0mM
N |
0 = g
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Figura 132: Representacion gréfica del % volumen frente ahdifo de particulgin) medidos en el

mastersizer para la muestra de disolucion iniiadpmetida al tratamiento térmico y la recogida tl

tratamiento mecéanico para el Ensayo 13 a pH 4,atrecion del 7% y fuerza iébnica 0 mM (Apéndice
12.13)).

Tabla CXIX: Diferentes formas de expresar los tamafios decpkrtbbtenidos (E13) (Apéndice 12.13.).

D[4,3] | D[3,2] | D(v,0,1)| D (v,0,5)| D (v, 0,9)
(@m) | (um) (um) (um) (um)
Disolucion Inical 1,48 0,47 0,26 0,47 4,41
Tratamiento térmico 5,82 3,25 1,72 3,81 10,44
Tratamiento mecanico 4,51 1,50 0,65 2,83 7,08
Span | Pico maximo | V pico maximo
(um) (um)
Disolucion Inical 8,94 0,34 11,29
Tratamiento térmico| 2,29 3,09 9,03
Tratamiento mecanico 2,28 3,35 8,70
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Figura 133: Comportamiento newtoniano de la disolucion ini¢il3) (Apéndice 12.13.).

Tabla CXX: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢dudi$n inicial representada en la

Figura 133 (E13) (Apéndice 12.13.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,98 0,98
5 (cP) 3,37 3,69 3,53
n a 100 & (cP) 3,46 3,68 3,57

p2-XIII-35-TT-2
——t=1f(y)
—=n=1f(7)
p2—XIII—Cf5?:;T—1
T ET(y - _
= m=f(y) 250
= Ostwald de Waele (141
= Ostwald de Waele (1]
1 - 200
13,57
& 1 3,0i - 150 %
g 1257 §_
o ]
12,0 - 100
11,55
1. - 50
11,01
10,5 0
40 100
ven1/s

Figura 134: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento térmico (E13)
(Apéndice 12.13.).
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Tabla CXXI: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdakteatamiento térmico representado

en la Figura 134 (E13) (Apéndice 12.13.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,97 0,99 0,98
k 4,68 3,09 3,88
n 0,23 0,33 0,28
nal008& (cP) | 135,70 143,50 | 139,60

T
N
X

n
= Ostwald de Waele (1
= Ostwald de Waele (1

b

TenPa

5,5

5,0

4,0

ven1/s

nendP

Figura 135: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecéanico (E13)
(Apéndice 12.13.).

Tabla CXXII: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Waéteatamiento mecanico
representado en la Figura 135 (E13) (Apéndice 12.13

Tabla CXXIIl: % de proteina insolubilizada para la disolucidnialj % de agregacion en el TT tras
centrifugacion y % de proteina microparticuladakEnM (E13) (Apéndice 12.13.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,86 0,99 0,93
k 4,53 2,12 3,32
n 0,05 0,19 0,12
n a 100 & (cP) 58,38 50,73 54,56

%

Disolucion Inicial

4,72

Tratamiento Térmico

35,66

Tratamiento Mecanicq 44,62
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12.14. Ensayo 14

25
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c === Djsolucidn Inicial, 7% p/p
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s TM, 902C, pH 7, 7% p/p,
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4 snnim
O J
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Figura 136: Representacion gréfica del % volumen frente ahdifo de particulgin) medidos en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someéitiatamiento térmico y la recogida tras el
tratamiento mecéanico para el Ensayo 14 a pH 7,atrecion del 7% p/p y fuerza iénica 0 mM

(Apéndice 12.14.).

