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 1. RESUMEN 

 La elevada carga contaminante ocasionada por el lactosuero, así como el valor 

nutritivo de las seroproteínas que lo constituyen, ha propiciado un aumento del interés 

por el aprovechamiento de este principal subproducto de la industria láctea. Se han 

investigado y desarrollado diferentes subproductos de aprovechamiento para incorporar 

a alimentos, entre los que se encuentran el concentrado de proteínas de suero (WPC). 

Este último fue objeto de estudio en el presente trabajo, al utilizarse como producto de 

partida en la elaboración de microparticulado proteico, producto a considerar como 

posible sustituto de la grasa en quesos, yogures, helados, batidos, etc. 

 Para ello, utilizando WPC 35 y mediante un tratamiento térmico y un 

tratamiento mecánico, se buscaron las condiciones de pH, concentración de la 

alimentación, fuerza iónica, presión y número de pases en el homogeneizador que 

permitieran obtener microparticulados con la mayor proporción de proteína 

microparticulada posible y viscosidad y tamaños de partícula controlados, con el 

objetivo de ser incorporados a productos bajos en grasa con mejoras en la cremosidad y 

la textura y sin defectos organolépticos reseñables. 
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2. ABSTRACT 

The high pollutant load caused by whey, the main by-product of the dairy 

industry, as well as the nutritional value of the whey proteins that constitute it, has 

increased the interest in reusing it. Several whey-derived products, such as whey protein 

concentrates (WPCs) of different protein concentration, have been researched and 

developed in order to incorporate them in food. In this project, a WPC 35 has been used 

as raw material in the production of microparticulated whey proteins, which are 

considered to be promising fat replacer in cheese, yogurt, ice cream and milkshake 

manufacturing, mainly. 

By varying the heat and mechanical treatment conditions such as pH, feed 

concentration, ionic strength, pressure and number of passes through the homogenizer, 

the highest proportion of microparticulated products could be achieved and the viscosity 

and the particle size could be controlled. The value of these parameters determines the 

possibility of incorporating microparticulated products as ingredients in low-fat dairy 

desserts with improved creaminess and texture with negligible organoleptic defects. 
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5. INTRODUCCIÓN 

 El lactosuero es un subproducto lácteo que se obtiene durante la elaboración del 

queso y se corresponde con la fracción de la leche que no precipita por acción del cuajo 

o por la acción de ácidos. La mayor parte del agua contenida en la leche se concentra en 

el suero, así como todas las sustancias solubles, tales como la lactosa, proteínas solubles 

y un pequeño porcentaje de grasa [1]. 

 Se pueden distinguir dos tipos de lactosuero, dulce o ácido, ya que el contenido 

del mismo varía dependiendo de que la cuajada se haya obtenido por acidificación o por 

adición de cuajo [2]. 

 El lactosuero dulce se obtiene por coagulación con cuajo, siendo su pH 5,6 

aproximadamente. La enzima quimiosina rompe preferentemente el enlace Phe-Met 

(105-106) de la κ-caseina de la leche obteniéndose dos fracciones: para-κ-caseína, 

fragmento hidrofóbico y de carácter básico que forma parte integral de la cuajada, y 

glicomacropéptido (GMP) o caseinomacropéptido (CMP), fragmento hidrofílico de 

carácter ácido [3]. 

 El lactosuero ácido se obtiene por la adición de ácidos o por la presencia de 

fermentos acidificantes que provocan el descenso del pH de la leche espontáneamente 

[2] hasta 4,6. Como resultado se obtiene una cuajada sin fosfato cálcico y un suero 

ácido con mayor contenido en minerales [3]. 

 Por cada kg de queso se producen aproximadamente 9 kg de lactosuero, tanto en 

el ácido como en el dulce. Esto representa el 85-90% del volumen total de la leche, 

conteniendo además el 55% de los nutrientes de ésta. Los nutrientes más abundantes del 

lactosuero son la lactosa (4,5-5% p/v), proteínas solubles (0,6-0,8% p/v) y sales 

minerales (8-10% del extracto seco). Además, es rico en minerales tales como potasio, 

calcio, fósforo, sodio y magnesio, así como vitaminas del grupo B (tiamina, ácido 

pantoténico, riboflavina, piridoxina, ácido nicotínico y cobalamina) y ácido ascórbico 

[4]. 
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Tabla I:  Composición de lactosueros dulce y ácido (%) [5]. 

Componente Suero dulce(%) Suero ácido (%) 

Sólidos totales 6,40 6,50 

Agua 93,60 93,50 

Grasa 0,05 0,04 

Proteína 0,55 0,55 

NNP 0,18 0,18 

Lactosa 4,80 4,90 

Cenizas 0,50 0,80 

Calcio 0,04 0,12 

Fósforo 0,04 0,07 

Sodio 0,05 0,05 

Potasio 0,16 0,16 

Cloruro 0,11 0,11 

Ácido láctico 0,05 0,40 

NNP: Nitrógeno no proteico; Cenizas: Sales minerales 

 

 El lactosuero es el principal subproducto de la industria láctea y su demanda 

biológica de oxígeno (DBO) y demanda química de oxígeno (DQO) son 

aproximadamente 3,5 kg y 6,8 kg, respectivamente por cada 100 kg de lactosuero 

líquido. La lactosa es el principal componente que contribuye a la elevada DBO y DQO 

[4]. En 2005, la producción mundial de lactosuero fue de 1,66 · 10�� litros [1]. La 

descarga continuada de este subproducto lácteo en la tierra reduce los rendimientos de 

cultivos y provoca problemas de contaminación de agua subterránea [6]. Como 

consecuencia de esto, el lactosuero debe ser sometido a un pretratamiento, de coste 

elevado, previo a su vertido [2]. Por otro lado, el lactosuero puede suponer una 

importante fuente de alimentación debido al alto valor nutritivo de las proteínas que lo 

componen. El suero es una de las mayores reservas de proteínas alimentarias que aún 

permanece fuera de los canales de consumo humano [5]. 

 A raíz de estas consideraciones, en los últimos tiempos se ha comenzado a dar 

importancia a las numerosas vías que existen para el aprovechamiento del lactosuero 

generado en la industria láctea. Entre las más habituales se encuentran productos 
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obtenidos a partir de las seroproteínas: concentrado de proteínas séricas (WPC) y 

aislado de proteínas séricas (WPI). Estos productos se utilizan habitualmente como 

ingrediente en la industria alimentaria debido a sus propiedades nutritivas y funcionales 

[7], pudiéndose utilizar como productos de partida para la elaboración de 

microparticulados que posteriormente se incorporan a productos bajos en grasa tales 

como yogur, helado, queso, galletería, batidos, etc. Los WPCs y WPIs representan la 

mejor forma de aprovechamiento de las seroproteínas, principalmente de la β-

lactoglobulina (β-Lg) y la α-lactoalbúmina (α-La) que son las seroproteínas 

mayoritarias, representando aproximadamente el 70% de la fracción proteica total. Las 

propiedades de los productos a los que se incorporan las proteínas de suero dependen de 

la composición, estructura y del procesado de las mismas. Los tratamientos térmicos y 

las técnicas de fraccionamiento en membranas empleadas para la obtención del WPC y 

WPI influyen notablemente en las propiedades y posibles usos del producto final [7]. El 

primero de ellos será objeto de estudio en este trabajo al ser el producto de partida 

principal para la obtención de microparticulado. 

 Los concentrados de proteína de lactosuero (WPC) son elaborados por 

ultrafiltración. Una membrana semipermeable permite pasar selectivamente materiales 

de bajo peso molecular como agua, iones y lactosa, quedando retenidos materiales de 

alto peso molecular como las proteínas. Posteriormente, el retenido se concentra por 

evaporación y liofilización. El WPC más común es el que contiene un 35% de proteína 

y se utiliza en la elaboración de yogur, queso procesado, bebidas, salsas, fideos, 

galletas, helados, formulaciones infantiles, etc. [4]. 

 Los aislados de proteína de lactosuero (WPI) contienen un 90% de proteína y 

entre 4-5,5% de agua. Debido a su alta pureza, se utilizan en suplementos nutricionales, 

bebidas deportivas y medicinales. Poseen propiedades de hidratación, gelificación, 

emulsificación y formación de espumas que hacen que sean adecuados para incorporar 

en formulaciones de alimentos como proteínas de alimentos funcionales [4]. 

 Existen otras posibilidades para el aprovechamiento del lactosuero menos 

comunes, como lo es su uso en hidrolizados, fórmulas infantiles, producción de etanol, 

levadura para panificación, biomasa, producción de exopolisacáridos, ácido propiónico, 

acético, láctico u orgánico, quesos, bebidas fermentadas, bebidas refrescantes, etc. [4]. 
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 En la Tabla II se relacionan algunos campos de aplicación del lactosuero y los 

subproductos del mismo generados. 

 

Tabla II:  Ejemplos de utilización del lactosuero y productos del mismo [5]. 

 

 

 En los últimos tiempos se ha estudiado la microparticulación proteica de las 

proteínas del lactosuero cuyo producto final podría ser empleado como sustituto de la 

grasa mejorando la textura y la cremosidad sin repercutir en el sabor de productos de 

bajo contenido graso, tales como quesos, postres lácteos, yogur y helado. 

 En la microparticulación proteica se parte de diferentes productos derivados del 

lactosuero, como puede ser el WPC. Consta de un tratamiento térmico, en el que se 

persigue la desnaturalización y agregación de las proteínas, y un tratamiento mecánico, 

en cual se microparticulan los agregados formados en el tratamiento anterior empleando 

un homogeneizador para obtener partículas de tamaño similar al de los glóbulos grasos 

de la leche (1-10 µm) (Figura 1). 
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Figura 1: Etapas de la microparticulación proteica [8]. 

 

 La aplicación de tratamientos térmicos adecuados a las proteínas séricas o a 

concentrados de las mismas, provoca una perturbación de su tamaño y forma. Esto hace 

que queden expuestos grupos hidrofóbicos que permiten la interacción entre proteínas 

para formar agregados y, consecuentemente, una red. Bajo la influencia de las fuerzas 

de corte aplicadas en el tratamiento mecánico posterior, los enlaces entre y dentro de la 

red se debilitan y pueden romperse, lo que lleva a la fragmentación de los grupos [9]. 

Los productos así formados presentan características funcionales distintas a los nativos 

de partida. Variando las condiciones de los tratamientos térmico y mecánico 

(temperatura, pH, fuerza iónica, presión, etc.) se puede ajustar el tamaño de las 

partículas del microparticulado final ya que, en función del producto al que se vaya a 

incorporar, el tamaño requerido será diferente. 

 Por todo ello, el principal objetivo de este proyecto consiste en producir un 

microparticulado adecuado para ser incorporado como sustituto de grasa en diferentes 

productos, como yogures o helados. Para ello se utilizará como producto de partida 

WPC 35 y se realizarán una serie de experimentos para establecer las condiciones 

idóneas que permitan obtener microparticulado con el mayor % de agregación proteica 

posible y con viscosidades y tamaños de partícula controlados. El tamaño de los 

agregados proteicos que lo constituye debe ser adecuado para que puedan utilizarse 

como sustitutos de la grasa. De esta forma, el microparticulado tendrá las características 

adecuadas para ser incorporado a productos mejorando su cremosidad y sin perjudicar 

su sabor. Los ensayos se llevaron a cabo en dos etapas: un tratamiento térmico en el que 

se variarán el pH, la concentración de proteína en la alimentación y la fuerza iónica, y 

un tratamiento mecánico en el que las variables serán la presión y el número de pases a 

través del homogeneizador. Las variables respuesta medidas serán el tamaño de los 

agregados, la viscosidad y el % de agregación proteica. 

Paso 1: Desnaturalización térmica 
y agregación proteica. 

Paso 2: Microparticulación 
de los agregados proteicos. 
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6. CONSIDERACIONES TEÓRICAS 

6.1. Fracción proteica del lactosuero 

 Las principales proteínas séricas son la β-lactoglobulina (β-Lg), α-lactoalbúmina 

(α-La), albúmina de suero bovino (BSA) e inmunoglobulina (Ig). Existen otras proteínas 

de suero minoritarias menos importantes como son la lactoferrina, proteosa peptona, etc. 

Estas proteínas tienen una composición de aminoácidos diferente, que hace que sus 

estructuras globulares sean distintas. Poseen estructuras secundaria y terciaria en todos 

los casos, e incluso alguna cuaternaria [10]. 

 Las seroproteínas representan aproximadamente el 20% del total de proteínas de 

la leche de vaca. Cuando se produce la precipitación de las caseínas a pH 4,6 y a 20ºC 

en la fabricación de queso, estas proteínas se mantienen solubles. La más importante es 

la β-lactoglobulina, debido a que está presente en mayor proporción [2]. 

 

Tabla III:  Concentración de las principales proteínas del lactosuero [11]. 

Proteína Concentración (g/L) 

β-lactoglobulina 2,70 

α-lactalbúmina 1,20 

Inmunoglobulinas 0,65 

BSA 0,40 

Lactoferrina 0,10 

 

 Las seroproteínas presentan propiedades importantes desde el punto de vista 

funcional y físico-químico, siendo las segundas consecuencia de las características 

recogidas en la Tabla IV. Entre sus propiedades funcionales destacan su capacidad para 

estabilizar sistemas dispersos (geles o espumas), sus propiedades hidrofílicas 

(solubilidad, captación y retención de agua) y sus propiedades lipofílicas (capacidad 

para formar emulsiones, estabilidad de las mismas y captación y retención de grasas) 

[12]. 
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Tabla IV:  Características físico-químicas de las proteínas mayoritarias del lactosuero [10, 13, 14]. 

Proteína β-lactoglobulina α-lactoalbúmina BSA Ig G 

% proteína 55,0-65,0 15,0-25,0 5,0-12,0 6,0-15,0 

Punto isoeléctrico (pI) 5,2 4,2-4,5 4,7-4,9 5,5-8,3 

Peso molecular (g/mol) 18400 14200 69000 160000 

T desnaturalización (ºC) 78 62 64 72 

nº aminoácidos 162 123 582 No disp. 

nº residuos cisteína 5 8 35 No disp. 

Hidrofobidad (kJ/residuo) 5,03 4,68 4,14 No disp. 

No disp.: No disponible. 

 

 Las proteínas del lactosuero se consideran apropiadas para ser utilizadas como 

aditivos alimentarios debido a su elevado valor nutritivo [7], ya que contienen 

aminoácidos indispensables que no pueden ser sintetizados por el organismo [1]. 

 A continuación se describen las principales proteínas del lactosuero: 

� β-lactoglobulina (β-Lg): La β-Lg es la proteína de suero más abundante, 

representando aproximadamente el 50% de las mismas [15]. Su secuencia 

primaria está compuesta por 162 aminoácidos [15] y posee estructuras 

secundaria y terciaria bien definidas [7]. Cada monómero de β-Lg contiene dos 

enlaces disulfuro y un grupo sulfhídrico libre, con un total de cinco residuos de 

cisteína [10]. En la proteína nativa, los grupos tiol están protegidos en el interior 

de la misma pero tras la desnaturalización por calor quedan expuestos y 

disponibles para formar enlaces disulfuro con otras proteínas. Estas 

interacciones ocurren preferentemente a pH 7 y a 60-65 ºC [7]. La temperatura 

de desnaturalización de la β-Lg es 78 ºC [10] y su punto isoeléctrico 

aproximadamente 5,2, presentándose como monómero por debajo de pH 3,5 y 

como dímero entre pH 5,5 y 7,5 [10], formado por dos subunidades idénticas 

[7]. 

 En la leche se han identificado dos variantes genéticas mayoritarias de la 

β-Lg (A y B) [16]. Se encuentran en cantidades similares y la diferencia entre 

ambas reside en dos aminoácidos. La variante A tiene una valina en la posición 
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118 y un aspártico en la posición 64, mientras que la variante B tiene alanina y 

glicina, respectivamente [2]. 

 Cada molécula de β-Lg está formada por hélices α, hojas β y estructuras 

helicoidales aleatorias [7]. Presenta una gran cavidad hidrofóbica [17, 18], 

formada por la disposición de 8 capas β antiparalelas, que le permite interactuar 

con una gran variedad de moléculas hidrofóbicas. En la β-Lg los componentes 

no polares se sitúan hacia el interior de la proteína y los polares en la superficie, 

lo que hace que sea muy soluble [2]. 

 La β-Lg se asocia de diferentes formas en función del pH principalmente 

[10], aunque también influyen otros factores tales como la concentración de 

proteína [19], la temperatura [20] y la fuerza iónica [21]. 

 

� α-lactoalbúmina (α-La): La α-La es la segunda proteína sérica más importante 

por su abundancia. Representa aproximadamente el 20% del total de las 

proteínas del suero [13], variando su concentración en función del animal de 

procedencia de la leche [22]. Está compuesta por una única cadena proteica de 

123 aminoácidos y su peso molecular es de 14,2 kDa [13]. 

 Su estructura terciaria es compacta debido a que contiene cuatro puentes 

disulfuro entre los aminoácidos 6-120, 28-111, 61-77 y 73-91, siendo el primero 

el más sensible [15]. Desnaturaliza a 62 ºC [10] y no tiene grupos sulfhídricos 

libres [7]. Está constituida por dos dominios unidos por un bucle de unión de 

calcio: uno más grande α-helicoidal y un dominio pequeño de hoja plegada β 

[7]. 

 

� Seroalbúmina bovina (BSA): Representa el 5-12% del total de proteínas de 

suero y está formada por una cadena de 582 residuos de aminoácidos. Su peso 

molecular aproximado es 69 kDa [13] y en su estructura contiene 17 puentes 

disulfuro y un grupo tiol libre [23]. La BSA desnaturaliza fácilmente debido a su 

baja estabilidad térmica [2]. 
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 Es una proteína con capacidad para unirse a gran variedad de ligandos, de 

ahí su importancia en el transporte de ácidos grasos [24]. 

 

� Inmunoglobulinas (Ig): Las inmunoglobulinas son glicoproteínas cuya función 

esencial es la de unirse a antígenos. Su peso molecular varía entre los 150 y los 

1000 kDa [11] y representan el 6,0-15,0% del total de proteínas séricas [13]. Se 

conocen 5 tipos de inmunoglobulinas: Ig G, Ig M, Ig D, Ig E e Ig A, siendo la 

primera la más abundante al representar el 70% de las inmunoglobulinas séricas. 

Cada unidad estructural de Ig presenta forma de “Y” y está compuesta por dos 

cadenas de bajo peso molecular de 200 aminoácidos (cadenas ligeras o cadenas 

L) y otras dos cadenas de elevado peso molecular de 400 aminoácidos (cadenas 

pesadas o cadenas H). La unión de una cadena pesada con una ligera se lleva a 

cabo a través de un enlace disulfuro; y las cadenas pesadas se unen entre sí por 

puentes disulfuro [1]. 

 

� Lactoferrina (Lf): Es un glicoproteína quelante del hierro con importantes 

funciones biológicas. Su peso molecular es de 78 kDa [11] y su secuencia de 

aminoácidos consiste en una cadena polipeptídica simple de 689 aminoácidos 

[25]. Cada Lf está constituida por dos lóbulos (N y C), que a su vez se 

subdividen en dominios (N1, N2, C1 y C2) unidos mediante una hélice de tres 

vueltas. Los lóbulos N y C corresponden a las mitades de la molécula que 

contiene el grupo amino y carboxilo terminal, respectivamente [26]. 

 La Lf lleva a cabo funciones muy variadas, no necesariamente 

relacionadas con la captación de hierro (capacidad anti-inflamatoria, 

antiparasitaria, anti-tumoral, antivírica, antifúngica, factor de transcripción, 

absorción de hierro, etc.) [27]. 

 La estructura de las proteínas séricas está determinada por las interacciones que 

se establecen entre ellas: fuerzas de van der Waals, interacciones hidrofóbicas, 

interacciones electrostáticas, puentes de hidrógeno, fuerzas de hidratación, puentes 

disulfuro y entropía de configuración. El tipo de enlaces que se establece entre las 

proteínas también determina su desnaturalización y agregación [28]. 
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 Las proteínas del suero de la leche pueden existir en estado nativo, con una 

conformación compacta globular y organizada, o desnaturalizado, con una 

conformación aleatoria y desordenada que permite que se formen agregados [29]. El 

estado que adoptan las proteínas depende de varios factores, tales como pH, fuerza 

iónica, temperatura, etc., que influyen en los enlaces que se establecen entre las mismas. 