Tabla CXXIV: Diferentes formas de expresar los tamafios decplrtbbtenidos (E14) (Apéndice

12.14.).
D[43]|D[32]| D(v,0,1)| D(v,0,5)| D(v,0,9
(@m) | (um) (um) (um) (um)
Disolucion Inicial 11,34 0,67 0,28 0,81 37,65
Tratamiento Térmico| 526,55| 17,52 331,58 544,47 729,8
Tratamiento Mecanico 8,50 3,45 2,30 7,38 16,20
Span | Pico maximo| V pico maximo
(um) (In%)
Disolucion Inicial 46,18 0,31 7,75
Tratamiento Térmico| 73,15 0,36 0,24
Tratamiento Mecanico 1,88 9,00 8,95
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A 0307y & o oo P oo e 5,0
= Newton (20 1 Y ! ! ! ! Y
= Newton (21 | | | | -4,5
I | I | 3
025 | p e S R A
| I I I I { 4,0
I I I I
1 | | r 3,5
0,207~~~ | 1 N N I S aV2 2 '30
, I I | -3,
g ! | | ! ! %
g o5y L f| ‘ AL - NG - AR At 2,5 %
: 1 ‘ | | | 2,0 F
R - = < ]
0,10 | | I I 1,5
] I | I I
0,05 ~ =7 L R ——— ] Q.0
’ I I I L
I I I I [ 0.5
| | | |
0 T T T T 0
0 20 40 60 80 100
ven1/s

Figura 137: Comportamiento newtoniano de la disolucion ini¢igl4) (Apéndice 12.14.).

Tabla CXXV: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ddudién inicial representada en la
Figura 137 (E14) (Apéndice 12.14.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,97 0,96 0,97
5 (CP) 2,34 2,54 2,44
n a 100 & (cP) 2,60 2,80 2,70
p2-XIV-35-TT-3
— =_f (1)
p2XIN-38 T2
- ;iff((};")) ] r 3000
— Ostwald de Waele (13) L
= Ostwald de Waele (2
55 - 2500
501\ 2 - 2000
g | %
5 451 - 1500 &
e T =
40—+ ~ 1000
35 T - 500
30 T T T T T T T T 0
20 30 40 50 60 70 80 90 100
ven1/s

Figura 138: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento térmico (E14)
(Apéndice 12.14.).
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Tabla CXXVI: Pardmetros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéteatamiento térmico
representado en la Figura 138 (E14) (Apéndice 12.14

Réplica 1 |Réplica 2 |Media
r 0,68 0,61 0,64
k 28,29 38,49 | 33,39
n 0,10 0,08 0,09
nal008& (cP) | 432,50 541,20 | 486,85

= Ostwald de Waele (%) 1
)

= Ostwald de Waele (§

0,30

0,25

TenPa

0,15
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0,05+
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(o] 20
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nenckP

Figura 139: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecéanico (E14)
(Apéndice 12.14.).

Tabla CXXVII: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento mecanico
representado en la Figura 139 (E14) (Apéndice 1p.14

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,98 0,98
k 0,01 0,01 0,01
n 0,88 0,90 0,89
n a 100 & (cP) 3,11 3,50 3,31
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p2-XIV-35-H-2
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Figura 140: Comportamiento newtoniano de la muestra obtemnéad tratamiento mecanico. Los
valores de “n” recogidos en la Tabla CXXVII son nprgximos a 1, lo que indica que el fluido puede
ajustarse también al modelo newtoniano (E14) (Aménti2.14.).

Tabla CXXVIIl; Parametros de ajuste al modelo newtoniano delntiahto mecéanico representado en
la Figura 140 (E14) (Apéndice 12.14.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,98 0,98
5 (cP) 2,97 3,40 3,18
n a 100 & (cP) 3,11 3,50 3,31

Tabla CXXIX: % de proteina insolubilizada para la disoluciénialj % de agregacién en el TT tras
centrifugacién y % de proteina microparticuladakehM (E14) (Apéndice 12.14.).

%

Disolucion Inicial

1,55

Tratamiento Térmico| 46,03

Tratamiento Mecénicq 54,81
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12.15._ Ensayo 15
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Figura 141: Representacion gréfica del % volumen frente ahdifo de particulgin) medidos en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someéitiatamiento térmico y la recogida tras el
tratamiento mecéanico para el Ensayo 15 a pH 5rgerdracion del 11% p/p y fuerza iénica 0 mM

(Apéndice 12.15.).