Por ejemplo, temperaturas bajas, inferiores a las temperaturas de desnaturalización 

recogidas en la Tabla IV, dificultan la desnaturalización de las proteínas, que se 

mantiene en su estado nativo [28]. 

 

6.2. Aprovechamiento del lactosuero 

 El lactosuero es uno de los principales subproductos de la industria láctea y, 

debido a su elevado poder contaminante, su aprovechamiento se hace necesario. La alta 

contaminación producida por este subproducto se debe su alto contenido en lactosa y 

proteínas que lo convierten en biodegradable. Por otro lado, el volumen de lactosuero 

producido es muy elevado y existe reticencia medioambiental a su vertido [2]. Otro 

aspecto que hace interesante el aprovechamiento del lactosuero es su alto contenido en 

vitaminas, lípidos, minerales, lactosa, proteínas y péptidos funcionales [30]. 

 Como se comentó anteriormente, los concentrados de proteína de suero (WPC) 

son productos de aprovechamiento del lactosuero cuyo contenido en proteína varía entre 

el 35 y el 80% [7]. Poseen un buen perfil de aminoácidos con altas proporciones de 

lisina y cisteína asimilable [5]. Existen diferentes técnicas para la obtención de WPC 

(Tabla V). 

 

 

 

 

 

 



  Consideraciones teóricas 

42 
 

Tabla V:  Técnicas para la fabricación de WPC [7]. 

Fraccionamiento con membrana 

- Ultrafiltración 

- Ósmosis inversa 

- Electrodiálisis 

- Diálisis 

-Microfiltración 

Reactivos de precipitación o complejación 

- Metafosfatos 

- Carboximetilcelulosa (CMC) 

- Ácidos poliacrílicos 

- Hierro 

- Alcohol 

Separaciones físicas y cromatográficas 

- Filtración en gel 

- Intercambio iónico 

- Adsorbentes inertes 

- Ultracentrifugación 

- Concentración de espuma 

- Electroflotación 

- Precipitación térmica 

 

 El método más común para la obtención de WPC es la ultrafiltración (UF) [7]. 

Los concentrados de seroproteínas se presentan como polvo fabricado mediante el 

secado del retenido de la ultrafiltración del suero. La ultrafiltración es una técnica de 

filtración a través de membranas utilizada para la concentración de grandes moléculas y 

macromoléculas (Figura 2). Permite separar partículas en el intervalo de 0,1 a 0,001 μm. 

Al igual que otras técnicas de membrana, la ultrafiltración se caracteriza por llevar a 

cabo una filtración en flujo cruzado. El suero se fuerza a pasar a través de una 

membrana bajo presión, quedando retenidos los sólidos (retenido) y pasando a través de 

ella el permeado [5]. 
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Figura 2: Principios de filtración con membranas [5]. 

 

 En la Tabla VI se muestra un ejemplo de la composición del lactosuero, 

permeado y retenido obtenidos por ultrafiltración a través de membrana, empleando 100 

kg de lactosuero como base de partida. 
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Tabla VI:  Composición del lactosuero y del retenido y permeado obtenidos en una UF clásica 

para la obtención de WPC [5]. 

Componente 

Peso en 100 kg 

Lactosuero inicial 

Peso en 17 kg 

Retenido 

Peso en 83 kg 

Permeado 

kg % kg % kg % 

Proteína 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: Nitrógeno no proteico. 

 

 Para la fabricación de un producto con un 35% de proteína es necesario 

concentrar el suero líquido unas 6 veces hasta alcanzar un contenido de sólidos totales 

del 9% [5]. Por ejemplo: 

100 kg de suero dan lugar a 17 kg de retenido, con aproximadamente 6 veces su 

concentración, y 83 kg de permeado. En la Tabla VI se recoge la composición del suero 

y el permeado y retenido resultantes. Teniendo en cuenta los valores de la Tabla VI, el 

% de proteína sobre materia seca sería [5]: 

100 �	 
 0,55 �	
1,57 �	


 35% 

 

 En la concentración se produce la retención de la mayor parte de las proteínas 

puras, normalmente >99%, junto con aproximadamente el 100% de la grasa. El 

contenido en lactosa, NNP (nitrógeno no proteico) y cenizas es el mismo en el retenido, 

el permeado y el suero inicial, aunque parece que tiene lugar una ligera retención de 

estos componentes. En general, la retención global depende de [5]: 

- El tipo de membrana. 

- El caudal, la temperatura y la presión de trabajo. 
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- El carácter del alimento (prediluido en agua, preconcentrado tras desmineralización, 

etc.). 

 En la Figura 3 se muestra una línea de proceso para la obtención de proteínas 

desecadas utilizando ultrafiltración. Aproximadamente del 95% del suero utilizado 

como alimentación se recoge en el permeado, de tal forma que en el producto seco se 

pueden alcanzar concentraciones de proteína de hasta el 80-85% [5]. 

 

 

 

Figura 3: Proceso de recuperación de un concentrado deshidratado de proteína utilizando la 

ultrafiltración [5]. 

 

 Para los concentrados con un 85% de contenido en proteína es necesario 

concentrar el suero líquido previamente unas 20-30 veces por ultrafiltración hasta 

� Lactosuero y retenido de lactosuero 
� Retenido evaporado 
� Permeato 
� Condensado 
� Vapor 
� Vapor procedente del producto 
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alcanzar un contenido de sólidos de aproximadamente el 25%. Posteriormente, se 

diafiltra el concentrado para eliminar más lactosa y cenizas, aumentando la 

concentración de proteína con relación a la materia seca total. La diafiltración es un 

proceso por el cuál se va añadiendo agua al alimento conforme se realiza la filtración 

con el objetivo de lavar los componentes de bajo peso molecular que pasarán a través de 

la membrana [5]. 

 En la Tabla VII se muestra la composición de algunos WPCs típicos. 

 

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

Producto 1 2 3 4 

Proteína en materia seca 35 50 65 80 

Humedad 4,6 4,3 4,2 4,0 

Proteína cruda 36,2 52,1 63,0 81,0 

Proteína 29,7 40,9 59,4 75,0 

Lactosa 46,5 30,9 21,1 3,5 

Grasa 2,1 3,7 5,6 7,2 

Cenizas 7,8 6,4 3,9 3,1 

Ácido láctico 2,8 2,6 2,2 1,2 

 

 La especificación de los productos recogidos en la Tabla VII es la siguiente [5]: 

1: Sustituto de leche desnatada, 35% de proteína en materia seca. 

2: Suplemento proteico para otros alimentos, 50% de proteína en materia seca. 

3: Límite práctico de proteína obtenida solo por ultrafiltración, 65% de proteína en 

materia seca. 

4: Producto de ultrafiltración más diafiltración, 80% de proteína en materia seca. 

 

 Respecto al WPI, es un producto de alta calidad que contiene aproximadamente 

el 90% de proteínas. Para su fabricación suelen utilizarse técnicas de intercambio iónico 
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o filtración de suero. A pesar de que la funcionalidad del WPI es mejor que la del WPC, 

el primero es menos común ya que los costes de producción son mayores [7]. 

 

6.3. Microparticulación 

 La microparticulación proteica consta de dos etapas: un tratamiento térmico, en 

el que las proteínas se desnaturalizan y agregan, y un tratamiento mecánico, con el que 

se persigue microparticular los agregados proteicos formados en la primera fase. 

 

6.3.1. Teoría y principios del tratamiento térmico 

 Las proteínas séricas son termolábiles y durante el tratamiento térmico se 

produce la desnaturalización de las mismas y su agregación. En la etapa de 

desnaturalización, las proteínas se despliegan dejando expuestos los grupos tiol (-SH), 

que permiten que interaccionen unas con otras estableciéndose puentes disulfuro (S-S) 

entre ellas [7]. Dado que los enlaces tiol son muy fuertes, la reacción que tiene lugar es 

irreversible, formándose agregados proteicos [29] de mayor tamaño que las proteínas 

nativas. 

 Normalmente, el grado de desnaturalización de las proteínas séricas se considera 

equivalente al de la β-Lg, ya que es la proteína de suero mayoritaria y supone el 50% de 

las mismas [7]. La desnaturalización por calor de la β-Lg depende del pH, fuerza iónica, 

concentración de proteína, temperatura, etc. y consta de tres etapas: iniciación, 

agregación y terminación. En la primera etapa, las proteínas se despliegan quedando 

disponibles los grupos tiol (Figura 4) [10] y consiguiendo que la β-Lg sea más reactiva 

[31]. En la agregación, los grupos tiol reaccionan formando enlaces disulfuro y 

quedando un nuevo grupo tiol disponible que permite que la reacción continúe [10]. En 

esta etapa, la reacción tiene lugar entre un intermedio activo de la β-Lg, que posee un 

grupo tiol reactivo, y otra β-Lg nativa no reactiva [31]. En la etapa de terminación 

reaccionan los intermedios reactivos y se forma el polímero final sin grupos tiol libres 

[10]. 

 



  Consideraciones teóricas 

48 
 

 

Figura 4: Desplegamiento de una proteína [8]. 

 

 Por tanto, en la agregación de la β-Lg se produce la disociación de dímeros, el 

cambio conformacional para que los monómeros formados sean reactivos y finalmente 

la formación de agregados de gran tamaño. Cada una de las etapas del mecanismo de 

desnaturalización-agregación ocurre preferentemente a unas determinadas temperaturas. 

Los dímeros se disocian generalmente a 30-50ºC, produciéndose el desplegamiento de 

los monómeros formados a 78 ºC. La agregación proteica no solo tiene lugar a través de 

grupos tiol reactivos si no que las interacciones no covalentes también son importantes 

[10]. 

 

 

Figura 5: Desnaturalización de la β-lactoglobulina [10]. 

Monómeros y 
dímeros nativos 

Monómeros 
disociados y 
desplegados 

Oligómeros 
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solubles 

Gel 

Superficie de la proteína 

1 2 3 4 
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 En la Figura 5 se representa esquemáticamente la desnaturalización de la β-Lg 

en cuatro etapas: 

1. Los dímeros de la β-Lg se disocian en monómeros y estos últimos se despliegan 

cambiando su conformación para dejar disponibles los grupos tiol. 

2. Formación de oligómeros. Se establecen enlaces disulfuro entre los grupos tiol 

de los monómeros formándose dímeros, trímeros y otros agregados de bajo peso 

molecular. 

3. Formación de agregados solubles. Los oligómeros formados en la etapa anterior 

interactúan a través de interacciones covalentes y no covalentes para formar 

agregados más grandes. 

4. Formación de geles. Las interacciones no covalentes son fundamentales en esta 

etapa. 

 La desnaturalización térmica de las proteínas modifica su estructura provocando 

cambios en sus propiedades físico-químicas (solubilidad en agua, emulsión, retención 

de agua, propiedades gelificantes, etc.). Este proceso comienza al alcanzar una 

temperatura de 65 ºC y a 90ºC son suficientes cinco minutos para alcanzar la 

desnaturalización completa [7]. 

 El pH, la concentración, la fuerza iónica, etc., son factores que influyen en la 

desnaturalización de la β-Lg. Las temperaturas de desnaturalización de la β-Lg varían 

mucho en función del pH. A pH 9 la desnaturalización de la proteína comienza a 43 ºC, 

iniciándose la pérdida de la estructura secundaria a 51ºC. A pH 6 la desnaturalización se 

produce a 78ºC, mientras que a pH 5,5 comienza a 76ºC. La estabilidad térmica máxima 

de la β-Lg se da a pH 3 [7]. 

 La α-La es la segunda proteína sérica más abundante y una de las más estables. 

Su estabilidad térmica se debe a la presencia en su cadena polipeptídica de cuatro 

enlaces disulfuro y a la ausencia de grupos tiol libres que le permitan interaccionar y 

formar agregados. Los principales factores que gobiernan la agregación de la α-La son 

el pH, el tratamiento térmico elegido y la presencia de β-Lg [7]. La α-La se agrega 

preferentemente en presencia de β-Lg, lo que sugiere que su agregación depende de los 

grupos tiol libres de esta última [10]. 

 



  Consideraciones teóricas 

50 
 

6.3.2. Teoría y principios del tratamiento mecánico 

 La homogeneización es un proceso habitual a escala industrial que se utiliza 

como medio de estabilización de la emulsión de grasa frente a la separación que se 

produce por la acción de la gravedad [5]. En el presente trabajo se utilizó con el objetivo 

de microparticular los agregados proteicos formados tras el tratamiento térmico, 

consiguiendo romper los enlaces establecidos entre las proteínas y obteniendo como 

resultado partículas de menor tamaño. La homogenización también puede disminuir la 

tendencia de las proteínas a agregarse o a producir coalescencia. 

 El proceso de homogeneización consiste en forzar el paso de la muestra a través 

de un pequeño orificio a alta velocidad. La desintegración de los agregados proteicos 

originales (Figura 6) se consigue por efecto de varios factores, tales como turbulencia y 

cavitación [5]. 

 

 

Figura 6: Ruptura de los agregados proteicos en otros de menor tamaño por homogeneización [5]. 

 

 El homogeneizador puede estar equipado con uno o dos dispositivos de 

homogeneización conectados en serie. Para la microparticulación de los agregados 

proteicos se llevó a cabo una homogeneización simple, provocando la caída de presión 
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en un único dispositivo [5]. Como resultado del tratamiento mecánico se obtienen 

muestras con tamaños de partícula más pequeños [32]. 

 

 

Figura 7: Proceso de homogeneización [5]. 

 

 El producto entra en el bloque de bombeo y es presurizado por el pistón de la 

bomba. La presión que se consigue viene determinada por la contrapresión dada por la 

distancia entre el émbolo y el asiento en el dispositivo de homogeneización (Figura 7). 

La bomba de pistón se acciona por medio de un motor eléctrico de gran potencia a 

través de una transmisión de cigüeñal y biela que convierte el movimiento de rotación 

del motor en el movimiento alternativo del pistón de la bomba. El pistón se mueve en el 

interior de un cilindro en un bloque de alta presión. Se suelen utilizar materiales muy 

resistentes para su construcción y es habitual que esté provista de dobles segmentos por 

pistón. Para enfriar los pistones se aplica agua al espacio entre los segmentos [5]. 

 

Producto sin 
homogeneizar 

Asiento 

Producto 
homogeneizado 

Producto 
homogeneizado 

Paso 

Pistón 
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Figura 8: Componentes del dispositivo de homogeneización: 1. Pistón. 2. Anillo de impacto. 3. Asiento. 

4. Actuador hidráulico [5]. 

 

 La bomba de pistones aumenta la presión desde 3 bar hasta el valor deseado. En 

los ensayos realizados no se superaron los 450 bar. La presión de homogeneización se 

puede leer sobre el manómetro de alta presión [5]. 

 Una alternativa al homogeneizador es el microfluidizador. Las desventajas del 

primero con respecto al segundo son una serie de limitaciones entre las que se incluyen 

el gasto elevado de volumen de muestra y presiones bajas que conducen a tamaño 

variable de partícula en el producto final. Por el contrario, al utilizar el microfluidizador 

el tamaño resultante de las partículas es más pequeño y más consistente debido a la 

mayor presión aplicada [33]. En los homogeneizadores simples se trabaja con presiones 

de 200-600 bar, mientras que en los microfluidizadores se alcanzan presiones de 1500-

2000 bar [32]. 

 El microfluidizador utiliza fuerzas de cizallamiento, impacto y colisión en su 

operación. Posee dos componentes importantes como son la cámara de interacción que 

tiene rutas de chorros de líquido de geometría fija y una bomba intensificadora que 

permite el suministro de líquido a la cámara de interacción a presión constante [33]. 

 La bomba intensificadora puede ser cualquier bomba de alta presión, pero es 

más adecuado utilizar una bomba hidráulica accionada por aire o eléctricamente. La 

cámara de interacción generalmente es un bloque cerámico con un sistema de canales 

1 2 3 

4 
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que lo atraviesan. Se introduce la muestra en la cámara a alta presión, pudiéndose 

ajustar esta última de forma exacta en un amplio intervalo simplemente añadiendo o 

sustrayendo presión neumática o hidráulica, y se divide en dos corrientes. Las corrientes 

giran en ángulo recto y se hacen impactar entre sí dando lugar al cizallamiento (flujo 

laminar), turbulencia y cavitación (impulsión de burbuja de vapor). Esta técnica permite 

obtener partículas de tamaño uniforme. Aumentando el número de pases a través de la 

cámara se disminuye adicionalmente el tamaño de las mismas [33]. La principal 

limitación de la microfluidización es que la presión suministrada por el equipo está 

vinculada al flujo del líquido y al diseño del equipo [34]. 

 En los ensayos realizados se llevó a cabo un proceso de homogeneización simple 

ya que el homogeneizador es un equipo más común en la industria láctea [32]. 

 El control estricto de la temperatura de calefacción y la fuerza de corte son 

necesarios para asegurar la producción de partículas del tamaño adecuado. En función 

del producto al que se desee aplicar, interesa producir microparticulado con un 

determinado tamaño de partícula [29]. Por ejemplo, para quesos se recomiendan 

tamaños entre 3-10 μm [35] y para yogures y helados de 1-2 μm [36]. 

 El tamaño de los agregados también se debe ajustar para producir la sensación 

adecuada (ver Tabla VIII) en la boca y no dar lugar a una sensación desagradable, como 

por ejemplo arenosidad. Las partículas formadas tienen una estructura de agregado 

poroso floja, que les proporciona la flexibilidad adecuada para interactuar con otros 

componentes de los alimentos. La explicación científica es que no todas las colisiones 

que se producen entre las proteínas dan lugar a reacciones de agregación irreversible, 

existiendo por tanto partículas sueltas y agregados flexibles. Los agregados proteicos se 

vuelven más compactos si no se controlan adecuadamente la temperatura y la cizalla 

[29]. 
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Tabla VIII:  Relación del tamaño de partícula con la sensación en la boca [29]. 

Tamaño de partícula Sensación en la boca 

< 0,1 µm Acuosa 

0,1-3 µm Cremosa 

> 5 µm Calcárea 

> 10 µm Arenosa 

 

 La sensación que se produce en la boca está relacionada con el tamaño de 

partícula (Tabla VIII), siendo 0,1-3 μm el tamaño ideal al provocar sensación de 

cremosidad. Partículas con tamaño inferior o superior empeoran dicha sensación en la 

boca [29]. 

 El microparticulado obtenido tras el tratamiento mecánico se puede aplicar a 

diferentes productos. Es interesante en productos bajos en grasa, cuyo consumo ha ido 

en aumento en los últimos años [37], ya que, como se dijo anteriormente, si se alcanza 

el tamaño de partícula adecuado, puede utilizarse como sustituto de los glóbulos de 

grasa en yogures, quesos, helados, batidos etc. 

 Se debe tener en cuenta que el perfil de textura y sabor de los productos se puede 

ver modificado al eliminar la grasa. Por ejemplo, en los helados se obtienen productos 

ásperos y con sabor indeseable. Aplicando sustitutos de grasa elaborados a partir de las 

proteínas del lactosuero se puede conseguir imitar la grasa en términos de textura y 

retención del sabor [37]. Algunos sabores, como la vainilla, son solubles en la grasa y es 

esta última la responsable de llevarlos a la boca, donde se volatilizan [38]. Por tanto, las 

proteínas séricas deben interactuar con los compuestos volátiles responsables del sabor 

de la misma forma que lo hace la grasa. 

 Para obtener el microparticulado adecuado con un correcto tamaño de partícula 

es necesario controlar varios parámetros (relación proteína/lactosa, concentración de la 

alimentación, temperatura, pH, fuerza iónica, presión y número de pases) que afectan 

tanto a la etapa de tratamiento térmico como a la de tratamiento mecánico. 

 La relación proteína/lactosa es un parámetro importante a la hora de elegir la 

temperatura del tratamiento térmico. La lactosa ejerce un efecto protector sobre las 

proteínas, impidiendo su desnaturalización [39]. Cuanto menor es la relación 
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proteína/lactosa, mayor será la temperatura necesaria para que las proteínas se 

desnaturalicen. Un WPC 35 requiere un tratamiento térmico más fuerte que un WPC 80 

para alcanzar el mismo grado de desnaturalización, al poseer el primero un menor 

contenido en proteína [5]. 

 La concentración de proteína se puede asociar con el parámetro anterior. Mayor 

concentración de proteína implica que la relación proteína/lactosa será mayor y que la 

temperatura necesaria para alcanzar la desnaturalización será más baja. El aumento de la 

cantidad de proteína en la alimentación supone que la lactosa no es capaz de ejercer su 

efecto protector sobre toda la proteína, facilitando la etapa de desnaturalización [39]. 

 La temperatura es un parámetro importante que debe ser ajustado correctamente 

para que se produzca la desnaturalización. Hay que tener en cuenta las temperaturas de 

desnaturalización de las seroproteínas [10], sobre todo la de la β-Lg al ser la 

mayoritaria. Temperaturas demasiado bajas pueden suponer una desnaturalización 

insuficiente y si aplicamos temperaturas muy altas se formarán agregados demasiado 

densos y compactos difíciles de tratar. 

 El pH afecta a la carga de las proteínas influyendo en las etapas de 

desnaturalización y agregación proteica. Ajustando el pH, se pueden favorecer las 

fuerzas de repulsión y atracción entre las proteínas [40]. Parece evidente que para 

fomentar la agregación las repulsiones deban ser mínimas, pero en el desdoblamiento de 

las proteínas quizás sean convenientes [15]. La influencia que el pH ejerce sobre la 

reactividad de los grupos tiol (-SH) es también un factor importante en la agregación de 

las proteínas, ya que favorecen la interacción entre proteínas a través de puentes 

disulfuro (S-S) [41]. 

 La fuerza iónica es otro parámetro que afecta a la carga de las proteínas. 

Añadiendo sales, tales como CaCl2 o NaCl, se puede reducir el número de cargas ya que 

los iones incorporados pueden interactuar con los grupos cargados de las proteínas 

reduciendo la carga total [10, 42]. 

 La presión y número de pases ajustados en el tratamiento mecánico son muy 

importantes para obtener el tamaño de partícula deseado. A medida que aumentamos la 

primera, el tamaño de los agregados disminuye porque forzamos la muestra a través de 

un orificio menor, lo que implica mayor rotura de los agregados [9, 43]. Aplicar un 
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mayor número de pases supone repetir el proceso, lo que provoca también la reducción 

del tamaño de los mismos. 

 Ajustando los parámetros anteriores se busca obtener valores adecuados en tres 

parámetros de la respuesta: tamaño de partícula, reología y agregación. 

 Actualmente, existen varios equipos comerciales para microparticulación. Tetra 

pak y APV han diseñado equipos para producir microparticulado aptos para incorporar a 

diferentes productos. 

 El equipo de Tetra Pak, Tetra Therm MicroPart, trabaja con WPC con un 5-10% 

de proteína total en la disolución de partida. El WPC se obtiene por concentración de 

suero en equipos de ultrafiltración. El lactosuero empleado puede ser dulce o ácido. En 

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

 

 

Figura 9: Funcionamiento del equipo Tetra Therm MicroPart [44]. 

 

 El lactosuero es bombeado desde el tanque hacia un intercambiador de calor de 

placas donde se calienta hasta 60ºC. Tras el precalentamiento, el producto se bombea 

hacia un intercambiador de calor tubular donde se lleva a cabo el calentamiento final. Se 

mantiene la temperatura alcanzada durante unos minutos para que se complete la 

desnaturalización de las proteínas y se inactiven los microorganismos y bacteriófagos. 

La velocidad de calentamiento, la temperatura máxima alcanzada y el tiempo que ésta 



  Consideraciones teóricas 

57 
 

se mantiene se debe ajustar en función de las propiedades deseadas en el 

microparticulado final [44]. 

 Tras la desnaturalización, el producto se comienza a enfriar en un 

intercambiador de calor tubular. Posteriormente, se pasa a través de un homogeneizador 

para microparticular los agregados y se termina de enfriar en otro intercambiador de 

calor [44]. 

 En cuanto al equipo diseñado por APV, APV LeanCreme, es un equipo robusto 

capaz de producir microparticulados de alta viscosidad. Puede trabajar con WPC de 

entre 20-80% de contenido en proteína, obteniendo los mejores resultados para WPC 80 

[45]. 

 En la Figura 10 se describe el funcionamiento del APV LeanCreme. El suero 

obtenido de la fabricación de queso se pretrata para eliminar los sólidos y la grasa, 

pasteurizándolo a 72ºC durante 15 segundos y enfriándolo después a 8-10ºC. 

Posteriormente, el suero del queso se concentra utilizando una membrana de 

ultrafiltración para producir WPC 60, por ejemplo. El WPC se precalienta en un 

intercambiador de calor de placas, llevando a cabo el calentamiento final en un 

intercambiador de superficie rascada. Finalmente, se emplea de nuevo un 

intercambiador de superficie rascada para comenzar a enfriar el producto, terminado en 

un intercambiador de placas. 
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Figura 10: Esquema del proceso de fabricación de microparticulado con el equipo APV LeanCreme [45]. 

 

 Respecto a las investigaciones realizadas, en los últimos años se han llevado a 

cabo numerosos estudios con el objetivo de definir las condiciones necesarias para 

obtener microparticulados con características adecuadas (Tabla IX). 
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Tabla IX:  Características y condiciones para la obtención de microparticulados. (Parte 1) 

Fuente proteica 
Condiciones 

iniciales 
Tratamiento 

Térmico 
Equipo Parámetros medidos 

Tamaño de 
partícula y 

características del 
microparticulado 

Aplicabilidad 
(producto 

final) 
Referencia 

Retenido de 
proteínas de suero 

(WP) 

Dispersiones de 
WP 7% (p/p)  

pH 3 (ácido cítrico 
o láctico) 

20 min a 90ºC 
Microfluidizador (5 

pases, 140 MPa) 

Proteína 
Análisis térmico 

Tamaño de partícula 
Solubilidad 

Estabilidad térmica 
Emulsión 

Proteína adsorbida 
Reología 

Pulverizado seco 
Tamaño de 

particula < 1 µm 
Aumento 

estabilidad coloidal 
Mayor solubilidad 
Mayor viscosidad 

/ 
Dissanayake et al., 

2012 [46] 

Retenido de 
proteínas de suero 

(WP) 

Disoluciones de 
WP 10% (p/p) 
pH 7 (NaOH) 

20 min a 90ºC 
Microfluidizador (1 
o 5 pases, 140 MPa) 

Distribución del tamaño 
de partícula 

Exclusión de tamaño 
Proteína 

Análisis térmico 
Propiedades funcionales 

Solubilidad 
Estabilidad térmica 

Emulsión 
Formación de espumas 

Tamaño de 
partícula: 10 μm 

Mayor solubilidad 
Aumento de la 

estabilidad térmica 
Mayor capacidad 

emulsionante 
Aumento formación 

de espumas 
Mayor estabilidad 

espumas 

/ 
Dissanayake & 
Vasiljevic, 2009 

[9] 

Soluciones de 
concentrados de 
proteínas séricas 

(WPC) 

Soluciones de 
WPC 5% (p/p) 
pH 3,5, 4,8, 5,8 
(ácido láctico o 

NaOH) 

10 min a 90 ºC en 
reactor agitado 

(posterior 
enfriamiento en 
baño de hielo) 

Microfluidizador (3 
pases, 150 MPa) 

Sedimentación 
Solidificación 

Proteína 
Humedad 

Menor tamaño de 
partícula 
Menor 

sedimentación 
Mayor solubilidad 

/ 
Iordache & Jelen, 

2003 [47] 

Solución de WPI 
Solución de WPI 

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

50 min a 90 ºC en 
un mezclador de 

corte con un 
posterior 

enfriamiento y 
secado 

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

% de agregación 
Viscosidad 

Tamaño de partícula 
Reactividad de los 

agregados 

95% de agregación 
Mayor tamaño a 

mayor 
concentración de 

proteína (diámetro 
medio ~ 70 μm) 

/ 
Purwanti et al., 

2011 [48]  



  Consideraciones teóricas 

60 
 

Tabla IX:  Características y condiciones para la obtención de microparticulados. (Parte 2) 

Fuente proteica 
Condiciones 

iniciales 
Tratamiento 

Térmico 
Equipo Parámetros medidos 

Tamaño de 
partícula y 

características del 
microparticulado 

Aplicabilidad 
(producto 

final) 
Referencia 

Concentrados de 
mazada y 
lactosuero 

Mezclas al 25, 50 
75 y 100% de 

proteína 
pH 4,6 (HCl) 

25 min a 90 ºC con 
agitación a 168 
r.p.m. (posterior 

enfriamiento hasta 
30 ºC en baño de 

hielo) 

Emulsificador (65,5 
MPa) 

Proteína 
% de agregación 

Capacidad de retención de 
agua 

Tamaño de particular 
Área de la superficie 

Reología 

Tamaño de 
partícula: 4,4-7,3 

μm (en función de 
la concentración) 
Mayor agregación 

Aumento 
viscosidad 

/ 
Saffon et al., 2011 

[49] 

Retenido de 
proteínas séricas 

(WP) 

Dispersiones de 
WP 10, 17,5 y 25% 

(p/p) 
pH 4, 5 y 6 (HCl) 

5, 10, 15 o 20 s a 
140 ºC en baño de 

aceite 
/ 

Turbidez 
Solubilidad de las 

dispersiones de WP 
Proteína 

Análisis térmico 

/ / 
Dissanayake et al., 

2013a [50] 

Leche en polvo 
Disolución 10% 

(p/p) 
pH 4,7 

2 min a 95 ºC 

Homogeneizador 
convencional (en 
dos etapas: 20 y 5 

MPa) o 
microfluidizador 

(150 MPa) 

Tamaño de partícula 
Textura 

Retención de agua 
Microestructura 

Microfluidizador: 
aumento de la 

sinéresis, reducción 
firmeza, 

cohesividad y 
viscosidad. Menor 
tamaño de partícula 

Homogenizador: 
efectos menos 
pronunciados. 

Yogur 
Ciron et al., 2010 

[43] 

Concentrado de 
proteína de suero 

(WPC 80) 

WPC 80 25% (p/p), 
pH 6,5 

60 min a 85ºC Homogeneizador 

 
Tamaño de partícula 

Reología 
Agregación 

Tamaño de 
partícula a los 4 
min: pasa de 330 

nm a 188 nm 
Menor tamaño de 

partícula 
Reducción 
viscosidad 

Aplicaciones en 
productos de la 
industria láctea 

 

Onwulata et al., 
2002 [51] 
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Tabla IX:  Características y condiciones para la obtención de microparticulados. (Parte 3) 

Fuente proteica 
Condiciones 

iniciales 
Tratamiento 

Térmico 
Equipo Parámetros medidos 

Tamaño de 
partícula y 

características del 
microparticulado 

Aplicabilidad 
(producto 

final) 
Referencia 

Concentrado de 
proteína de suero 

(WPC 33) 

WPC 33: 0, 1,5, 3, 
4,5 % (p/p) 

Varios tratamientos 
térmicos: 

2 min a 40ºC 
15 min a 90ºC 
2 min a 40ºC 

/ 

Textura 
Reología 

Análisis térmico 
Proteína 

/ Postres lácteos 
Vidigal et al., 2012 

[52] 

Proteína de suero 
aislada (WPI 

93,4) 

WPI 93,4 (2-12% 
en peso), pH ( 3-8) 

5-30 min/65-90ºC / 

Reología 
Turbidez 

Análisis térmico 
Proteína 

Agregación 
Gelificación en frío 

Alta viscosidad 
La acción de la 
cizalla impide la 

gelificación 

Ingredientes 
fríos 

gelatinosos para 
su aplicación en 
gran variedad 
de productos. 

Bryant & 
Mclements., 2000 

[53] 

Proteína de suero 
aislada 97,9% 

(WPI 97,9) 

WPI 97,9 25% 
(p/p) 

/ 
Homogeneizador (6 

pases, 150 bar) 

Tamaño de partícula 
Agregación 

Emulsificación- 
Contenido de proteína 

Tamaño de 
partícula: 2,7 µm, 
con un 20% (p/p) 

de proteína. 
 

Ingrediente 
alimentario o 
encapsulante 

Saglam et al., 2011 
[54] 

Retenido de 
proteína de suero 

(WP) 

pH 6 y 3 ( ácido 
cítrico y ácido 

láctico) 
30 s a140ºC / 

Análisis térmico 
Agregación 
Turbidez 

Análisis electroforéticos 

/ / 
Dissanayake et al., 

2013b [55] 

Proteína de suero 
aislada(WPI) 

WPI 5% (p/v), 10 
mM CaCl2 

30 min a 80ºC / 
Tamaño de partícula 

Estructura de proteína 
/ / 

Marangoni et al., 
2000 [42] 
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6.4. Técnicas analíticas 

6.4.1. Principios de funcionamiento del reómetro 

 La Reología es la ciencia que estudia los fenómenos de deformación y flujo de 

los materiales bajo la acción de fuerzas mecánicas [56]. Deformación y flujo son, 

respectivamente, las respuestas dinámicas características de sólidos y fluidos. El 

término deformación se define como el cambio de forma o volumen experimentado por 

un cuerpo bajo la acción de un sistema de fuerzas; y flujo es una deformación continua 

en el tiempo [57]. 

 La aplicación de fuerzas externas de intensidad adecuada puede ocasionar una 

deformación en la materia, realizándose un trabajo que se acumula como energía interna 

de deformación. Cuando las fuerzas externas dejan de actuar, si las transformaciones 

son reversibles el sistema recupera instantáneamente la forma y dimensiones originales, 

retornando la energía acumulada en forma de trabajo. Se habla entonces de 

comportamiento elástico. En otros casos, bajo la acción de las fuerzas aplicadas la 

materia también se deforma, pero el trabajo realizado se disipa completamente en forma 

de calor. Cuando la acción de dichas fuerzas cesa, el estado de deformación permanece. 

Se habla entonces de un comportamiento viscoso [57]. 

 

 6.4.1.1. Tipos de fluidos 

 Los fluidos se pueden clasificar en diferentes grupos en función del 

comportamiento que adquieren al ser sometidos a esfuerzos de cizalla (Figura 11). 
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Figura 11: Clasificación de los fluidos en función de su comportamiento reológico [57, 58]. 

 

� Fluidos Newtonianos 

 En este tipo de fluidos, la viscosidad permanece constante para cualquier valor 

de deformación, dependiendo únicamente de la presión y temperatura para una sustancia 

dada [57]. 

 Supongamos dos grandes láminas planas y paralelas, separadas entre sí una 

distancia pequeña y entre las que se sitúa un líquido. Inicialmente el sistema está en 

reposo, pero en un momento dado, la lámina superior se pone en movimiento con una 

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

tiempo, hasta alcanzar un perfil de velocidades en el estado estacionario [57]. 

 

 

Figura 12: Modelo de flujo entre dos láminas planas y paralelas [57]. 

 

Fluidos 

No Newtonianos Newtonianos 

Independientes 
del tiempo 

Dependientes 
del tiempo 

Viscoelásticos 

Plásticos Pseudoplásticos Dilatantes Reopécticos Tixotrópicos 
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 Para mantener el movimiento en estado estacionario es necesario aplicar una 

fuerza constante a la lámina superior, estando directamente relacionada dicha fuerza por 

unidad de superficie (F/A=�) con la velocidad de la deformación originada en el líquido 

y con su viscosidad. La viscosidad es una medida del rozamiento interno del fluido, y su 

valor se obtiene dividiendo el esfuerzo cortante entre la velocidad de deformación, 

obteniéndose así la Ley de Newton de la viscosidad (Ecuación 1) [57]: 

     � 
 �/��      (1) 

 

donde � (Pa.s) es la viscosidad aparente, � (Pa) el esfuerzo cortante y ��  (s-1) la velocidad 

de deformación. 

 

� Fluidos No Newtonianos 

 Son todos aquellos fluidos que no cumplen la Ley de Newton de la viscosidad 

[58]. La viscosidad que presentan bajo determinadas condiciones se denomina 

viscosidad aparente. La viscosidad aparente de un fluido no newtoniano depende del 

esfuerzo cortante a que es sometido, y/o ha sido sometido en el pasado. Los fluidos no 

newtonianos se clasifican en tres grupos (Figura 11): 

- Los que presentan una viscosidad dependiente del gradiente de velocidad, pero 

independiente del tiempo, que a su vez se clasifican en: 

 

- Plásticos, son aquellos que no fluyen hasta que se les aplica un esfuerzo cortante 

mínimo denominado “límite de fluencia” o “esfuerzo umbral” (��) [57] (Ecuación 2). 

     � 
 �� � � · ���    (2) [58] 

 

- Pseudoplásticos (“shear thinning”), son aquellos cuya viscosidad aparente disminuye 

al aumentar el esfuerzo cortante [57]. 

 

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

aumentar el esfuerzo [58]. 
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 Los fluidos pseudoplásticos y dilatantes siguen la Ley de la potencia o Modelo 

de Ostwald de Waele (Ecuación 3): 

     � 
 � · ���      (3) 

 

donde � (Pa.sn) es el coeficiente de consistencia y � (adimensional) el índice de 

comportamiento. Para fluidos pseudoplásticos: 0<�<1; para dilatantes �>1. Si �=1 se 

obtiene la ecuación de los fluidos newtonianos [59]. 

 

 Para representar el comportamiento los fluidos descritos (newtonianos y no 

newtonianos independientes del tiempo) se emplea la ecuación de Herschel-Bulkley 

(Ecuación 4): 

     � � �� 
 � · ���     (4) 

 

- Los fluidos que presentan una viscosidad que es función del tiempo pueden ser 

tixotrópicos, aquellos cuya viscosidad aparente disminuye en función del tiempo que 

ha sido aplicado el esfuerzo cortante, en condiciones de temperatura y esfuerzo cortante 

constantes; o reopécticos, dicha viscosidad aumenta [57]. 

 

- Fluidos que además de un comportamiento viscoso presentan cierto grado de 

elasticidad. Se denominan viscoelásticos. Son fluidos de comportamiento muy 

complejo, de modo que bajo la acción de fuerzas tangenciales parte del trabajo se disipa 

en forma de calor (componente viscosa) y parte se almacena en forma de energía interna 

(componente elástica) [56]. 

 

 Para hacer determinaciones reométricas que permitan conocer la viscosidad y 

otros parámetros se debe someter la muestra a una deformación. La deformación puede 

tener su origen en esfuerzos por cizalla, por extensión o por comprensión, lo que da 

lugar a diferentes técnicas de medida y equipos para realizarlas [57]. 

 Los reómetros rotacionales se utilizan normalmente para sustancias más 

complejas. Son aparatos que realizan medidas reproducibles a partir de esfuerzos 

generados por desplazamientos rotacionales muy limitados y precisos. Poseen diferentes 

sistemas de trabajo [58]: 
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 - Modo CR, o modo de velocidad controlada, donde se asigna una velocidad de 

cizalla y se mide el esfuerzo originado. 

 - Modo CS, o modo de esfuerzo controlado, donde se mide la velocidad de 

cizalla a un esfuerzo de cizalla dado. 

 - Modo CD, o modo de deformación controlada. 

 Los elementos sensores de medida que pueden ser utilizados en este tipo de 

reómetros son: 

 - Cilindros coaxiales: Consta de un cilindro externo y otro interno en el que la 

sustancia se coloca en el espacio libre que dejan. Se utilizan preferentemente para medir 

sustancias de baja viscosidad [57]. 

 - Cono-Placa: Son utilizados para materiales de viscosidad media que posean 

amplias zonas de viscosidad lineal y que tengan en suspensión partículas grandes [58]. 

 - Placa-Placa: Se utilizan para llevar a cabo ensayos oscilatorios y para 

sustancias poco homogéneas con partículas en suspensión. Una variación de los 

sensores placa-placa, son las placas serradas utilizadas para evitar fenómenos de 

deslizamiento (“slippage”) [57]. 

 En los ensayos reológicos se deben tener en cuenta varios aspectos [57]: 

- El flujo debe ser laminar, ya que el flujo turbulento genera errores de medición. 

- La muestra tiene que ser uniforme para que reaccione de modo uniforme. En 

caso de que las muestras sean suspensiones o dispersiones se debe distribuir 

homogéneamente los componentes. Evitar la formación de burbujas. 