Tabla CXXX: Diferentes formas de expresar los tamafios decpkrtbbtenidos (E15) (Apéndice

12.15.).
D[43]|D[32]| D(v,0,1)| D(v,0,5)| D(v,0,9)
(@m) | (um) (um) (um) (um)
Disolucién Inicial 6,75 0,62 0,27 0,66 22,50
Tratamiento Térmico | 135,87 | 14,54 18,92 88,87 324,4
Tratamiento Mecanico| 4,70 1,78 0,90 3,53 9,13
Span | Pico méximo | V pico maximo
(um) (In%)
Disolucion Inicial 34,13 0,31 8,36
Tratamiento Térmico| 3,44 88,91 5,19
Tratamiento Mecanico 2,34 4,19 7,82
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= Newton (2

TenPa
nendcP

Figura 142: Comportamiento newtoniano de la disolucion ini¢il5) (Apéndice 12.15.).

Tabla CXXXI: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ddudién inicial representada en la
Figura 142 (E15) (Apéndice 12.15.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,99 0,99
5 (cP) 4,80 5,07 4,94
n a 100 & (cP) 4,91 5,17 5,04
IESERR
e
. i - 3000
— Sotwala e Wwacke 28 f
= r 2500
150 s - —
~ 2000
£ ’ %
5 100+ [ 1500 &
v L <
~ 1000
50+ r
r 500
0 0
20 100

ven1/s

Figura 143: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento térmico (E15)
(Apéndice 12.15.).

233



Apéndice

Tabla CXXXIIl: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdakteatamiento térmico
representado en la Figura 143 (E15) (Apéndice 1R.15

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,92 0,96
k 190,80 164,10 177,45
n -0,08 -0,04 -0,06
721008 (cP) | 1315,00 | 137500 1345,00
T
P2 XV-a5 H1
:]==ff((\;,)) P77~ r————=—==-- [t [ [ r 35
= Eaawie @] | | | | —
2o AL o . -~ o0
1 W - = —~ 25
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Figura 144: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento mecéanico (E15)
(Apéndice 12.15.).

Tabla CXXXIIl: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéteatamiento mecanico

representado en la Figura 144 (E15) (Apéndice 1R.15

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 1,00 1,00 1,00
k 0,03 0,02 0,02
n 0,97 1,03 1,00
n a 100 & (cP) 27,15 21,56 24,36
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Figura 145: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenéaad tratamiento mecanico. Los

valores de “n” recogidos en la Tabla CXXXIIl sonyrproximos a 1, lo que indica que el fluido puede
ajustarse también al modelo newtoniano (E15) (Aménti2.15.).

Tabla CXXXIV: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delniiehto mecanico representado en
la Figura 145 (E15) (Apéndice 12.15.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 1,00 1,00 1,00
n (cP) 27,02 21,14 24,08
7 2100 & (cP) 27,15 21,56 24,36

Tabla CXXXV: % de proteina insolubilizada para la disolucidoialj % de agregacién en el TT tras
centrifugacién y % de proteina microparticuladakehM (E15) (Apéndice 12.15.).

%
Disolucién Inicial 0,80

Tratamiento Térmico| 25,38

Tratamiento Mecanicqg 10,94
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12.16._Ensayo 16

12
10
8 Disolucidn Inicial
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2 e—TM, 150 bar, 3 pases
0
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Figura 146: Representacion gréfica del % volumen frente ahdifo de particulgin) medidos en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someésitiatamiento térmico y las recogidas tras el
tratamiento mecéanico para el Ensayo 16 a 150 haPy 3 pases (Apéndice 12.16.).