- El esfuerzo aplicado debe ser transmitido desde el plato móvil hacia el interior 

de muestra. Si no existe suficiente adherencia entre el plato móvil y la muestra, 

el plato se desliza sobre la muestra originando errores en los resultados. 

 

 6.4.1.2. Ensayo reométrico 

 Los ensayos reométricos se clasifican en tres grupos principales: ensayos 

estacionarios, ensayos oscilatorios o dinámicos y ensayos de fluencia y recuperación 

(Creep and Recovery). Para el análisis de las muestras del presente trabajo se llevaron a 
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cabo ensayos estacionarios de tipo rampa de esfuerzo (τ). Dentro de este grupo también 

se incluyen la rampa de temperatura y la rampa de tiempo. 

 Las rampas de esfuerzo se basan en que la relación entre el esfuerzo de 

deformación (�) y la velocidad de deformación (��) determina el modo de fluir de un 

líquido. Esto se representa gráficamente como � frente a ��  (“Curva de Flujo”) [57]. 

 Si se trabaja en modo CR, para elaborar una curva de flujo es necesario hacer 

una rampa de deformación (se aplica un intervalo de velocidad de deformación y se 

mide la variación del esfuerzo originado). Si se trabaja en modo CS la forma más 

sencilla es hacer una rampa de esfuerzo (se aplica un intervalo de esfuerzo y se mide la 

variación de la velocidad de deformación originada) [57]. 

 El comportamiento reológico de un fluido puede clasificarse a partir de su curva 

de flujo (Figura 13): 

 

 

Figura 13: Curvas de flujo correspondientes a los siguientes fluidos: 1.Newtoniano, 2. Pseudoplástico, 3. 

Dilatante y 4. Plástico [57]. 

 

 Otra forma de evaluar el comportamiento de un fluido utilizando rampas de 

esfuerzo es mediante la representación de la viscosidad (�) frente a la velocidad de 

deformación (��), obteniéndose la “Curva de Viscosidad”. También se puede utilizar 

para determinar el comportamiento reológico de un fluido (Figura 14) [57]. 
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Figura 14: Curvas de viscosidad correspondientes a distintos tipos de fluidos: 1. Newtoniano, 2. 

Pseudoplástico, 3. Dilatante y 4. Plástico [57]. 

 

 En los ensayos realizados se optó por construir curvas de flujo en las que se 

estudio la relación entre el esfuerzo de deformación (�) y la velocidad de deformación 

(��), representando gráficamente � frente a �� . 

 

6.4.2. Principios de funcionamiento del Mastersizer 

 Para la medida de los tamaños de partícula se utilizó el equipo Malvern 

Mastersizer S Long Bench (MALVERN INSTRUMENTS LTD., RU), cuyo principio de 

funcionamiento es la difracción de luz láser y se basa en la teoría de “Mie”, que se 

explicarán a continuación. 

 

6.4.2.1. Difracción: Método de difracción láser 

 La difracción es un fenómeno que tiene lugar al paso de las ondas por 

obstáculos. Ocurre con la luz, el calor, el sonido, los líquidos y, en general, las ondas y 

todo tipo de movimiento ondulatorio [60]. 

 La difracción se observa, por ejemplo, cuando se distorsiona una onda por un 

obstáculo cuyas dimensiones son comparables a la longitud de onda de aquella. El 

obstáculo puede ser un pequeño objeto que impide el paso de una pequeña porción del 

frente de la onda. Este efecto se hace más notable a medida que las dimensiones de los 

objetos se aproximan a la longitud de onda de las ondas [60]. 
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 Actualmente, uno de los métodos más utilizados para la determinación del 

tamaño de las partículas en muchas aplicaciones es la “Difracción Láser”. Las 

principales ventajas de esta técnica son su facilidad para ser aplicada a muchos tipos de 

sistemas particulados, su rapidez y su automatización. Sin embargo, se debe tener 

precaución en el propio uso del instrumento y en la interpretación de sus resultados 

[60]. 

 La técnica de difracción láser está basada en el siguiente fenómeno: cuando a 

una muestra de material sólido pulverizado se le hace pasar un rayo láser 

monocromático, la luz se difracta y se produce una figura de difracción de simetría 

radial en el plano focal de la lente. Dicha figura consiste en una serie de anillos 

concéntricos cuyos radios son menores cuanto mayor es el diámetro de las partículas 

[61]. La luz difractada se enfoca sobre detectores [62]. 

 

 
Figura 15: Método de difracción láser [62]. 

 

 Este fenómeno, denominado “Aproximación de Fraunhofer”, fue durante 

muchos años la base de los primeros modelos ópticos empleados para la medida del 

tamaño de partícula y postulaba: 

- Todas las partículas son mucho más grandes que la longitud de onda de la luz 

empleada [62] y sólo se considera la dispersión de luz producida por el contorno 

de la partícula [60]. 

- Todos los tamaños de partícula dispersan la luz con igual eficiencia [62]. 
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- Sólo es considerada la dispersión de luz en dirección prácticamente frontal, es 

decir, a ángulos muy pequeños [60]. 

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

 La aproximación de Fraunhofer no tiene en cuenta ningún conocimiento de las 

propiedades ópticas del material, siendo válida esta aproximación para grandes 

partículas (diámetros del orden de 40 veces la longitud de onda de la fuente de luz 

empleada) o para partículas más pequeñas que son opacas o tienen un alto índice de 

refracción respecto al medio en el que están suspendidas [60]. 

 

 6.4.2.2. Refracción: Índices de refracción 

 La refracción es el cambio de dirección de propagación de la luz, que viene 

determinada por el cambio de velocidad de propagación cuando pasa de un medio a 

otro. Se define por la Ley de Snell (Ecuación 5) [60]: 

    
���?�

���? 

 �!

�"

 �#,�     (5) 

 

siendo �# el índice de refracción del medio 2 (partícula) y �� el del medio 1 (medio que 

rodea a la partícula). �#,� es el índice de refracción relativo. 

 

 

Figura 16: Ley de Snell [60]. 
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 La Ley de Snell indica que la relación entre el seno del ángulo de incidencia y el 

seno de ángulo de refracción es una cantidad constante entre cada dos medios, pero que 

varía de unos a otros. Dicha relación constante se conoce como Índice de Refracción del 

segundo medio con respecto al primero o Índice de Refracción relativo [60]. 

 Por tanto, la refracción es el cambio de dirección y velocidad que sufren los 

rayos luminosos cuando inciden oblicuamente sobre la superficie de separación de dos 

medios. Si la incidencia es perpendicular al segundo medio, únicamente se producirá 

variación en la velocidad [60]. 

 El índice de refracción de una determinada sustancia es el cociente entre la 

velocidad de la luz en el vacío y la velocidad de dicha luz en su propio medio [60]. 

 Al incidir sobre un conjunto de partículas una luz láser se producen, por tanto, 

cuatro fenómenos (Figura 17) [60]: 

- Difracción sobre el contorno de una partícula (Difracción por Fraunhofer). 

- Reflexión sobre la superficie de la partícula, tanto hacia el interior como hacia el 

exterior. 

- Refracción del medio a la partícula y viceversa. 

- Absorción de luz por parte de la partícula. 

 

 

Figura 17: Efectos que se producen al incidir un rayo de luz sobre una partícula [60]. 
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 Las interacciones representadas en la Figura 17 ocasionan un conjunto de 

fenómenos de interferencias que dan lugar a un patrón de dispersión de luz que depende 

del tamaño, la forma y las propiedades ópticas de la partícula considerada [60]. 

 

 6.4.2.3. Teoría “Mie” 

 Conocer las interferencias ópticas en una partícula es importante para realizar la 

medida correctamente. De esta forma, proporcionaremos a los modelos matemáticos 

(que transforman las medidas físicas de intensidad de luz en distribuciones de tamaño 

de partícula) incluidos en el software del equipo, una mayor información óptica de lo 

que está ocurriendo en las partículas dispersadas en un líquido o aire. El resultado 

obtenido no se basará únicamente en un simple proceso de difracción, sino en un 

conjunto de interferencias ópticas reales que se producen cuando una fuente de luz láser 

incide sobre un conjunto de partículas [60]. 

 Tras años de investigación y desarrollo, se ha conseguido implementar la teoría 

de “Mie” en los equipos de Difracción Láser. Esta teoría asume las siguientes 

consideraciones [60]: 

a) La partícula es una esfera uniforme homogéneamente óptica con índices de 

refracción real e imaginario (absorción) conocidos. 

b) La partícula esférica es iluminada por una onda plana de longitud de onda 

conocida y de extensión infinita. 

c) Los índices de refracción real e imaginario del medio que la rodea también son 

conocidos. 

 Habitualmente, el fluido en el que se suspende la partícula es transparente, por lo 

que en la práctica solo se considera la parte real del índice de refracción del fluido [60]. 

La teoría de “Mie” incluye las influencias de la difracción, refracción (y/o 

absorción), reflexión y efectos de polarización de la luz usada. En el caso de los equipos 

de tamaño de partícula, la luz usada es siempre la misma, por lo que este último efecto 

no interviene [60]. 

 Si comparamos esta teoría con la aproximación de Fraunhofer, la segunda solo 

da buenos resultados para tamaños de partícula superiores a 50 μm, mientras que la 
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teoría de “Mie” es preferida para casos en donde el índice de refracción de las partículas 

está cercano al del medio y, como solución general, para partículas inferiores a 50 μm 

[60]. 

 

 6.4.2.4. Análisis del tamaño de partícula 

 Para comprender los resultados obtenidos por un equipo de Difracción 

Mastersizer de Malvern Instruments hay que tener en cuenta tres aspectos: 

a) Los resultados están basados en volumen: la distribución de tamaño fundamental 

de las partículas obtenida por este tipo de técnica está basada en volumen. Por 

ejemplo, si para un tamaño entre 5,63-6,32 µm aparece el resultado de 9% 

significa que el volumen total de todas las partículas con diámetros incluidos 

dentro de ese intervalo representa el 9% del volumen total de todas las partículas 

de la distribución. El 9% de las partículas, en volumen, están entre 5,63 y 6,32 

μm [60]. 

 El software de los equipos de Mastesizer Malvern permite la conversión 

de los resultados de volumen a número, pero la medición real de dicha medida 

está basada en volumen siendo las conversiones posteriores susceptibles de 

introducir errores sistemáticos. Además, se debe tener en cuenta que a menor 

esfericidad de la partícula mayor desviación en el resultado de esa conversión a 

número, área o cualquier otro tipo de distribución [60]. 

 En el caso de la tecnología de difracción láser el diámetro medido 

corresponde a una esfera de igual volumen que la partícula [60]. 

 

b) La esfera equivalente: la distribución del tamaño de partículas se expresa en 

términos de volúmenes de esferas equivalentes. Esto puede originar errores si la 

partícula es de forma irregular [60]. 

 

c) Distribución de parámetros derivados: la distribución finalmente analizada está 

expresada en un conjunto de clases de tamaño que están optimizados para 

concordar con la geometría del detector y la configuración óptica considerada, 

proporcionando así la mejor resolución. De esta distribución fundamental se 

derivan todos los parámetros medidos [60]. 
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Los parámetros derivados se calculan a partir de la distribución 

fundamental utilizando la suma de contribuciones de cada banda de tamaños. 

Para la realización de este cálculo se toma el diámetro representativo (Ecuación 

6) correspondiente a cada banda (media geométrica de los límites de cada banda 

de tamaño) [60]: 

     $%&'� · %&    (6) 

 

 6.4.2.5. Configuración óptica Malvern 

 Se pueden distinguir dos tipos de modelos ópticos: 

� Convencional de Fourier 

 Utiliza un tubo láser de He-Ne como fuente de luz monocromática (igual 

longitud de onda) y colimada (paralela). Cuando el haz de luz incide sobre las 

partículas, estas la dispersan focalizándola en la denominada lente de rango. Esta lente 

opera del mismo modo que una transformada de Fourier, generando un campo de 

difracción de luz dispersada hacia un plano focal donde se encuentran una serie de 

detectores que reciben intensidades de luz diferentes en función del ángulo de 

recepción, es decir, del tamaño de partícula. Existe, por tanto, limitación en el ángulo de 

captación del equipo, estando limitado el tamaño de partícula a 0,3-0,5 μm (ángulo 

máximo de difracción 10-14º) [60]. 

 

 

Figura 18: Óptica de Fourier convencional [60]. 
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� Inversa de Fourier 

 A pesar de que la forma en que se realiza la medida es la misma que en el caso 

anterior, el orden de los componentes cambia para permitir la medida de dispersión de 

luz a ángulos mucho más grandes que con el método convencional (>90º) [60]. 

 

 

Figura 19: Óptica de Fourier inversa [60]. 

 

 La lente focalizada se sitúa antes de la célula de medida por donde pasan las 

partículas y el láser se focaliza en un punto central del detector. Con esta configuración 

se consigue producir el campo de difracción a todos los ángulos a partir de las 

partículas. Las partículas de mayor grosor dirigen su patrón de difracción al detector 

principal, mientras que las más finas lo hacen al conjunto de detectores laterales [60]. 

 

 6.4.2.6. Interpretación de los resultados 

 Los equipos de Malvern Mastersizer S Long Bench (MALVERN INSTRUMENTS 

LTD., RU) generan diferentes parámetros para la interpretación de los resultados. Entre 

los más comunes se encuentran los siguientes: 

� D[4,3]: es el diámetro medio de la distribución considerado en volumen, puesto 

que el equipo mide en volumen [60]. 

� D[3,2]: es el diámetro promedio en área superficial o diámetro de Sauter. 
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� Percentiles (D(v, 0,1), D(0,5) y D(v, 0,9)): son unos valores predefinidos en % 

que indican lo que hay por debajo o por encima de un cierto tamaño [60]. Los 

más importantes son: 

o D(v, 0,1): es el tamaño en μm por debajo del cual queda el 10% de la 

distribución (Figura 20). También se denomina Percentil 10 [60]. 

o D(v, 0,5): es el tamaño en μm por debajo del cual queda el 50% de la 

distribución y, por tanto, por encima también (Figura 20). Otras 

denominaciones para este parámetro son Percentil 50 o Mediana [60]. 

o D(v, 0,9): es el tamaño en μm por debajo del cual queda el 90% de la 

distribución (Figura 20). También se conoce como Percentil 90 [60]. 

 

 

 

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

 

� Span: parámetro que proporciona la anchura de la distribución y es 

independiente del tamaño medio. Carece de dimensiones. En general, cuando la 

distribución tiene una cola de gruesos, ya sea porque existen o porque está 

aglomerada la muestra, dicho valor aumenta, ya que la diferencia del D(v, 0,9) 

respecto a D(v, 0,5) (mediana) es más grande [60]. 

� Pico máximo: diámetro del mayor volumen de partículas con respecto al 

volumen total de la distribución. 

� Volumen pico máximo: mayor volumen de moléculas con un determinado 

diámetro con respecto al volumen total de la distribución. 

 Para expresar los tamaños de partícula de los experimentos realizados se ha 

utilizado el D(v, 0,5). 
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 6.5. Teoría de diseños de experimentos 

Para descubrir algo acerca de un proceso o sistema particular es necesario llevar 

a cabo experimentos. Para cualquier proceso existe una variable de respuesta o 

dependiente, una variable de entrada o manipulada y factores controlables y no 

controlables (Figura 21). Con la realización de experimentos, se pueden determinar las 

variables que más afectan a la variable respuesta, así como la forma adecuada para 

ajustar los factores controlables para mantener la variable de respuesta dentro de los 

límites deseados. Minimizar el efecto de los factores no controlables es otro de los 

objetivos [63]. 

 

 

Figura 21: Variables de un proceso. 

 

Para llevar a cabo la experimentación se puede hacer uso de varias opciones 

[63]: 

- Prueba y error: consiste en seleccionar arbitrariamente una combinación 

diferente de factores y variarla cada vez que corre un ensayo. La información 

obtenida en este caso no suele ser útil. 

- Experimentar con un factor a la vez: en este caso se considera un solo factor 

constante y se estudia su efecto sobre el ensayo realizado. El problema de este 

planteamiento reside en que cualquiera de los factores puede interactuar y llevar 

a conclusiones erróneas. 

- Usar un diseño de experimentos estadístico: consiste en establecer una serie 

de experimentos que aporten la mayor información posible acerca de unos 

Proceso 
Inputs Output 

Factores controlables 

Factores incontrolables 
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determinados factores y su interacción entre ellos. Se busca realizar el menor 

número de experimentos posibles. 

 El diseño de experimentos es de uso habitual en el desarrollo de procesos y 

productos, así como en la etapa de fabricación. Entre sus aplicaciones más comunes se 

encuentran [63]: 

- Caracterización de procesos. 

- Optimización de procesos. 

- Diseño de un producto. 

 La metodología de superficie de respuesta (RSM) es un conjunto de técnicas 

estadísticas y matemáticas que resultan útiles para modelar y analizar problemas en los 

que sobre una respuesta de interés influyen varias variables [64]. La variable de interés 

se conoce como “variable respuesta”, mientras que los factores que influyen sobre la 

misma son las “variables independientes” [65]. El objetivo de esta metodología es 

optimizar dicha respuesta. RSM se aplica con éxito al diseño, desarrollo y formulación 

de nuevos productos, así como a la mejora de los ya existentes. Permite definir el efecto 

de las variables independientes (solas o en combinación) en los procesos, además de 

generar un modelo estadístico [66]. 

 Existen varias ventajas de RSM con respecto a los métodos experimentales 

clásicos o de optimización. En primer lugar, en RSM se obtiene información acerca del 

comportamiento de un sistema a partir de un número reducido de experimentos. Por el 

contrario, los métodos clásicos requieren mucho tiempo y un gran número de 

experimentos. RSM también permite observar el efecto que provoca la interacción entre 

los parámetros independientes en el sistema. Estas dos consideraciones convierten a 

RSM en una herramienta útil para la optimización de procesos [66]. 

 La principal desventaja de la metodología de superficie de respuesta reside en la 

dificultad para encajar los datos en un polinomio de segundo orden. Los sistemas con 

curvatura no se adaptan fácilmente a un polinomio de segundo grado. Para solucionar 

este problema se pueden utilizar transformaciones logarítmicas y otros métodos de 

linealización, aunque en algunos sistemas los resultados obtenidos pueden no ser 

correctos además de suponer dichos métodos demasiado tiempo al no conocer cuál es la 
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transformación correcta. Otra alternativa es considerar un rango menor de las variables 

independientes para aumentar la exactitud [66]. 

 Existen varios diseños de superficies de respuesta. En los experimentos 

realizados se utilizaron dos tipos: diseño de Box-Behnken en la optimización del 

tratamiento térmico y diseño factorial con tres niveles para la optimización del 

tratamiento mecánico. 

 

� Diseño de Box-Behnken 

 El diseño de Box-Behnken consiste en un conjunto de experimentos donde se 

varía cada par de factores entre sus niveles bajo y alto, fijando los demás factores 

experimentales en el nivel medio [63]. Son diseños eficaces en cuanto al número de 

experimentos a realizar [65]. Para entender dicho diseño, para un ejemplo de 3 factores 

se puede considerar un cubo en el que cada una de las 3 dimensiones es una variable y 

los vértices, el centro de las aristas y el centro del cubo un posible experimento (Figura 

22). De las 21 posibilidades, Box-Behnken selecciona las que considera adecuadas y 

necesarias para obtener la información, pudiéndose repetir el experimento del centro del 

cubo varias veces para asegurar repetibilidad. 

 

 

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

 

A continuación (Tabla X) se muestra un ejemplo de un diseño de Box-Behnken 

con 3 factores (con puntos en el centro omitidos): 
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Tabla X:  Ejemplo diseño Box-Behnken con 3 factores. 

Experimento X1 X2 X3 

1 -1 -1 0 

2 1 -1 0 

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 es un diseño experimental con 

únicamente 2 niveles, lo que implica la necesidad de seleccionar un par de factores. 

Además de esto, se pueden agregar al diseño entre 3 y 5 experimentos realizados en el 

punto central (0, 0, 0) [63]. 

 El diseño empleado en los experimentos realizados es idéntico al mostrado en la 

Tabla X, añadiendo 3 experimentos en el punto central. 

 

� Diseño factorial con tres niveles 

 Para la optimización del tratamiento mecánico se llevó a cabo un diseño factorial 

con tres niveles simple, empleando solamente tres niveles por cada factor: nivel bajo (-

1), nivel central (0) y nivel alto (+1). Existen diseños más complejos con cinco niveles 

por cada factor experimental (-α, -1, 0, 1, α) [63]. 

 Los diseños factoriales a tres niveles generan experimentos a cada combinación 

de los tres niveles (3k). En el caso de tener dos factores experimentales como en los 

ensayos que se realizaron para el tratamiento mecánico (presión y pases), será necesario 
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realizar 32=9 experimentos. La principal desventaja de este diseño es que son necesarios 

demasiados ensayos para obtener información [64]. 
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7. MATERIAL Y MÉTODOS 

7.1. Producto de partida 

 La materia prima de partida fue WPC 35 en polvo, suministrado por 

Corporación Alimentaria Peñasanta S.A. (Capsa, España), procedente del lactosuero 

generado durante la fabricación de queso y cuya composición y características se 

recogen en la Tabla XI. La elección de este producto de partida radica en el interés de la 

empresa en su aprovechamiento. 

 

Tabla XI:  Composición en % del WPC 35 utilizado. 

 WPC 35 

Grasa 3 

Proteína 35 

NPN 2,5 

Lactosa 51 

Cenizas 7 

Extracto seco 96 

             NPN: Nitrógeno no proteico 

 

 7.2. Protocolo experimental 

 El trabajo experimental consistió en el estudio del efecto del pH, concentración 

de la alimentación, fuerza iónica, presión y número de pases sobre las características 

finales del microparticulado producido mediante la combinación de un tratamiento 

térmico y un tratamiento mecánico. Para ello se partió de WPC 35 buscando obtener un 

producto final con tamaño de partícula, viscosidad y % de proteína microparticulada 

adecuados para ser incorporado a productos bajos en grasa. 

 El tratamiento térmico seleccionado fue 90ºC y 25 minutos, ya que es el típico 

aplicado por otros autores de la bibliografía [49]. Se consideró que 90ºC era una 

temperatura adecuada para que la β-Lg se desnaturalizara por completo, ya que su 

temperatura de desnaturalización es 78 ºC [10], y 25 minutos un tiempo suficiente al 
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afirmar Jovanovic et al. [7] que 5 minutos a 90ºC ya suponían la desnaturalización de 

las proteínas séricas. 

 Para llevar a cabo la etapa de tratamiento térmico se utilizó una placa 

calefactora/agitadora RCT basic (IKA, Alemania) con un sistema de control de 

temperatura ETS-D5 (IKA, Alemania). Para la agitación de las disoluciones se empleó 

un imán. En el tratamiento mecánico se utilizó un homogeneizador simple Panda 

(NIRO-SOAVI, Italia). 

 El protocolo experimental seguido en los ensayos realizados consistió en una 

redisolución del WPC 35 en agua durante 45 minutos para favorecer la hidratación de 

las proteínas, añadiendo azida de sodio (NaN3) 0,1% p/p como bactericida para 

conservar las muestras. Transcurrido el tiempo se tomaron muestras correspondientes a 

la disolución inicial (Di) para llevar a cabo las analíticas. Posteriormente, se ajustó la 

fuerza iónica añadiendo la cantidad de cloruro cálcico (CaCl2) necesaria en cada caso. 

Tras 10 minutos de espera para favorecer la disolución de las sales añadidas, se ajustó el 

pH con una disolución de sosa (NaOH) 1M o de ácido cítrico (C6H8O7) al 38% p/p 

según correspondiera. Una vez ajustado, se calentó la disolución a 90ºC agitando a 500 

r.p.m. (~30 minutos fue el tiempo necesario para alcanzarla), manteniéndola a dicha 

temperatura durante 25 minutos. Transcurrido ese tiempo, se tomaron las muestras 

correspondientes al tratamiento térmico (TT). Finalmente, se enfrió la muestra a 80ºC 

para facilitar el paso por el homogeneizador y respetar sus limitaciones físicas de 

trabajo, sobre el cual se ajustó la presión y el número de pases según correspondiera 

recogiendo muestras para analizar al final del proceso. 

 Para la elección de la sustancia empleada en el ajuste ácido del pH se llevaron a 

cabo pruebas previas con dos ácidos diferentes para comprobar cuál de ellos permitía 

reducir el pH gastando el menor volumen posible: ácido láctico y ácido cítrico. El 

primero de ellos no se consideró adecuado por generar un producto marrón que 

pardeaba el producto final, por lo que se empleó ácido cítrico con una concentración del 

38% p/p. Evidentemente, la sustancia más común para ajustar pHs ácidos es el HCl pero 

no se pudo utilizar al estar el producto final destinado al campo de la alimentación. Para 

ajustar los pHs básicos se empleo NaOH por ser una de las sustancias más habituales y 

apta en el sector alimentario. 
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 La toma de muestra se llevó a cabo con micropipetas, recogiendo volúmenes de 

aproximadamente 13 mL en tubos de plástico graduados. Los criterios para la elección 

de los tiempos de toma de muestra fueron tomados en base a la necesidad de comprobar 

que en todos los ensayos se partió de muestras homogéneas, el interés por el estudio del 

grado de desnaturalización de las proteínas en el tratamiento térmico y, finalmente, la 

utilidad de conocer las características del microparticulado final obtenido en cada caso 

tras el tratamiento mecánico. 

 

7.3. Diseño de experimentos 

 El conjunto de experimentos llevados a cabo se puede dividir en dos partes: 

optimización de las condiciones del tratamiento térmico y estudio de las condiciones del 

tratamiento mecánico. En ambos casos se llevó a cabo un diseño de experimentos 

estadístico utilizando el programa Statgraphics (Centurion XV version) statistical 

analysis and data visualization software (STATPOINT TECHNOLOGIES INC, EE.UU) 

que permite el procesado de resultados y la construcción de superficies de respuesta, 

considerada la mejor opción para la optimización de un proceso. Como se indicó 

anteriormente, las variables respuesta fueron el tamaño de partícula (representado por el 

D(v, 0,5)), la viscosidad (representada por la viscosidad a 100 s-1 de velocidad de 

deformación) y el % de agregación en el tratamiento térmico tras centrifugación o % de 

proteína microparticulada para el tratamiento mecánico. El pH, la concentración de la 

alimentación y la fuerza iónica, para la optimización del tratamiento térmico, y presión 

y pases, para el tratamiento mecánico, fueron las variables independientes que se 

consideraron. Lo que se pretendía era buscar la combinación de tratamientos que 

permitiera obtener un determinado tamaño de partícula, controlar la viscosidad y 

maximizar el porcentaje de agregación. 

 Dentro de la metodología de superficie de respuesta, para el tratamiento térmico 

se eligió el diseño de Box-Behnken, el cual, seleccionando los límites superior e inferior 

de cada una de las variables independientes (Tabla XII), sugirió un total de 15 

experimentos necesarios para obtener información acerca de la influencia de dichas 

variables sobre las variables respuesta. 
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Tabla XII:  Límites inferiores y superiores de cada uno de los parámetros experimentales en condiciones 

de tratamiento mecánico invariables. 

Factores experimentales Límite inferior  Límite superior 

pH 4,0 7,0 

Concentración (%) 3 11 

Fuerza iónica (mM CaCl2) 0 90 

 

Para la optimización del tratamiento mecánico se escogió el diseño factorial a 

tres niveles, seleccionando un nivel inferior, medio y superior de cada variable 

experimental (Tabla XIII) y generándose 9 experimentos que dieron lugar a diferentes 

productos finales. 

 

Tabla XIII:  Límites inferiores y superiores de los parámetros experimentales en la etapa en condiciones 

de tratamiento mecánico variables. 

Factores experimentales Límite inferior Límite intermedio Límite superior 

Presión (bar) 150 300 450 

Nº de pases 1 2 3 

 

7.4. Equipos y analíticas 

 La caracterización de las diferentes muestras recogidas durante la 

experimentación se llevó a cabo mediante la realización de analíticas a través de 

equipos que permitieron obtener resultados de cada una de las variables de respuesta a 

estudiar (tamaño de partícula, viscosidad y % de proteína agregada). 

7.4.1. Distribución de tamaños de partícula. 

 La distribución de tamaños de las partículas de las diferentes muestras se 

determinó mediante difracción de luz láser con el equipo Malvern Mastersizer S Long 

Bench (MALVERN INSTRUMENTS LTD., RU) mostrado en la Figura 23. Se utilizó 
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como alimentador una unidad de dispersión de pequeño volumen, cuya velocidad se 

ajustó a 1600 r.p.m. y, sobre la celda de flujo, se instaló la lente 300RF, a la que 

corresponde un intervalo de medida comprendido entre 0,05 y 900 µm. Los valores 

obtenidos estaban basados en volumen, por lo que el resultado que se presenta para cada 

intervalo de tamaños de partícula corresponde al volumen ocupado por las partículas de 

ese tamaño, dividido entre el volumen total de partículas en la muestra. Para expresar el 

tamaño medio de la distribución, se utilizó el D(v, 0,5), que representa el tamaño de 

partícula por debajo del cual está el 50% de la muestra. 

 

 

Figura 23: Equipo Malvern Mastersizer S Long Bench. 

 

 Las muestras a medir en los experimentos realizados eran suspensiones y, a la 

hora de llevar a cabo las medidas, fue necesario tener en cuenta una serie de 

consideraciones. Las muestras líquidas pueden sufrir una sedimentación, siendo 

necesario mezclarlas a fondo para obtener una muestra representativa. Para su 

extracción se utilizaron pipetas Pasteur. 

 Como se indicó anteriormente, el equipo Malvern S Long Bench no es capaz de 

medir tamaños de partícula superiores a 900 μm. En los ensayos realizados, una de las 

muestras recogidas tras el tratamiento térmico presentaba un D(v, 0,5) muy próximo a 

éste y, por tanto, se decidió hacer la medida mediante fotografías de microscopio. Para 

ello se utilizó un estereomicroscopio o lupa binocular Leica M205FA (LEICA, 
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Alemania). Se trabajó con un objetivo 1x, aplicando el zoom mínimo del equipo de 

0,78x, y una iluminación con luz oblicua, muy útil para muestras semitransparentes 

opacas como las que se trataron. La imágenes se tomaron con una cámara digital de 

color Leica DFC310FX (LEICA, Alemania), cuya resolución máxima es 1392 
 1040 

pixels (1,4 Mpixels CCD). Para obtener más resolución, se aplicó un factor de 1,5 en los 

pixels de salida de la imagen, por eso las imágenes son de 2088 
 1560 pixels. La 

medida del tamaño de los agregados se realizó con el programa Confocal Uniovi.  

 

 7.4.2. Medidas reológicas 

 Las propiedades reológicas de las muestras fueron determinadas con un 

reómetro HAAKE MARS (modular advanced rheometer system) II (HAAKE, EE.UU) 

con un sistema Peltier (HAAKE, EE.UU) para el control de la temperatura (Figura 24). 

Se trata de un reómetro rotacional que consta de dos placas: la superior (rotor) está 

continuamente girando a un número de revoluciones constante o variable, según 

convenga; la placa inferior (vaso de medición) permanece en reposo. La muestra situada 

entre las dos placas comienza a fluir al girar el rotor. La resistencia del líquido a ser 

cizallado es proporcional al momento de giro dependiente de la viscosidad, es decir, la 

resistencia de la muestra a ser cizallada permite al rotor solamente girar a una velocidad 

(velocidad de cizalla) que es inversamente proporcional a la velocidad de la muestra. 

Para registrar el momento de giro se coloca un elemento de medición entre el motor y el 

eje de la placa superior, que consiste en un resorte de acero que se torsiona. La torsión 

sufrida por el resorte es una medida directa de la viscosidad del producto sometido a 

cizalla. 

 Se utilizó un sistema de medida placa/placa serrado (PP35) con una separación 

entre placas de de 1 mm. Se realizaron curvas de flujo de 0,1 a 100 s-1 trabajando en 

modo CR (se asigna una velocidad de cizalla y se mide el esfuerzo originado), ya que se 

fijó la velocidad de deformación. La temperatura de trabajo fue 25 ºC, alcanzada a los 

300 s. Para la determinación de los parámetros reológicos a partir de los resultados 

obtenidos se utilizó el programa Rheowin 3 Data Manager de HAAKE. 

 Las muestras presentaron, en general, comportamiento pseudoplástico o 

newtoniano, ajustándose a la siguiente ecuación: 
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     � 
 � · ���      (7) 

 

donde � (Pa) es el esfuerzo cortante, � (Pa.sn) el coeficiente de consistencia, ��  (s-1) la 

velocidad de deformación y � (adimensional) el índice de comportamiento. Para fluidos 

pseudoplásticos 0 , � , 1 y para newtonianos � 
 1. 

 Para el estudio de los resultados se tomaron los valores de la viscosidad a 100 s-1 

de velocidad de deformación y se realizaron dos réplicas para cada ensayo, ya que se 

manejaron muestras grumosas y poco homogéneas que podían ocasionar errores en la 

medida. 

 

 
Figura 24: Reómetro MARS II de HAAKE. 

 

7.4.3. Centrifugación 

 Tras la etapa de tratamiento térmico (desnaturalización proteica y agregación) y 

de tratamiento mecánico (microparticulación) se determinó el rendimiento de la 

operación, que corresponde con el mayor % de proteína agregada para el primero, y el 

mayor % de proteína microparticulada para el segundo. 

 Una vez obtenida la muestra, el material agregado fue separado mediante 

centrifugación (High speed refrigerated centrifuge model 6500, KUBOTA, Japón) 
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(Figura 25), preferentemente a 15.000g durante 20 min. a 20ºC. Para determinar el % de 

agregación o de proteína microparticulada se aplica la siguiente ecuación: 

% -	./	012ó� 3.45/210 

67 � 68

67
 

 

donde 67 es el volumen total de la muestra (incluyendo el sedimento y el sobrenadante) 

y 68 es el volumen del sobrenadante medido tras la separación del sedimento. 

 

 

Figura 25: Centrífuga KUBOTA 6500. 

 

 Este mismo método también se utilizó para determinar el % de proteína 

insolubilizada de las muestras de disolución inicial. 
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8. RESULTADOS EXPERIMENTALES 

 Para facilitar la posterior comprensión de los resultados, se presentarán en dos 

partes. En la primera se busca la optimización del tratamiento térmico, aunque también 

se recogieron datos de la etapa en el homogeneizador, y en la segunda el estudio del 

tratamiento mecánico. 

 En la investigación del tratamiento térmico se varió el pH, la concentración y la 

fuerza iónica, presentándose los resultados de las variables medidas (tamaño de 

partícula, viscosidad y % de agregación) para los diferentes ensayos en forma de tabla. 

También se construyeron figuras conjuntas de todos los ensayos con los resultados del 

tamaño de partícula para cada etapa del experimento: disolución inicial (Di), tratamiento 

térmico (TT) y tratamiento mecánico (TM). Posteriormente, se muestran tablas y figuras 

relativas a los datos obtenidos en el reómetro y en el Mastersizer, así como comentarios 

acerca del % de agregación en el tratamiento térmico tras centrifugación o el % de 

proteína microparticulada de dos ensayos tomados como ejemplo al presentar 

comportamientos diferentes, tanto para el tratamiento térmico como para el mecánico 

aprovechando los datos recogidos. El resto de ensayos se recogen en el Apéndice. 

Finalmente, se comentarán las superficies de respuesta obtenidas para el TT y el TM, 

optimizaciones de las primeras y ensayos adicionales que se realizaron para 

comprobarlas en ambos casos. 

 A partir de uno de los óptimos del tratamiento térmico se estudió el tratamiento 

mecánico, para el que se comentarán las superficies de respuesta construidas, así como 

la comprobación de estas sobre un punto cualquiera que se seleccionó arbitrariamente. 

Las variables medidas fueron las mismas, pero en este caso se varió la presión y el 

número de pases en el homogeneizador. Previamente, se expondrán tablas conjuntas con 

los resultados obtenidos, así como figuras con los datos del tamaño de partícula. Un 

ejemplo comparativo de dos ensayos con diferentes comportamientos servirá para ver el 

comportamiento de las distintas variables en función del número de pases y la presión 

aplicada. Finalmente se expondrán las superficies de respuesta y la comprobación de las 

mismas sobre un punto cualquiera seleccionado, como se comentó anteriormente. 
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8.1. Estudio del tratamiento térmico 

8.1.1. Disolución Inicial 

 Para las muestras de disolución inicial recogidas tras hidratar las proteínas 

durante 45 minutos, las variables tamaño de partícula, viscosidad y % de proteína 

insolubilizada fueron similares en los quince ensayos (Tabla XIV). Sin embargo, se 

encontraron pequeñas diferencias, obteniéndose en general valores más altos de las 

diferentes variables respuesta para concentraciones superiores. El pH y la fuerza iónica 

aún no se habían ajustado en el momento de recoger dichas muestras. 

 

Tabla XIV: Tamaño representado por el D(v, 0,5) (μm), viscosidad a 100 s-1 (cP) y proteína 

insolubilizada (%) de las disoluciones iniciales de los diferentes ensayos. E hace referencia a Ensayo (ej: 

E1=Ensayo 1). 

 

Concentración 

(% p/p) 

D(v, 0,5) 

(µm) 

Viscosidad a 100 s-1 

(cP) 

Proteína insolubilizada 

(%) 

E1 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 

E5 11 0,75 5,31 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 

E11 11 0,62 5,38 6,20 

E12 11 0,73 5,16 4,72 

E13 7 0,47 3,57 1,55 

E14 7 0,81 2,70 0,80 

E15 11 0,66 5,04 1,59 

 



  Resultados experimentales 

92 
 

 Los resultados relativos a los tamaños de partícula medidos en el Mastersizer se 

recogen en figuras en las que se representa el % de volumen frente al diámetro en μm. 

El primero, como se explicó en apartados anteriores, hace referencia al volumen de 

partículas que presentan un determinado tamaño con respecto al volumen total de la 

distribución. 

 

 

Figura 26: % volumen frente al diámetro (μm) medidos en el Mastersizer para las disoluciones iniciales 

de los experimentos realizados a diferentes concentraciones. 

 

 Las disoluciones iniciales de los diferentes ensayos presentaron tamaños de 

partícula en torno 0,4 μm (Figura 26), ya que aún no se habían sometido a ningún 

tratamiento y la única diferencia entre ellas era la concentración de alimentación. 

 El segundo pico que se observa en la Figura 26 entre 10 y 100 μm 

probablemente sea debido a agregaciones térmicas previas en el proceso de secado del 

WPC 35. Es posible que no se realizara correctamente esta operación al ser una de las 

primeras producciones de WPC 35 de la empresa suministradora del producto, por lo 

que los parámetros de operación podrían no estar bien controlados. Aparentemente no 

tiene ninguna explicación relacionada con el procedimiento experimental empleado. 
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8.1.2. Tratamiento térmico 

 Una vez hidratadas las proteínas durante 45 minutos, añadida la concentración 

de CaCl2 necesaria en cada caso y ajustado el pH, el producto fue sometido a un 

tratamiento térmico a 90ºC durante 25 minutos. Las variables tamaño, viscosidad y % 

de agregación en el TT tras centrifugación aumentaron con respecto a la disolución 

inicial como se muestra en la Tabla XV, donde también se recogen las condiciones (pH, 

concentración y fuerza iónica) de los experimentos llevados a cabo. 

 

Tabla XV: Tamaño representado por el D(v, 0,5) (μm), viscosidad a 100 s-1 (cP) y agregación en el TT 

tras centrifugación (%) tras el tratamiento térmico de los diferentes ensayos. 

 

pH 

 

Concentración 

(% p/p) 

Fuerza iónica 

(mM CaCl2) 

D(v, 0,5) 

(µm) 

Viscosidad a 100 s-1 

(cP) 

Agregación 

(%) 

E1 5,5 7 45 27,01 417,25 40,30 

E2 5,5 7 45 31,91 519,75 40,50 

E3 5,5 7 45 28,88 448,10 37,50 

E4 4,0 3 45 8,12 29,92 19,23 

E5 5,5 11 90 148,27 874,90 44,80 

E6 7,0 7 90 185,26 450,90 30,47 

E7 5,5 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 más notables en el tratamiento térmico 

que en las disoluciones iniciales (Tabla XV). Las proteínas fueron sometidas a una 

temperatura suficiente como para provocar su desnaturalización y posterior agregación, 
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produciéndose esta última en mayor o menor grado en función de las condiciones en las 

que se realizó cada ensayo y provocando diferencias en los valores de las variables 

medidas. 