Tabla CXXXVI: Diferentes formas de expresar los tamafios decpkrtbbtenidos (E16) (Apéndice

12.16.).
D[4,3] | D[3,2] | D(v,0,1)| D (v,0,5)| D (v, 0,9)
(@m) | (um) (um) (um) (um)
Disolucion Inicial 3,03 0,52 0,27 0,51 8,97
Tratamiento Térmico| 29,71 5,65 3,87 15,89 71,64
TM 1 pase 4,56 1,62 0,76 3,19 9,28
TM 2 pases 3,21 1,24 0,47 2,41 5,96
TM 3 pases 2,87 1,17 0,45 2,19 5,25
Span| Pico maximo | V pico maximo
(um) (In%)
Disolucion Inicial | 17,04 0,36 10,115
Tratamiento Térmico 4,26 14,22 5,93
TM 1 pase 5,36 3,09 7,465
TM 2 pases 2,28 2,65 8,145
TM 3 pases 2,20 2,65 8,315
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Figura 147: Comportamiento newtoniano de la disolucién ini¢i&l6) (Apéndice 12.16.).

Tabla CXXXVII: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ddudién inicial representada en la
Figura 147 (E16) (Apéndice 12.16.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,98 0,98
1 (cP) 3,54 3,79 3,67
n a 100 & (cP) 4,09 4,53 4,31
I E3_—I—T32—f1;r}_’-—)3
ot 3s i
=3B . - 1500
= Siwaid de Wasle BT\
40
38 - 1000
g ] %
5 36] 5
® T =2
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Figura 148: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento térmico (E16)
(Apéndice 12.16.).
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Tabla CXXXVIIIl: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéteatamiento térmico
representado en la Figura 148 (E16) (Apéndice 12.16
Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,99 0,99
k 16,28 12,52 14,40
n 0,21 0,26 0,24
nal008(cP) | 437,50 419,40 | 428,45
ES_—I?E—fI—&—)Z
o351
PRI _
n="f(y)
= Ostwald de Waele (

= Ostwald de Waele (4

)
)]

1,5

nenckP

1,0

TenPa

0,5

Figura 149: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddnas el tratamiento mecanico a 150
bary 1 pase (E16) (Apéndice 12.16.).

Tabla CXXXIX: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdetteatamiento mecanico a 150
bar y 1 pase representado en la Figura 149 (El@r(éice 12.16.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,99 0,99
k 0,07 0,05 0,06
n 0,67 0,72 0,70
nal008&(cP) | 16,29 15,37 15,83
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Figura 150: Comportamiento newtoniano de la muestra obtemné&ad tratamiento mecanico a 150 bar y
1 pase. Los valores de “n” recogidos en la TablXXMX son muy préximos a 1, lo que indica que el

fluido puede ajustarse también al modelo newton{&i®) (Apéndice 12.16.).

Tabla CXL: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delnianto mecénico a 150 bar y 1 pase
representado en la Figura 150 (E16) (Apéndice 12.16

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,94 0,96 0,95
5 (cP) 17,59 16,33 | 16,96
7 a100 & (cP) 16,29 15,37 | 15,83
53_"}32}":%,{')1
P31 35 0%
:;sz((};,)) Moy r———-——--- [ [ (el r 20
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Figura 151: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atdenas el tratamiento mecéanico a 150
bary 2 pases (E16) (Apéndice 12.16.).
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Tabla CXLI: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento mecénico a 150 bar y
2 pases representado en la Figura 151 (E16) (Aperid.16.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,97 0,98
k 0,03 0,08 0,06
n 0,74 0,52 0,63
# a100 & (cP) 9,39 9,82 9,60
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Figura 152: Comportamiento newtoniano de la muestra obtemné&ad tratamiento mecanico a 150 bar y
2 pases. Los valores de “n” recogidos en la TablalGon muy proximos a 1, lo que indica que eldlui
puede ajustarse también al modelo newtoniano (E@ndice 12.16.).

Tabla CXLII: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delntianhto mecanico a 150 bar y 2 pases
representado en la Figura 152 (E16) (Apéndice 1R2.16

Réplica 1 |Réplica 2 |Media
r 0,97 0,82 0,89
5 (cP) 9,77 10,64 | 10,21
n a 100 & (cP) 9,39 9,82 9,60
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Figura 153: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddnas el tratamiento mecanico a 150 y
3 pases (E16) (Apéndice 12.16.).

Tabla CXLIII: Pardametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento mecéanico a 150 bar
y 3 pases representado en la Figura 153 (E16) (hperi2.16.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 1,00 0,99
k 0,02 0,02 0,02
n 0,77 0,77 0,77
n a 100 & (cP) 8,19 8,79 8,49
E:E_—I?E—fl—g:—)z
v
b T=1 ()
= n=f(7)
= Rowen i
£ %
& &
v <

Figura 154: Comportamiento newtoniano de la muestra obtemadadl tratamiento mecéanico a 150 bar y
3 pases. Los valores de “n” recogidos en la TakaIICson muy préximos a 1, lo que indica que el
fluido puede ajustarse también al modelo newton{&i®) (Apéndice 12.16.).
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Tabla CXLIV: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delniahto mecéanico a 150 bar y 3 pases
representado en la Figura 154 (E16) (Apéndice 12.16

Réplica 1 |Réplica 2 |Media
r 0,98 0,98 0,98
5 (cP) 8,39 9,05 8,72
n a 100 & (cP) 8,19 8,79 8,49

Tabla CXLV: % de proteina insolubilizada para la disoluciooialj % de agregacién en el TT tras
centrifugacién y % de proteina microparticuladakehM (E16) (Apéndice 12.16.).

%
Disolucién Inicial 4,61
Tratamiento Térmico| 42,54
TM 1 pase 31,82
TM 2 pases 31,00
TM 3 pases 27,13
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12.17. Ensayo 17

12
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Figura 155: Representacion gréfica del % volumen frente ahdifo de particulgin) medidos en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someésitiatamiento térmico y las recogidas tras el
tratamiento mecéanico para el Ensayo 17 a 300 haRy 3 pases (Apéndice 12.17.).

Tabla CXLVI: Diferentes formas de expresar los tamafios decpktbbtenidos (E17) (Apéndice

12.17.).
D[4,3] | D[3,2] | D(v,0,1)| D (v,0,5)| D (v, 0,9)
(@m) | (um) (um) (um) (um)
Disolucion Inicial 2,30 0,51 0,27 0,50 7,05
Tratamiento Térmico| 32,79 4,36 2,67 14,46 88,65
TM 1 pase 3,11 1,18 0,46 2,22 6,00
TM 2 pases 2,20 0,95 0,39 1,63 4,11
TM 3 pases 1,95 0,89 0,38 1,44 3,57
Span | Pico méximo| V pico maximo
(um) (In%)
Disolucion Inicial | 13,66 0,36 10,54
Tratamiento Térmico 5,95 9,00 4,04
TM 1 pase 2,51 2,65 7,61
TM 2 pases 2,28 1,95 8,02
TM 3 pases 2,22 1,68 8,10
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Figura 156: Comportamiento newtoniano de la disolucion ini¢il7) (Apéndice 12.17.).

Tabla CXLVII: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢dudisn inicial representada en la
Figura 156 (E17) (Apéndice 12.17.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,97 0,98
5 (cP) 3,84 3,73 3,78
n a 100 & (cP) 3,91 3,68 3,79

p3-11-35-T1-2
—— t=1(})
= n=1(y)
p3-11-35-TT-1
- :1==ff((};")) ] r 1000
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30
- 800
25+
| - 600
& 20+
5L
© 5 - 400
10
1 - 200
5-1
(o] 0
(] 100

nencP

Figura 157: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento térmico (E17)

(Apéndice 12.17.).
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Tabla CXLVIIl: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdeéteatamiento térmico
representado en la Figura 157 (E17) (Apéndice 12.17
Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,97 0,97
k 11,37 10,93 11,15
n 0,20 0,22 0,21
7 a100 & (cP) | 304,40 325,50 | 314,95
=y
= Gltwald de Wacie ()|

0,9
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nend?