 

 

Figura 27: % volumen frente al diámetro de las partículas (μm) medidos en el Mastersizer para el 

tratamiento térmico (90ºC, 25 min.) de los experimentos realizados en diferentes condiciones. 

 

 En función de las condiciones de los ensayos, se obtuvieron tamaños de partícula 

diferentes (Figura 27). Tras haber ajustado el pH, la fuerza iónica y haber sometido las 

diferentes disoluciones a un tratamiento térmico de 90ºC durante 25 minutos, las 

proteínas se desplegaron y agregaron de nuevo aumentando su tamaño. Se aprecia un 

comportamiento diferente en el Ensayo 5 (E5, pH 5,5, concentración 11% p/p, fuerza 

iónica 90 mM CaCl2) debido a que el tamaño de las partículas formadas era demasiado 

grande dadas las condiciones y el Mastersizer, en general, no es capaz de medir 

diámetros superiores a 900 μm. 

 El Ensayo 12 (E12), realizado a pH 7, concentración del 11% p/p y fuerza iónica 

45 mM CaCl2, no aparece representado en la Figura 27 ya que tras el tratamiento 

térmico se detectaron tamaños de partícula demasiado grandes y se decidió realizar la 

medida a través de fotografías de la muestra en el estereomicroscopio (Figura 28), en 

lugar de utilizar el Mastersizer. 
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Figura 28: Fotografía al microscopio de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico del Ensayo 12. 

 

 Para realizar las medidas se utilizó el programa Confocal Uniovi y se calculó la 

media, moda y mediana de todas ellas (Tabla XVI), tomándose como diámetro de 

partícula el valor de la media para la construcción de las superficies de respuesta. 

 

Tabla XVI:  Media, moda y mediana de los diámetros de partícula del Ensayo 12 tras el tratamiento 

térmico. Los resultados vienen representados en µm. 

Media Moda Mediana 

891,6 560,0 790,0 

 

 Se seleccionaron como ejemplo dos ensayos con comportamientos diferentes en 

tamaño, viscosidad y agregación para el tratamiento térmico. El primero de ellos fue el 

Ensayo 2 (E2) que presentó valores más bajos de las diferentes variables dadas las 

condiciones en las que se llevó a cabo: pH 5,5, concentración 7% p/p y fuerza iónica 45 

mM. El segundo caso fue el Ensayo 4 (E4) a pH 4, concentración 3% p/p y fuerza 

iónica 45 mM. 
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Figura 29: Representación gráfica del % volumen frente diámetro de las partículas (μm) medidos en el 

Mastersizer para la muestra sometida a tratamiento térmico (90ºC, 25 min) del Ensayo 2 (E2) a pH 5,5, 

concentración 7% p/p y fuerza iónica 45 mM y el Ensayo 4 (E4) a pH 4, concentración del 3% p/p y 

fuerza iónica 45 mM. 

 

 En el Ensayo 2 se midieron tamaños de partícula mayores, aproximadamente 50 

μm, mientras que en el Ensayo 4 el diámetro del pico máximo fue 8 μm (Figura 29). Las 

diferencias se deben a las condiciones en las que se realizaron los ensayos, influyendo 

sobre todo el pH y la concentración de la alimentación como se explicará más adelante 

con las superficies de respuesta. 

 En la Tabla XVII se presentan una serie de parámetros generados por el 

Mastersizer que indican de diferente forma los tamaños de partícula medidos en ambos 

ensayos. Su significado ya se explicó en el apartado de consideraciones teóricas y/o 

experimentales. 

 

Tabla XVII: Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos tras el tratamiento térmico 

de los Ensayos 2 y 4. (Parte 1) 

 

D [4,3] 

(µm) 

D [3,2] 

(µm) 

D (v, 0,1) 

(µm) 

D (v, 0,5) 

(µm) 

D (v, 0,9) 

(µm) 

Ensayo 2 42,16 10,84 7,47 31,91 90,85 

Ensayo 4 10,93 5,87 3,56 8,12 19,27 
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Tabla XVII: Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos tras el tratamiento térmico 

de los Ensayos 2 y 4. (Parte 2) 

 
Span 

 

Pico máximo 

(µm) 

V pico máximo 

(ln %) 

Ensayo 2 2,61 48,27 6,51 

Ensayo 4 1,94 7,72 9,26 

 

 Los resultados del reómetro se presentan en gráficas construidas por el programa 

Rheowin 3 Data Manager de HAAKE en las que se representa el esfuerzo cortante (�) 

en Pa, frente a la velocidad de cizalla (��) en s-1 y la viscosidad (�) en cP. Para cada 

ensayo aparecen representadas dos réplicas y tablas con parámetros de interés. El 

criterio que se siguió para considerar dos réplicas reproducibles fue que debían tener 

viscosidades a 100 s-1 similares. 

 En general, tras el tratamiento térmico los fluidos presentaron comportamiento 

pseudoplástico. 

 

 

Figura 30: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico para el 

Ensayo 2. 
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Tabla XVIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 

η a 100 s-1 (cP) 510,00 529,50 519,75 

 

 

Figura 31: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico para el 

Ensayo 4. 

 

Tabla XIX:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 

η a 100 s-1 (cP) 28,32 31,51 29,92 

 

 Ambos presentaron comportamientos de fluidos pseudoplásticos como se 

observa en las Figuras 30 y 31 al igual que, en general, todos los ensayos de tratamiento 

térmico realizados. Las Tablas XVIII y XIX recogen los parámetros de ajuste al modelo 
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de Ostwald de Waele donde el valor de “n”, inferior a 1 en ambos casos, también indica 

que estamos ante fluidos de tipo pseudoplástico. Los valores de viscosidad a 100 s-1 

fueron muy diferentes, siendo la del Ensayo 2 superior debido de nuevo a la 

concentración de proteína empleada, así como al pH. La fuerza iónica tampoco influyó 

demasiado en esta variable como indicarán más adelante las superficies de respuesta. El 

resto de ensayos aparecen recogidos en el Apéndice. 

 En cuanto a la tercera variable respuesta, las diferencias existentes en los % de 

agregación en el TT tras centrifugación entre los dos ensayos considerados fueron 

notables. La agregación para el Ensayo 2 fue aproximadamente el doble de la del 

Ensayo 4 (40,50% y 19,23%, respectivamente), hecho que también se explica por las 

diferencias de pH y concentración de proteína entre los dos experimentos como se verá 

en el siguiente punto. 

 

8.1.2.1. Superficies de respuesta del tratamiento térmico 

 En la construcción de las superficies de respuesta con el programa Statgraphics 

(Centurion XV version) statistical analysis and data visualization software 

(STATPOINT TECHNOLOGIES INC, EE.UU) se tomaron como variables respuesta el 

tamaño de las partículas formadas (determinado por el D(v, 0,5)), la reología 

(determinada por la viscosidad a 100 s-1 de velocidad de deformación y “n” del ajuste de 

Ostwald de Waele) y el % de agregación en el tratamiento térmico tras centrifugación. 

Las variables independientes fueron el pH, la concentración y la fuerza iónica. Se 

construyó una superficie de respuesta para cada pH de trabajo apareciendo asociadas las 

tablas correspondientes que recogen los resultados utilizados para construir las 

superficies en cada caso. Para obtener mejores ajustes, se descartaron algunos ensayos. 

No obstante, no se pudieron descartar más de tres ensayos para cada variable respuesta, 

ya que se verían afectados los grados de libertad del sistema. 

 

8.1.2.1.1. Tamaño de partícula 

 Para el caso del tamaño se consideraron los valores de D(v, 0,5) en μm (Tabla 

XX) y se construyeron las superficies de respuesta correspondientes. Se descartó el 
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Ensayo 6 (E6) ya que el D(v, 0,5) de 185,26 μm obtenido parecía un valor demasiado 

bajo comparado con otros ensayos en similares condiciones (como por ejemplo el 

Ensayo 14). Eliminando este ensayo se consiguió un mejor ajuste en las superficies. 

 Se debe tener en cuenta que los tamaños de partícula medidos con el Mastersizer 

pueden no ser del todo fiables, ya que este realiza las medidas considerando que todas 

las partículas son esferas. La distribución del tamaño de partículas se expresa en 

términos de volúmenes de esferas equivalentes, pudiendo originar errores si la partícula 

es de forma irregular. 

 

Tabla XX:  Tamaños de partícula representados por el D(v, 0,5) en función del pH, la concentración y la 

fuerza iónica para el tratamiento térmico. 

  
pH 

 

Concentración 

(% p/p) 

Fuerza Iónica  

(mM CaCl2) 

D(v, 0,5) 

(µm) 

E1 5,5 7 45 27,01 

E2 5,5 7 45 31,91 

E3 5,5 7 45 28,88 

E4 4,0 3 45 8,12 

E5 5,5 11 90 148,27 

E6 7,0 7 90 -  

E7 5,5 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 ecuación obtenida para las superficies de respuesta del D(v, 0,5) fue la 

siguiente (teniendo en cuenta que la concentración está en % p/p y la fuerza iónica en 

mM CaCl2 para dar el D(v, 0,5) en μm): 

 

9:;, <, => 
 2936,55 � 1016,64 · 3? � 182,299 · @4�1/�5.012ó� � 0,874551

· BC/.D0 2ó�210 � 85,0642 · 3?# � 36,0458 · 3? · @4�1/�5.012ó�

� 0,290454 · 3? · BC/.D0 2ó�210 � 0,807897 · @4�1/�5.012ó�#

� 0,106035 · @4�1/�5.012ó� · BC/.D0 2ó�210 � 0,0185707

· BC/.D0 2ó�210# 

 

 El ajuste obtenido fue E# 
 92,34. En la Figura 32 se muestra gráficamente el 

grado de ajuste del modelo, representado los valores observados en los experimentos 

frente a los predichos por la ecuación de las superficies de respuesta del tamaño de 

partícula. En este caso, se observaron algunas desviaciones que se alejaron de lo 

predicho y que pueden ser debidas a, por ejemplo, desajustes en la temperatura durante 

la experimentación, problemas de agitación, etc. 

 

 

Figura 32: Valores observados frente a los predichos para el D(v, 0,5) tras el tratamiento térmico. 
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 En la Figura 33 se muestran las superficies de respuesta del tamaño de partícula. 

 

 

 

Figura 33: Superficies de respuesta estimadas para la variable tamaño de partícula a diferentes pHs para 

el tratamiento térmico. El tamaño de partícula viene representado por el D(v, 0,5) (μm). 
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 Se puede observar como en la Figura 33 algunas de las superficies aparecen 

cortadas, descartándose los valores negativos. Al tratarse de un modelo matemático 

predictivo, el programa representó los valores negativos, pero en la variables que se 

consideraron carecen de sentido. Cabe destacar que los descensos no son demasiado 

bruscos atendiendo al sentido y dirección de las superficies. 

 Además de las superficies de respuesta (Figura 33), en la Figura 34 se 

representan los efectos principales del pH, la concentración y la fuerza iónica sobre el 

D(v, 0,5) para el tratamiento térmico. Es una representación del diagrama de Pareto que 

muestra las tendencias que sigue el D(v, 0,5) en función de las diferentes variables 

independientes. Se utilizó también, al igual que las superficies de respuesta, para 

estudiar la influencia que estas tuvieron sobre el D(v, 0,5). 

 

 

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

tratamiento térmico. 

 

 Las superficies de respuesta (Figuras 33), así como la gráfica de efectos 

principales (Figura 34), muestran una tendencia de aumento del tamaño de partícula con 

el pH [39], a pesar de que la superficie de respuesta a pH 4 (Figura 33) no parece 

predecir correctamente el tamaño de partícula, ya que se alcanzan valores de hasta 150 

μm, cuando los resultados experimentales obtenidos fueron inferiores a 15 μm. El pH 
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y la reactividad del grupo tiol. Esto hace que predecir su efecto sobre la agregación y, 

por tanto, sobre el tamaño, sea complejo.  

 A pHs alejados del punto isoeléctrico aumentan las repulsiones electroestáticas 

entre las partículas al haber más cargas, lo que hace que la agregación sea más 

complicada. A valores de pH próximos al punto isoeléctrico (pI) disminuyen las 

repulsiones al ser nula la carga neta de las proteínas, lo que permite que se establezcan 

interacciones hidrofóbicas, fuerzas de van der Waals y atracciones electrostáticas entre 

los grupos positivos de una proteína y los negativos de otra, formándose agregados [40, 

67]. Teniendo en cuenta que la β-Lg es la proteína mayoritaria, se puede referir la 

agregación a esta proteína. Por tanto, según esta teoría como, el pI de la β-Lg es 5,2 

[10], el mayor tamaño de partícula debería obtenerse a pH 5,5, que es el más próximo al 

pI de los pHs de trabajo. Los resultados obtenidos contradicen estos estudios, ya que la 

mayor agregación se produjo a pH 7. 

 Sin embargo, también se ha comprobado que la reactividad de los grupos tiol 

aumenta con el pH facilitando la formación de enlaces disulfuro [41]. Esto se debe a que 

a medida que el pH decrece, se necesita mayor energía para que los grupos tiol de la β-

Lg queden expuestos y disponibles para establecer interacciones covalentes con otras 

proteínas [8, 10]. La mayor reactividad de los grupos –SH se da a pH 6,5-8, ya que tiene 

lugar un cambio conformacional y replegamiento de la β-Lg (transición de Tanford) que 

expone los grupos tiol [31] y permite que las proteínas se agreguen. Dissanayake et al. 

[55] demostraron en sus estudios que a pH ácido los grupos –SH son prácticamente 

inactivos. Por tanto, mayores valores de pH implican mayor probabilidad de que se 

establezcan enlaces entre las partículas y por ello se formen agregados de mayor 

tamaño, justificando así la tendencia observada en los experimentos realizados. 

 El aumento de la concentración se tradujo en un aumento del tamaño de 

partícula. Esta misma tendencia fue estudiada por varios autores [48, 68]. La 

concentración de proteína influye notablemente en la desnaturalización y agregación de 

la β-lactoglobulina (proteína mayoritaria), provocando que se formen agregados de 

mayor peso y tamaño al aumentarla. La concentración no influye en el desdoblamiento 

de las proteínas, mientras que en el paso posterior de asociación para formar agregados 

sí que tiene un marcado efecto. Al calentar la β-lactoglobulina se modifica 

irreversiblemente su estructura terciaria independientemente de la concentración. Sin 
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embargo, la formación posterior de agregados se ve favorecida tanto por el incremento 

de la temperatura como de la concentración. La velocidad de agregación es proporcional 

a la concentración del monómero de β-lactoglobulina y el diámetro de la β-

lactoglobulina aumenta con la concentración y la temperatura [31]. 

 En los experimentos realizados la fuerza iónica no influyó en el tamaño de las 

partículas formadas en el tratamiento térmico (Figuras 33 y 34). Esta tendencia 

contradice los estudios de Ryan et al [10] según los cuales cuando a la disolución no se 

le añaden sales, los agregados comienzan a crecer rápidamente al alcanzar 68,5ºC pero, 

alcanzado un cierto tamaño (0,025 µm), las partículas dejan de crecer. En esta situación, 

si se calienta durante un tiempo prolongado se consigue incrementar el número de 

agregados, pero no el tamaño. Si se añade una sal como NaCl, o CaCl2 como en el caso 

de los ensayos realizados, se consigue aumentar el diámetro de los agregados con el 

tiempo de calentamiento. Esto se debe en parte a que decrecen las repulsiones 

intermoleculares, promoviendo la agregación. En cuanto a la utilización de una sal u 

otra, Ryan et al [10] demostraron que concentraciones más bajas de CaCl2 favorecen 

más la agregación que el NaCl, ya que el calcio es un catión divalente y puede formar 

puentes de calcio entre grupos con carga negativa de las proteínas (efecto crosslinking 

del Ca2+) [42]. El Ca2+ establece puentes iónicos entre grupos carboxilo consiguiendo 

neutralizar la carga de la superficie de las proteínas y aumentando la agregación, que 

conduce a tamaños de partícula mayores. El hecho de que los resultados obtenidos sean 

contrarios a esta teoría puede ser debido al alto contenido salino del producto utilizado. 

El WPC 35 presenta mayor concentración de sales que, por ejemplo, el WPC 60, lo que 

hizo que las variaciones de fuerza iónica que se provocaron no fueran suficientes como 

para observar cambios en el tamaño de los agregados. Se varió la concentración de 

CaCl2 añadida entre 0-90 mM, pero esto solo supuso en valores de conductividad un 

aumento de 5-6 mS/cm como máximo, que puede que no provocaran los efectos 

descritos por los autores citados anteriormente. Otra posible causa es que las 

operaciones de procesado del WPC (proceso térmico, acidificación y extrusión) 

hubieran ocasionado desnaturalización y agregación previa de las proteínas alterando 

sus propiedades e impidiendo que el calcio favoreciera la agregación [69]. 
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8.1.2.1.2. Reología 

 Para construir las superficies de respuesta y conocer el modelo reológico se 

tomaron los valores de la viscosidad a 100 s-1 de velocidad de deformación (Tabla XXI) 

y se construyeron las superficies de respuesta correspondientes a diferentes pHs. 

 

Tabla XXI: Viscosidad a 100 s-1 en función del pH, la concentración y la fuerza iónica para las muestras 

recogidas tras el tratamiento térmico. 

  
pH 

 

Concentración 

(% p/p) 

Fuerza Iónica  

(mM CaCl2) 

Viscosidad a 100 s-1  

(cP) 

E1 5,5 7 45 417,25 

E2 5,5 7 45 519,75 

E3 5,5 7 45 448,10 

E4 4,0 3 45 29,92 

E5 5,5 11 90 874,90 

E6 7,0 7 90 450,90 

E7 5,5 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). El primero presentó una 

viscosidad de 276,30 cP, valor demasiado bajo si lo comparamos por ejemplo con el 

Ensayo 14 que, estando al mismo pH, presentó una viscosidad más alta a pesar de ser a 

concentración inferior. Respecto al Ensayo 15, no se tuvo en cuenta por la razón 

contraria. La viscosidad obtenida en este caso fue de 1345 cP, demasiado alta si la 

comparamos con el Ensayo 5 realizado en las mismas condiciones de pH y 
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concentración, ya que se consideró que la fuerza iónica, como en el tamaño, no tuvo 

influencia como se puede ver si se comparan los Ensayos 6 y 14. Eliminando estos dos 

ensayos se obtuvo un mejor ajuste de las superficies de respuesta. 

 Se debe tener en cuenta que las viscosidades a 100 s-1 medidas con el reómetro 

pueden no ser del todo fiables, puesto que se pudieron cometer errores de medición si la 

muestra no se distribuyó homogéneamente, ya que en general se trabajó con 

suspensiones, por la presencia de burbujas o porque no hubiera suficiente adherencia 

entre el plato móvil y la muestra, produciéndose el deslizamiento del primero sobre la 

segunda. 

 La ecuación obtenida para las superficies de respuesta de la viscosidad 

construidas en base a los resultados experimentales (Figura 36) fue la siguiente 

(teniendo en cuenta que la concentración está en % p/p y la fuerza iónica en mM CaCl2 

para obtener la viscosidad a 100 s-1 en cP): 

 

FGHIJHGKLK 
 �866,074 � 301,752 · 3? � 64,5156 · @4�1/�5.012ó� � 5,39375

· BC/.D0 2ó�210 � 30,385 · 3?# � 19,7642 · 3? · @4�1/�5.012ó�

� 0,514074 · 3? · BC/.D0 2ó�210 � 4,34055 · @4�1/�5.012ó�#

� 0,0418472 · @4�1/�5.012ó� · BC/.D0 2ó�210 � 0,0313006

· BC/.D0 2ó�210# 

 

 El ajuste obtenido fue E# 
 98,80. En la Figura 35 se muestra gráficamente el 

grado de ajuste del modelo, representado los valores observados en los experimentos 

frente a los predichos por la ecuación de las superficies de respuesta de la viscosidad. 

Los valores medidos coincidieron con gran exactitud con los predichos, siendo correcto 

el ajuste del modelo. 
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Figura 35: Valores observados frente a los predichos para la viscosidad (a 100 s-1) tras el tratamiento 

térmico. 