0,7
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Figura 158: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddnas el tratamiento mecanico a 300
bary 1 pase (E17) (Apéndice 12.17.).

Tabla CXLIX: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéteatamiento mecéanico a 300 bar
y 1 pase representado en la Figura 158 (E17) (Apéni®.17.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,99 0,99
k 0,07 0,06 0,07
n 0,58 0,61 0,59
nal008&(cP) | 10,41 10,91 10,66
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Figura 159: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddnas el tratamiento mecanico a 300
bary 2 pases (E17) (Apéndice 12.17.).

Tabla CL: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdaéteatamiento mecanico a 300 bary 2
pases representado en la Figura 159 (E17) (Apéddida .).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,97 0,98
k 0,05 0,05 0,05
n 0,58 0,57 0,58
7 a 100 § (cP) 8,26 7,35 7,81
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Figura 160: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddnas el tratamiento mecanico a 300

bary 3 pases (E17) (Apéndice 12.17.).
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Tabla CLI: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Waélteatamiento mecanico a 300 bary 3
pases representado en la Figura 160 (E17) (Apéddida .).

Réplica 1| Réplica2| Media
r 0,97 0,96 0,97
k 0,07 0,06 0,07
n 0,52 0,57 0,55
n a 100 & (cP) 8,56 8,71 8,64

Tabla CLII: % de proteina insolubilizada para la disoluciéialj % de agregacion en el TT tras
centrifugacion y % de proteina microparticuladakEnM (E17) (Apéndice 12.17.).

%
Disolucién Inicial 0,79
Tratamiento Térmico| 40,76
TM 1 pase 28,46
TM 2 pases 24,00
TM 3 pases 26,15
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12.18._ Ensayo 18
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Figura 161: Representacion grafica del % volumen frente ahdifio de particulaun) medidos en el
Mastersizempara la muestra de disolucion inicial, la someésitiatamiento térmico y las recogidas tras el
tratamiento mecéanico para el Ensayo 18 a 450 haPy 3 pases (Apéndice 12.18.).

Tabla CLIII: Diferentes formas de expresar los tamafios decpitbbtenidos (E18) (Apéndice 12.18.).

D[4,3]| D[3,2] | D(v,0,1)| D (v, 0,5)( D (v, 0,9)
(em) | (um) () (um) (um)
Disolucién Inicial 3,34 0,54 0,27 0,53 10,46
Tratamiento Térmico 38,78 7,01 5,36 22,31 93,84
TM 1 pase 2,90 1,06 0,40 2,05 5,82
TM 2 pases 2,05 0,89 0,36 1,52 3,99
TM 3 pases 1,84 0,84 0,35 1,42 3,62
Span | Pico maximo| V pico maximo
(um) (In%)
Disolucion Inicial | 19,42 0,36 9,84
Tratamiento Térmico 3,97 19,31 573
TM 1 pase 2,64 2,47 7,27
TM 2 pases 2,39 1,95 7,59
TM 3 pases 2,30 1,68 7,67
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Figura 162: Comportamiento newtoniano de la disolucion ini¢il8) (Apéndice 12.18.).

Tabla CLIV: Parametros de ajuste al modelo newtoniano de ¢dudi$n inicial representada en la
Figura 162 (E18) (Apéndice 12.18.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,98 0,98 0,98
5 (cP) 3,97 3,77 3,87
n a 100 & (cP) 3,58 3,73 3,66
IB=R
?V?3=5f1('¥'22
) i
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Figura 163: Comportamiento pseudoplastico de la muestra ataenas el tratamiento térmico (E18)
(Apéndice 12.18.).
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Tabla CLV: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento térmico representado

en la Figura 163 (E18) (Apéndice 12.18.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,96 0,96 0,96
k 15,64 15,92 15,78
n 0,20 0,19 0,19
nal008 (cP) | 419,80 398,70 409,25
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Figura 164: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddnas el tratamiento mecanico a 450

Tabla CLVI: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Waéteatamiento mecanico a 450 bar y

bar y 1 pase (E18) (Apéndice 12.18.).