 

 En la Figura 36 se muestran las superficies de respuesta relativas a la variable 

viscosidad. 

 

Figura 36: Superficies de respuesta estimadas para la variable viscosidad (a 100 s-1) a diferentes pHs para 

el tratamiento térmico. (Parte 1) 
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Figura 36: Superficies de respuesta estimadas para la variable viscosidad (a 100 s-1) a diferentes pHs para 

el tratamiento térmico. (Parte 2) 
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Figura 37: Efectos principales de las diferentes variables independientes sobre la viscosidad (a 100 s-1) 

de las muestras recogidas tras el tratamiento térmico. 

 

 Mayores valores de pH dieron lugar a muestras con mayor viscosidad (Figuras 

36 y 37). Parece no estar muy claro el comportamiento que sigue esta variable con el pH 
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proteínas [69]. Por tanto, parece haber una correlación entre la viscosidad y el % de 

agregación en el TT que permite suponer que ambas variables seguirán las mismas 

tendencias. Siguiendo esta teoría, más adelante se explicará como el % de agregación 

aumenta con la concentración, lo que implicará y justificará el hecho de que la 

viscosidad también lo haga. 

 Por su lado, la fuerza iónica prácticamente no influyó en la viscosidad (Figuras 

36 y 37). Chung et al. [69] lo relacionaron con las características de la materia prima 

utilizada, por lo que la justificación puede ser la misma que en el caso del tamaño, es 

decir, la no influencia debida al alto contenido salino del WPC 35. 

 También se estudió el comportamiento reológico de los fluidos construyendo 

superficies de respuesta con los valores de “n” obtenidos en el tratamiento térmico de 

los diferentes ensayos (Tabla XXII). 

 

Tabla XXII:  Valores de “n” en función del pH, la concentración y la fuerza iónica para el TT. 

  
pH 

 

Concentración 

(% p/p) 

Fuerza Iónica 

(mM CaCl2) 

n 

 

E1 5,5 7 45 0,17 

E2 5,5 7 45 0,08 

E3 5,5 7 45 0,13 

E4 4,0 3 45 0,46 

E5 5,5 11 90 - 

E6 7,0 7 90 0,02 

E7 5,5 3 0 0,24 

E8 7,0 3 45 0,62 

E9 4,0 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 explicó en apartados anteriores, “n” es un parámetro del modelo de 

Ostwald de Waele que representa el índice de comportamiento del fluido. En el 

tratamiento térmico, todos los fluidos presentaron comportamiento pseudoplástico, pero 

en mayor o menor grado en función de las condiciones. 

 En las superficies de respuesta no se incluyeron los Ensayos 5, 12 y 15 por 

presentar valores negativos que no eran lógicos. Con esto se consiguió un mejor ajuste 

de las superficies de respuesta. De nuevo se tuvo en cuenta que en las medidas 

realizadas por el reómetro se pudieron cometer errores por problemas al distribuir la 

muestra homogéneamente en los elementos de medida, la presencia de burbujas o la 

falta de adherencia entre el plato móvil y la muestra. 

 Con los datos de la Tabla XXII se construyeron las superficies de respuesta 

(Figura 39) cuya ecuación fue la siguiente (teniendo en cuenta que la concentración está 

en % p/p y la fuerza iónica en mM CaCl2):  

 

M 
 1,60045 � 0,642648 · 3? � 0,191932 · @4�1/�5.012ó� � 0,00695453

· BC/.D0 2ó�210 � 0,0707391 · 3?# � 0,028311 · 3?

· @4�1/�5.012ó� � 0,0000189148 · 3? · BC/.D0 2ó�210

� 0,00886732 · @4�1/�5.012ó�# � 0,000254712 · @4�1/�5.012ó�

· BC/.D0 2ó�210 � 0,000067364 · BC/.D0 2ó�210# 

 

 El ajuste obtenido fue E# 
 98,93. En la Figura 38 se muestra gráficamente el 

grado de ajuste del modelo, representado los valores observados en los experimentos 

frente a los predichos por la ecuación de las superficies de respuesta de “n”. Los valores 

medidos coincidieron con gran exactitud con los predichos, siendo correcto el ajuste del 

modelo. 
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Figura 38: Valores observados frente a los predichos para “n” tras el tratamiento térmico. 

 

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

diferentes pHs. 

Figura 39: Superficies de respuesta estimadas para “n” a diferentes pHs para el tratamiento térmico. 

(Parte 1) 

 

O
bs

e
rv

a
do

Predicho
0 0,3 0,6 0,9

0

0,3

0,6

0,9

Concentración (%)
Fuerza iónica (mM)

n

pH=7,0

3 5 7 9 11
0

30
60

90
0

0,2

0,4

0,6

0,8



  Resultados experimentales 

114 
 

 

 

Figura 39: Superficies de respuesta estimadas para “n” a diferentes pHs para el tratamiento térmico. 

(Parte 2) 
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Figura 40: Efectos principales de las diferentes variables independientes sobre “n” para el tratamiento 

térmico. 

 

 En la variación de “n” con el pH, entre pH 4 y pH 5,5 las diferencias fueron 

mínimas (Figuras 39 y 40). En la Figura 40 de efectos principales parece que hubo un 
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newtoniano (Figuras 39 y 40). 
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concentración (Figuras 39 y 40) ya que al haber más proteína es más fácil que se formen 

agregados a través de enlaces hidrofóbicos y disulfuro [69]. 

 En cuanto a la fuerza iónica, en la Figura 40 parece haber un pico a 45 mM, pero 
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que “n” permaneció inalterada a los cambios de esta variable. 
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baja comparada con la del Ensayo 15 (E15). La diferencia entre estos dos ensayos 

estuvo en la fuerza iónica (Tabla XXIII), que prácticamente no influyó en el % de 

agregación en el TT tras centrifugación como se demostrará posteriormente con las 

superficies de respuesta y la gráfica de tendencias. Por tanto, en ambos ensayos 

deberían agregarse cantidades similares de proteínas. Eliminando el Ensayo 5 se obtuvo 

un mejor ajuste de las superficies de respuesta. 

 El protocolo seguido para la determinación de la agregación proteica puede 

reportar errores en las medidas debido a que se realizó visualmente y a que el volumen 

de los tubos que contenían las muestras no estaba finamente calibrado en cuanto a lo 

que las divisiones marcaban. 

 

Tabla XXIII:  % de agregación en el TT tras centrifugación en función del pH, la concentración y la 

fuerza iónica de las muestras recogidas tras el tratamiento térmico. 

  
pH 

 

Concentración 

(% p/p) 

Fuerza Iónica  

(mM CaCl2) 

Agregación 

(%) 

E1 5,5 7 45 40,30 

E2 5,5 7 45 40,50 

E3 5,5 7 45 37,50 

E4 4,0 3 45 19,23 

E5 5,5 11 90 - 

E6 7,0 7 90 30,47 

E7 5,5 3 0 14,73 

E8 7,0 3 45 11,72 

E9 4,0 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 

 



  Resultados experimentales 

117 
 

 La ecuación obtenida para las superficies de respuesta relativas al % de 

agregación en el TT tras centrifugación (Figura 42) fue la siguiente (teniendo en cuenta 

que la concentración está en % p/p y la fuerza iónica en mM CaCl2 para obtener la 

agregación en el TT tras centrifugación en %): 

 

 NOPQOLIGóM 
 �43,4924 � 12,0768 · 3? � 14,88 · @4�1/�5.012ó� � 0,104056

· BC/.D0 2ó�210 � 0,92963 · 3?# � 1,45917 · 3? · @4�1/�5.012ó�

� 0,0334074 · 3? · BC/.D0 2ó�210 � 0,0713542 · @4�1/�5.012ó�#

� 0,00666667 · @4�1/�5.012ó� · BC/.D0 2ó�210 � 0,000665021

· BC/.D0 2ó�210# 

 

 El ajuste obtenido para dichas superficies de respuesta fue E# 
 98,32. En la 

Figura 41 se muestra gráficamente el grado de ajuste del modelo con la representación 

los valores reales frente a los predichos por las superficies de respuesta para el % de 

agregación en el TT tras centrifugación. Los valores medidos coincidieron con gran 

exactitud con los predichos, siendo buena la calidad del modelo. 

 

 

Figura 41: Valores observados frente a los predichos para el % de agregación en el TT tras 

centrifugación. 
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 En la Figura 42 se recogen las superficies de respuesta del % de agregación en el 

tratamiento térmico tras centrifugación obtenidas con el programa Statgraphics.

 

Figura 42: Superficies de respuesta estimadas para el % de agregación en el TT tras centrifugación a 

diferentes pHs. 
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 La Figura 43 de efectos principales también se utilizó para estudiar las 

tendencias del % de agregación en el TT tras centrifugación en función del pH, la 

concentración de proteína empleada en la alimentación y la fuerza iónica, 

complementando la información obtenida en las superficies de respuesta (Figura 42)  

 

 

Figura 43: Efectos principales de las variables independientes sobre % de agregación en el TT tras 

centrifugación. 
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molecular es necesario aumentar el porcentaje de proteína [15]. Por otro lado, Anderson 

et al. [8] concluyeron que la posible causa de esta tendencia pudiera ser el hecho de que 

al aumentar la concentración se forman más agregados ya que la α-lactoalbúmina se 

desnaturaliza más fácilmente por estar más en contacto con la β-lactoglobulina 

desdoblada. 

 El aumento del pH se tradujo en una disminución de la agregación (Figuras 42 y 
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desnaturalización disminuye [8]. La lactosa actúa como protectora de la β-

lactoglobulina y dificulta su desnaturalización [39]. Disminuir este efecto permite que 

las proteínas se desdoblen más fácilmente y se agreguen. 

 Otra posible explicación a esta tendencia es la recogida en estudios previos que 

demostraron que a medida que disminuía el pH se formaban agregados de mayor peso 

molecular. Observaron que la β-Lg variaba su conformación y, por tanto, su peso 

molecular en función del pH: a pH 3,7-5,2 se encontraba asociada en forma de 

octámeros de 144 kDa, a pH 5,5 en forma de tetrámeros de 74,2 kDa de peso molecular 

y a pH 7 como monómeros de aproximadamente 12,5 kDa [67]. Esta misma tendencia 

fue observada por Dissanayake et al. [55] y de la Fuente et al. [31] cuyos estudios 

demostraron que a pHs más ácidos se formaban agregados de mayor peso molecular, 

más compactos y con menor carga negativa. 

 Otros autores observaron tendencias contrarias para la agregación en el 

tratamiento térmico con el pH y las atribuyeron a que la reactividad de los grupos tiol 

era mayor a pHs elevados [15]. Esto facilitaba la formación de enlaces disulfuro, 

favoreciendo la agregación. 

 Existe una tercera tendencia según la cual el % de agregación en el TT tras 

centrifugación sería mayor entorno al punto isoeléctrico debido a que se reducen las 

repulsiones al haber menos cargas y se establecen fuerzas de atracción entre los grupos 

negativos de unas proteínas y los positivos de otras [40], favoreciendo la formación de 

agregados. 

 La variación de la fuerza iónica provocada al añadir CaCl2 prácticamente no 

influyó en la agregación, como muestran las Figuras 42 y 43. De nuevo se repitió el 

mismo comportamiento que para el caso de las variables tamaño y viscosidad, es decir, 

es posible que el contenido salino del producto utilizado fuera demasiado alto y las 

variaciones de conductividad propuestas no fueran adecuadas para provocar cambios 

significativos [69], quedando anulado el efecto crosslinking del calcio y su capacidad 

para proteger las cargas de las proteínas. 

 Cabe destacar que el % de agregación en el TT tras centrifugación no está 

necesariamente relacionado con el tamaño. Bajo determinadas condiciones se formaron 

agregados más grandes pero esto no implicó que hubiera mayor agregación. En la 
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Figura 44 se comparan dos Ensayos. En el primero de ellos (Ensayo 4) el tamaño de 

partícula fue menor (D(v, 0,5) = 8,12 μm) y, sin embargo, se produjo mayor agregación 

observándose un sobrenadante más claro que indica que gran parte de la proteína se 

agregó. En el Ensayo 7 a pesar de haberse formado partículas de mayor tamaño (D(v, 

0,5) = 49,49 μm), los sobrenadantes eran más turbios al quedar mucha proteína sin 

agregar. 

 

Figura 44: Sobrenadantes obtenidos tras centrifugación de los Ensayos 4 y 7. Para cada foto, de izquierda 

a derecha, las muestras se corresponden con la disolución inicial, tratamiento térmico y tratamiento 

mecánico. 

 

8.1.3. Tratamiento mecánico 

 Cada uno de los productos del tratamiento térmico fue sometido a un tratamiento 

mecánico invariable de 300 bar y 1 pase en el homogeneizador, enfriándolos 

previamente a 80ºC. Se realizaron medidas de tamaño, viscosidad y % de proteína 

microparticulada y se construyeron las correspondientes superficies de respuesta como 

en el caso anterior, aunque el estudio del tratamiento mecánico se llevó a cabo en la 

segunda parte de la experimentación con ensayos en los que se varió la presión y el 

número de pases. 
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Tabla XXIV: Tamaño representado por el D(v, 0,5) (μm), viscosidad a 100 s-1 (cP) y proteína 

microparticulada (%) tras el tratamiento mecánico de los diferentes ensayos. 

 

pH 

 

Concentración 

(% p/p) 

F. iónica 

(mM CaCl2) 

D(v, 0,5) 

(µm) 

Viscosidad a 100 s -1 

(cP) 

Prot. microparticulada 

(%) 

E1 5,5 7 45 1,79 8,27 23,85 

E2 5,5 7 45 2,52 10,31 26,40 

E3 5,5 7 45 2,41 12,99 28,40 

E4 4,0 3 45 3,43 8,69 18,75 

E5 5,5 11 90 3,24 111,40 61,54 

E6 7,0 7 90 1,33 28,44 46,83 

E7 5,5 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 respuesta (D(v, 0,5), viscosidad a 100 s-1 

y % de proteína microparticulada) obtenidos tras el paso por el homogeneizador fueron 

inferiores a los del tratamiento térmico (Tabla XXIV). Como se mencionó en el 

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

reómetro, el Mastersizer, así como en el protocolo seguido para determinar los 

porcentajes de agregación. 

En esta parte del experimento es donde se debía buscar el tamaño de partícula 

adecuado para incorporar el microparticulado a diferentes productos. Simplemente con 

las condiciones adecuadas, en el tratamiento térmico ya se pudieron conseguir partículas 

de tamaños entre 3 y 10 μm, alcanzando en el tratamiento mecánico agregados con 

diámetros más pequeños y ajustados. Los tamaños de partícula obtenidos en esta 

segunda etapa en el homogeneizador a 300 bar y 1 pase fueron bastante variados (Figura 
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46). No se representó el Ensayo 12 (E12) debido a que los agregados formados eran 

demasiado grandes y el Mastersizer no fue capaz de medirlos. El tamaño de partícula 

ideal depende del producto al que esté destinado el microparticulado. En el caso de los 

quesos, por ejemplo, se recomiendan tamaños de partícula entre 3-10 µm [35]. Para 

yogures y helados se requieren tamaños menores, de aproximadamente 1-2 μm [36]. 

 

 

Figura 45: % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medidos con el Mastersizer para el 

tratamiento mecánico de los experimentos realizados en diferentes condiciones. 

 

 Se compararon los Ensayos 2 y 4 (E2 y E4), como en el tratamiento térmico, 

construyendo una figura conjunta del tamaño de partícula (Figuras 46) y de la reología 

por separado (Figuras 47, 48 y 49). También se compararon los % de proteína 

microparticulada de ambos ensayos. Las diferencias no fueron tan notables como para el 

tratamiento térmico, pero ambos ensayos se pudieron diferenciar claramente. 

 En el Ensayo 2 (E2, pH 5,5 concentración 7% p/p, fuerza iónica 45 mM) los 

diámetros de las partículas estaban en torno a 3 μm (Figura 46). En el caso del Ensayo 4 

(E4, pH 4, concentración 3% p/p, fuerza iónica 45 mM) los tamaños fueron superiores, 

de 4-5 μm aproximadamente (Figura 46). El pH y la concentración de la alimentación 

fueron las variables que más influencia tuvieron en el tamaño de los agregados 

formados, como se comentará más adelante con las superficies de respuesta. 
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Figura 46: % volumen frente al diámetro de partícula representado (μm) de la muestra sometida a 

tratamiento mecánico para el Ensayo 2 (E2) a pH 5,5, concentración 7% p/p y fuerza iónica 45 mM y el 

Ensayo 4 (E4) a pH 4, concentración del 3% p/p y fuerza iónica 45 mM. 

 

 Aunque para la construcción de las superficies de respuesta se utilizaron los 

valores de D (v, 0,5), existen otras formas de indicar el tamaño (Tabla XXV). 

 

Tabla XXV: Diferentes formas de expresar el tamaño de partícula para el tratamiento mecánico de los 

Ensayos 2 y 4. 

  
D [4,3] 

(µm) 

D [3,2] 

(µm) 

D (v, 0,1) 

(µm) 

D (v, 0,5) 

(µm) 

D (v, 0,9) 

(µm) 

Ensayo 2 4,23 1,31 0,54 2,52 8,10 

Ensayo 4 4,55 1,64 0,61 3,43 7,40 

 

  
Span 

 

Pico máximo 

(µm) 

V pico máximo 

(ln %) 

Ensayo 2 3,01 2,28 6,75 

Ensayo 4 1,98 3,60 9,77 

 

 Los resultados del reómetro se presentan en gráficas construidas por el programa 

Rheowin 3 Data Manager de HAAKE en las que se representa el esfuerzo cortante (�) 
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en Pa, frente a la velocidad de cizalla (��) en s-1 y la viscosidad (�) en cP, como en el 

tratamiento térmico. Se indican dos réplicas para cada ensayo. 

 En general, tras el tratamiento mecánico los fluidos eran pseudoplásticos, pero se 

encontró tendencia al comportamiento newtoniano en algunos casos. 

 

 

Figura 47: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico para el 

Ensayo 2. 

 

Tabla XXVI:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 

representado en la Figura 47 para el Ensayo 2. 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 1,00 1,00 1,00 

k 0,03 0,03 0,03 

n 0,75 0,76 0,75 

η a 100 s-1 (cP) 9,97 10,65 10,31 

 

 Los valores de “n” recogidos en la Tabla XXVI indicaban que el fluido, a pesar 

de ajustarse al modelo de Ostwald de Waele, se aproximaba al comportamiento 

newtoniano (Figura 48 y Tabla XXVII), ya que estaban muy próximos a 1. 
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Figura 48: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico. 

 

Tabla XXVII:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en la 

Figura 48 para el Ensayo 2. 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,98 0,98 0,98 

η (cP) 0,01 0,01 0,01 

η a 100 s-1 (cP) 9,97 10,65 10,31 

 

 El Ensayo 4, a diferencia del 2, no se ajustó al modelo newtoniano. El valor de 

“n” resultó más pequeño que en el caso anterior (Tabla XXVIII) lo que se tradujo en 

que el fluido del E4 era más pseudoplástico (Figura 49 y Tabla XXVIII) que el del E2. 

En general, las diferencias en viscosidad a 100 s-1 no resultaron tan significativas como 

para el tratamiento térmico como se ve en estos ejemplos (Tablas XXVI y XXVIII). 

Ambos fluidos se adaptaron bien a los modelos propuestos con buenos coeficientes de 

regresión. 
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Figura 49: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico para el 

Ensayo 4. 

 

Tabla XXVIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 

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 

η a 100 s-1 (cP) 8,58 8,80 8,69 

 

 El % de proteína microparticulada fue la tercera variable de respuesta estudiada 

para comparar los resultados obtenidos en el tratamiento mecánico de los Ensayo 2 y 4. 

Las condiciones en las que se realizó en Ensayo 2 favorecieron más dicha variable que 

las empleadas en el Ensayo 4, obteniéndose 26,40% de proteína microparticulada para 

el primero y 18,75% para el segundo. 

 

8.1.3.1. Superficies de respuesta del tratamiento mecánico 

 Para las superficies de respuesta del tratamiento mecánico, las variables 

respuesta consideradas fueron tamaño de partícula, viscosidad a 100 s-1 y % de proteína 
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microparticulada, siendo las variables independientes las mismas que las del tratamiento 

térmico (pH, concentración y fuerza iónica). 