1 pase representado en la Figura 164 (E18) (Apéridicl8.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,99 0,99
k 0,02 0,02 0,02
n 0,73 0,74 0,73
7 a 100 & (cP) 7,07 7,01 7,04
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nenckP

Figura 165: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenadad tratamiento mecanico de 450 bar
y 1 pase. Los valores de “n” recogidos en la T&ll&| son muy proximos a 1, lo que indica que el
fluido puede ajustarse también al modelo newton{&1®) (Apéndice 12.18.).

Tabla CLVII: Parametros de ajuste al modelo newtoniano dehtiatdo mecanico de 450 bar y 1 pase
representado en la Figura 165 (E18) (Apéndice 12.18

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,96 0,97 0,97
5 (cP) 7,25 7,19 7,22
n a 100 & (cP) 7,07 7,01 7,04
B /A SR — — S —
“Sheadewase @l R S S I
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Figura 166: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddnas el tratamiento mecanico a 450
bar y 2 pases (E18) (Apéndice 12.18.).
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Tabla CLVIII: Pardametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento mecéanico a 450 bar
y 2 pases representado en la Figura 166 (E18) (hpe€ri2.18.).

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,99 0,99 0,99
k 0,04 0,03 0,04
n 0,67 0,68 0,68
n a 100 & (cP) 8,29 7,75 8,02
RV
= n=1f(y)
p3—\/;3=5f—l(-%—1
n="f(7)
= Noton
£ %
5 5
© =2

Figura 167: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenatadk tratamiento mecanico a 450 bar y
2 pases. Los valores de “n” recogidos en la TabMIICson muy préximos a 1, lo que indica que el
fluido puede ajustarse también al modelo newton{&i®) (Apéndice 12.18.).

Tabla CLIX: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delniahto mecénico a 450 bar y 2 pases
representado en la Figura 167 (E18) (Apéndice 12.18

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,95 0,95 0,95
5 (cP) 8,78 8,20 8,49
n a 100 & (cP) 8,29 7,75 8,02

252



Apéndice

= Ostwald de Waele (]

o,
0,5

0,4

TenPa
nenckP

0,3

0,2

0,1+

Figura 168: Comportamiento pseudoplastico de la muestra atddnas el tratamiento mecanico a 450
bary 3 pase (E18) (Apéndice 12.18.).

Tabla CLX: Parametros de ajuste al modelo de Ostwald de Vdatteatamiento mecéanico a 450 bar y
3 pases representado en la Figura 168 (E18) (Aperidi.18.).

Réplica 1 | Réplica 2 | Media
r 0,99 0,99 0,99
k 0,02 0,02 0,02
n 0,73 0,73 0,73
n a 100 & (cP) 6,83 6,30 6,57
VBRI
—= n=f(y)
p3-vT-3=5f-|E|$-2
n=f(7)
—Nowcn e
£ %
& )
© =2

Figura 169: Comportamiento newtoniano de la muestra obtemné&ad tratamiento mecanico a 450 bar y
3 pases. Los valores de “n” recogidos en la TahM €bn muy préximos a 1, lo que indica que el fuid
puede ajustarse también al modelo newtoniano (&&ndice 12.18.).
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Tabla CLXI: Parametros de ajuste al modelo newtoniano delntiahto mecéanico a 450 bar y 3 pases
representado en la Figura 169 (E18) (Apéndice 12.18

Réplica 1| Réplica 2| Media
r 0,97 0,97 0,97
5 (cP) 7,05 6,55 6,80
n a 100 & (cP) 6,83 6,30 6,57

Tabla CLXII: % de proteina insolubilizada para la disoluciénialj % de agregacion en el TT tras
centrifugacién y % de proteina microparticuladaehM (E18) (Apéndice 12.18.).

%
Disolucién Inicial 2,34
Tratamiento Térmico| 47,37
TM 1 pase 26,92
TM 2 pases 25,37
TM 3 pases 25,38
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