 

8.1.3.1.1. Tamaño de partícula 

 En las superficies de respuesta del tamaño de partícula se utilizaron los datos del 

el D(v, 0,5) (µm) (Tabla XXIX) y se construyó una superficie de respuesta para cada pH 

de trabajo. 

 

Tabla XXIX:  Tamaño de partícula representado por el D(v, 0,5) en función del pH, la concentración y la 

fuerza iónica para el tratamiento mecánico. 

 

pH 

 

Concentración 

(% p/p) 

Fuerza iónica 

(mM CaCl2) 

D(v, 0,5) 

(µm) 

E1 5,5 7 45 - 

E2 5,5 7 45 2,52 

E3 5,5 7 45 2,41 

E4 4,0 3 45 3,43 

E5 5,5 11 90 3,24 

E6 7,0 7 90 1,33 

E7 5,5 3 0 1,21 

E8 7,0 3 45 0,88 

E9 4,0 7 90 3,43 

E10 5,5 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 5,5 11 0 3,53 

 

 En este caso, se descartaron dos ensayos (E1 y E14) para obtener un mejor ajuste 

de las superficies de respuesta (Tabla XXIX). El Ensayo 1 se descartó debido a que el 
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tamaño medido (1,79 μm) era inferior al de los Ensayos 2 y 3 (2,52 μm y 2,41 μm, 

respectivamente), que se realizaron en las mismas condiciones. El Ensayo 14 no se tuvo 

en cuenta por problemas a la hora de pasar la muestra por el homogeneizador, ya que en 

un principio solo pasaba la parte líquida de la muestra y el sólido acabó por impedir el 

paso totalmente. De nuevo se tuvieron en cuenta los posibles errores derivados de las 

medidas realizadas en el Mastersizer mencionados anteriormente. 

 La ecuación obtenida para las superficies de respuesta del D(v, 0,5) (Figura 51) 

fue la siguiente (teniendo en cuenta que la concentración está en % p/p y la fuerza 

iónica en mM CaCl2 para obtener el D(v, 0,5) en μm): 

 

9 :;, <, => 
 9,97219 � 2,23535 · 3? � 0,662839 · @4�1/�5.012ó� � 0,0505069

· BC/.D0 2ó�210 � 0,106944 · 3?# � 0,153542 · 3? · @4�1/�5.012ó�

� 0,00716667 · 3? · BC/.D0 2ó�210 � 0,00441406 · @4�1/�5.012ó�#

� 0,0009375 · @4�1/�5.012ó� · BC/.D0 2ó�210 � 0,0000700617

· BC/.D0 2ó�210# 

 

 El ajuste obtenido en este caso fue E# 
 96,31. 

 

 

Figura 50: Valores observados frente a los predichos para el D(v, 0,5) tras el tratamiento mecánico. 
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 Para comprobar el grado de ajuste del modelo que se utilizó, se representaron, 

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

Al estar muy próximos los primeros a los segundos, se concluyó que el modelo era 

capaz de predecir correctamente los resultados. 

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

el tratamiento mecánico. 

 

Figura 51: Superficies de respuesta estimadas para la variable tamaño de partícula a diferentes pHs tras 

el tratamiento mecánico. El tamaño viene representado por el D(v, 0,5). (Parte 1) 
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Figura 51: Superficies de respuesta estimadas para la variable tamaño de partícula a diferentes pHs tras 

el tratamiento mecánico. El tamaño viene representado por el D(v, 0,5). (Parte 2) 

 

 La Figura 51 muestra las mismas tendencias del D(v, 0,5) con la concentración y 

la fuerza iónica que para el caso del tratamiento térmico, es decir, el incremento de la 

primera dio lugar a agregados de mayor tamaño mientras que la segunda no tuvo 

influencia. 

 En el caso del pH se observó el comportamiento contrario a la etapa de 

tratamiento térmico. Tras el paso por el homogeneizador, el tamaño de los agregados 

disminuyó al incrementar el pH. Este comportamiento pudo ser debido a que la 

cizalladura ejerció un mayor efecto sobre las partículas de mayor tamaño provenientes 

del tratamiento térmico. Erabit et al. [71] observaron el mismo comportamiento en sus 

estudios, dando lugar los agregados de mayor tamaño sometidos a una determinada 

presión a partículas finales más pequeñas que en el caso de agregados de menor tamaño 

sometidos a idéntico tratamiento. 

 Estas mismas tendencias se pudieron comprobar en la Figura 52, donde se 

representaron los efectos principales del pH, concentración y fuerza iónica sobre el D(v, 

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

tratamiento mecánico. 

 

8.1.3.1.2. Reología 

 Para construir las superficies de respuesta y conocer el modelo reológico se 

tomaron los valores de la viscosidad a 100 s-1 (Tabla XXX). Se descartó únicamente el 

Ensayo 14 (E14) por los problemas en el homogeneizador comentados anteriormente 

que hicieron que las muestras recogidas no fueran representativas. Eliminando este 

ensayo se obtuvo un mejor ajuste de las superficies de respuesta. 

 De nuevo se tuvo en cuenta que las viscosidades a 100 s-1 medidas con el 

reómetro pueden no ser del todo fiables, puesto que se pudieron cometer los errores 

anteriormente comentados. 
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Tabla XXX:  Viscosidad a 100 s-1 en función del pH, la concentración y la fuerza iónica para el 

tratamiento mecánico. 

 

pH 

 

Concentración 

(% p/p) 

Fuerza iónica 

(mM CaCl2) 

Viscosidad a 100 s-1 

(cP) 

E1 5,5 7 45 8,27 

E2 5,5 7 45 10,31 

E3 5,5 7 45 12,99 

E4 4,0 3 45 8,69 

E5 5,5 11 90 111,40 

E6 7,0 7 90 28,44 

E7 5,5 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 0 54,56 

E14 7,0 7 0 - 

E15 5,5 11 0 24,36 

 

 La ecuación obtenida para las superficies de respuesta relativas a la viscosidad a 

100 s-1del tratamiento mecánico (Figura 54) fue la siguiente (teniendo en cuenta que la 

concentración está en % p/p y la fuerza iónica en mM CaCl2 para obtener la viscosidad a 

100 s-1 en cP): 

 

FGHIJHGKLK 
 224,287 � 76,2108 · 3? � 19,9967 · @4�1/�5.012ó� � 1,74489

· BC/.D0 2ó�210 � 7,81556 · 3?# � 8,22948 · 3? · @4�1/�5.012ó�

� 0,35722 · 3? · BC/.D0 2ó�210 � 2,22314 · @4�1/�5.012ó�#

� 0,119769 · @4�1/�5.012ó� · BC/.D0 2ó�210 � 0,00529468

· BC/.D0 2ó�210# 
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 El ajuste obtenido fue E# 
 96,77. Al igual que en los casos anteriores, los 

valores observados fueron muy próximos a los predichos (Figura 53), resultando un 

buen ajuste indicador de la buena calidad del modelo. 

 

Figura 53: Valores observados frente a los predichos para la viscosidad (a 100 s-1) tras el tratamiento 

mecánico. 

 

 En la Figura 54 se recogen las superficies de respuesta de la viscosidad a 100 s-1 

a diferentes pHs. De nuevo se descartaron los valores negativos predichos por el modelo 

matemático al carecer de sentido para las variables estudiadas. 

 

Figura 54: Superficies de respuesta estimadas para la variable viscosidad (a 100 s-1) a diferentes pHs para 

el tratamiento mecánico. (Parte 1) 
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Figura 54: Superficies de respuesta estimadas para la variable viscosidad (a 100 s-1) a diferentes pHs para 

el tratamiento mecánico. (Parte 2) 

 

 La Figura 54 muestra que en los ensayos realizados hubo una tendencia al 

descenso de la viscosidad a medida que aumentaba el pH. Al igual que en el tratamiento 

térmico, se puede relacionar el comportamiento de la viscosidad con el del tamaño de 

partícula, ya que siguen la misma tendencia [48, 49, 51]. En este sentido, se explicó que 

el tamaño disminuye a valores elevados de pH, provocando que la viscosidad también 

sea menor. 
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partículas, lo que se traduce en un incremento de la viscosidad [70]. Los agregados 

formados son de mayor tamaño, lo que provoca que la muestra sea más viscosa [49]. 

 En el caso de la fuerza iónica, sí pareció influir en la viscosidad del tratamiento 

mecánico. El aumento de la cantidad de CaCl2 añadida se tradujo en un aumento de la 

viscosidad (Figura 54). Al añadir una sal se consigue reducir las repulsiones entre las 

partículas, formándose agregados de mayor diámetro al favorecerse la agregación [10]. 

Ryan et al. [10] demostraron que el CaCl2 favorecía más la agregación que otras sales, 

ya que al ser el calcio un catión divalente podía formar puentes de calcio entre grupos 

con carga negativa de las proteínas (efecto crosslinking del Ca2+) [42]. Sin embargo, la 

Figura 54 indica que la influencia de la fuerza iónica fue menos importante que la del 

pH y la concentración. 

 Estas mismas tendencias de la viscosidad a 100 s-1 con el pH, la concentración 

de proteína en la alimentación y la fuerza iónica se pueden observar en la Figura 55. 

 

 

Figura 55: Tendencias de la viscosidad (a 100 s-1) con respecto a las diferentes variables independientes 

para el tratamiento mecánico. 
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Tabla XXXI:  “n” en función del pH, la concentración y la fuerza iónica para el tratamiento mecánico. 

  pH Concentración Fuerza iónica n 

    (% p/p) (mM CaCl2)   

E1 5,5 7 45 0,80 

E2 5,5 7 45 0,75 

E3 5,5 7 45 0,60 

E4 4,0 3 45 0,32 

E5 5,5 11 90 0,18 

E6 7,0 7 90 0,42 

E7 5,5 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 tratamiento mecánico se ajustaron al 

modelo de Ostwald de Waele. Sin embargo, en algunos ensayos los valores de “n” eran 

muy próximos a 1 (comportamiento newtoniano). 

 Para obtener un mejor ajuste de las superficies de respuesta se descartaron los 

Ensayos 11 y 12, ya que presentaron valores de “n” negativos que no son lógicos (Tabla 

XXXI). 

 La ecuación obtenida para las superficies de respuesta (Figura 57) fue la 

siguiente (teniendo en cuenta que la concentración está en % p/p y la fuerza iónica en 

mM CaCl2): 
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M 
 �4,32133 � 1,63285 · 3? � 0,0812871 · @4�1/�5.012ó� � 0,0175352

· BC/.D0 2ó�210 � 0,125122 · 3?# � 0,0188038 · 3?

· @4�1/�5.012ó� � 0,003091 · 3? · BC/.D0 2ó�210 � 0,000980964

· @4�1/�5.012ó�# � 0,00104174 · @4�1/�5.012ó� · BC/.D0 2ó�210

� 0,0000207035 · BC/.D0 2ó�210# 

 

 El ajuste obtenido fue E# 
 98,27. En la representación de los valores obtenidos 

en la experimentación frente a los predichos por la superficie de respuesta (Figura 56) 

prácticamente no se observan desviaciones, confirmando el buen ajuste indicado por el 

coeficiente de regresión. 

 

 

Figura 56: Valores observados frente a los predichos para “n” tras el tratamiento mecánico. 
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Figura 57: Superficies de respuesta estimadas para “n” a diferentes pHs para las muestras obtenidas tras 

el tratamiento mecánico. 

 

 Las tendencias de “n” con el pH y la concentración fueron similares a las del 
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 Para el caso del pH, a medida que éste aumentó el fluido se hizo más 

newtoniano acercándose “n” a valores próximos a 1 (Figura 57). A pH 4 el fluido 

presentó un comportamiento marcadamente pseudoplástico con valores de “n” muy 

alejados de 1, mientras que a pH 7 “n” fue muy próxima a 1. Por otro lado, con la 

concentración siguió la tendencia contraria al pH. Al aumentar el contenido de proteína, 

“n” fue disminuyendo y acercándose más a cero (Figura 57) lo cual indicaría que 

aumenta el comportamiento pseudoplástico del fluido. El aumento del contenido salino 

se tradujo en el aumento del comportamiento pseudoplástico. Cuanto mayor fue la 

cantidad de CaCl2 añadida, menor fue el valor de “n” (Figura 57). 

 Estas mismas tendencias se pueden apreciar en la gráfica de efectos principales 

(Figura 58). 

 

 

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

mecánico. 
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debiendo ser el % de proteína microparticulada también mayor, si tenemos en cuenta las 

tendencias que se explicarán más adelante. El Ensayo 14 se descartó por los problemas 

ya comentados al pasar el producto por el homogeneizador. En cuanto al Ensayo 15, el 

% de proteína microparticulada obtenido (39,23%) fue demasiado bajo en comparación 

con el obtenido para el Ensayo 5 (61,54%), realizado en las mismas condiciones de 

concentración y pH (variables que más influyen en la agregación como se verá más 

adelante). Descartando estos tres ensayos se obtuvo un mejor ajuste de las superficies de 

respuesta. 

 

Tabla XXXII:  % de proteína microparticulada en función del pH, la concentración y la fuerza iónica para 

el tratamiento mecánico. 

 

pH 

 

Concentración 

(% p/p) 

Fuerza iónica 

(mM CaCl2) 

Proteína microparticulada 

(%) 

E1 5,5 7 45 23,85 

E2 5,5 7 45 26,40 

E3 5,5 7 45 28,40 

E4 4,0 3 45 18,75 

E5 5,5 11 90 61,54 

E6 7,0 7 90 - 

E7 5,5 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 construyeron las superficies de respuesta 

cuya ecuación del modelo ajustado (teniendo en cuenta que la concentración está en % 

p/p y la fuerza iónica en mM CaCl2 para dar la proteína micropaticulada en %) fue: 
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% RPJS. 
 151,358 � 57,5298 · 3? � 11,5407 · @4�1/�5.012ó� � 0,45112

· BC/.D0 2ó�210 � 5,37741 · 3?# � 1,345 · 3? · @4�1/�5.012ó�

� 0,0238519 · 3? · BC/.D0 2ó�210 � 0,0899479 · @4�1/�5.012ó�#

� 0,00780556 · @4�1/�5.012ó� · BC/.D0 2ó�210 � 0,00352305

· BC/.D0 2ó�210# 

% RPJS. hace referencia al % de proteína microparticulada. 

 

 El coeficiente de regresión obtenido fue E# 
 99,82. Para comprobar el grado 

de ajuste del modelo se representaron los valores observados frente a los predichos 

(Figura 59) obteniéndose un comportamiento lineal sin prácticamente desviaciones. 

 

 

Figura 59: Valores observados frente a los predichos para el % de proteína microparticulada tras el 

tratamiento mecánico. 
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Figura 60: Superficies de respuesta estimadas para el % de proteína microparticulada (% Prot. 

micropart.) a diferentes pHs tras el tratamiento mecánico. 
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 El aumento del pH se tradujo en una disminución del % de proteína 

microparticulada (Figura 60), al igual que en el tratamiento térmico, ya que a valores 

más bajos de pH la influencia que la lactosa ejerce sobre la desnaturalización disminuye 

[8]. La lactosa actúa como protectora de la β-lactoglobulina y dificulta su 

desnaturalización [39]. Disminuir este efecto permite que las proteínas se desdoblen 

más fácilmente y se agreguen. 

 El % de proteína microparticulada aumentó con la concentración (Figura 60) al 

igual que en el tratamiento térmico. Como se explicó anteriormente cuanto mayor es la 

cantidad de proteína más rápido es el paso de agregación posterior a la 

desnaturalización [15]. 

 La fuerza iónica mantuvo la misma tendencia y apenas influyó en la cantidad de 

proteína microparticulada debido al alto contenido salino del WPC 35, que hizo que los 

cambios de conductividad provocados no fueran adecuados. El efecto crosslinking del 

ión calcio y su capacidad para proteger cargas de nuevo no fueron significativos [69]. 

 Estas mismas tendencias del % de proteína microparticulada con el pH, la 

concentración de proteína y la fuerza iónica se pueden ver en la Figura 61. 

 

 

Figura 61: Tendencias del % proteína microparticulada (% Prot. micropart.) con respecto a las diferentes 

variables independientes para el tratamiento mecánico. 
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 Para comprobar las superficies de respuesta se llevó a cabo la optimización de la 

respuesta a través del programa Statgraphics con el objetivo de obtener la máxima 

agregación.  

 Para el tratamiento térmico, en un principio el programa predijo un óptimo 

(Tabla XXXIII) que, debido a limitaciones físicas, se consideró que no era adecuado y 

se descartó. Los ensayos realizados indicaban que una concentración del 11% podría 

provocar dificultades en la agitación y en el control de la temperatura, así como en el 

paso posterior por el homogeneizador. 

 

Tabla XXXIII:  pH, concentración (% p/p), fuerza iónica (mM CaCl2) para el ensayo óptimo de 

máxima agregación predicho por el Statgraphics, así como los valores de las variables respuesta. 

 
Óptimo 

pH 4,0 

Concentración (% p/p) 10,96 

Fuerza iónica (mM CaCl2) 0,06 

D(v, 0,5) (µm) 856,23 

Viscosidad a 100 s-1 (cP) 1096,18 

Agregación en el TT (%) 80,45 

 

 Manteniendo el objetivo de máxima agregación se sugirió que la concentración 

del ensayo destinado a comprobar las superficies de respuesta del tratamiento térmico 

fuera del 8%. Para este caso el Statgraphics propuso un ensayo que, aunque no suponía 

limitaciones físicas, se descartó porque era a pH 4 (Tabla XXXIV) y la superficie de 

respuesta a este pH no predecía bien los tamaños de las partículas formadas como se 

explicó anteriormente. De hecho, el D(v, 0,5) predicho era negativo. 
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Tabla XXXIV:  pH, concentración (% p/p), fuerza iónica (mM CaCl2) y variables respuesta para el 

ensayo predicho por el Statgraphics, prefijando una concentración de la alimentación del 8%. 

 
Óptimo 

pH 4,0 

Concentración (% p/p) 8,00 

Fuerza iónica (mM CaCl2) 0 

D(v, 0,5) (µm) -22,19 

Viscosidad a 100 s-1 (cP) 1096,18 

Agregación (%) 57,72 

 

 Finalmente se propuso que el ensayo a realizar fuera a pH 5, con una 

concentración del 8% y fuerza iónica 0 mM. Se eligieron estas condiciones debido a 

requerimientos de las superficies de respuesta en el caso del pH, limitaciones físicas en 

el homogeneizador para la concentración y fuerza iónica 0 mM porque se comprobó que 

no tenía influencia en los ensayos realizados. El programa predijo valores de tamaño, 

viscosidad a 100 s-1 y % de agregación en el tratamiento térmico tras centrifugación 

(Tabla XXXV) que se compararán más adelante con los obtenidos experimentalmente. 

Este mismo experimento se utilizó para comprobar las superficies de respuesta del 

tratamiento mecánico. Los valores de las distintas variables respuesta para éste último 

también se recogen en la Tabla XXXV. 

 

Tabla XXXV: Valores de D (v, 0,5), viscosidad a 100 s-1 y % de agregación en el TT tras centrifugación 

o % de proteína microparticulada predichos por las superficies de respuesta a pH 5, concentración 8% y 

fuerza iónica 0 mM para los tratamientos térmico y mecánico. 

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

 
Tratamiento Térmico Tratamiento Mecánico 

D(v, 0,5) (µm) 15,12 2,59 

Viscosidad a 100 s-1 (cP) 435,30 11,70 

Agregación en el TT (%) 49,76 - 

Prot. microparticulada (%) - 32,92 
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 Con este ensayo, además de comprobar las superficies de respuesta de los 

tratamientos térmico y mecánico realizados anteriormente, se construyeron otras 

superficies de respuesta para el estudio del tratamiento mecánico variando la presión 

entre 150 y 450 bar y el número de pases entre 1 y 3, con el objetivo de estudiar la parte 

del homogeneizador. En la Tabla XXXVI se recogen los experimentos realizados y los 

resultados obtenidos en cada caso. 

 

Tabla XXXVI: D (v, 0,5), viscosidad a 100 s-1 y % proteína microparticulada para los diferentes ensayos 

en función de la presión y el número de pases. 

   
  Producto (pH 5, 8%, f.i. 0mM)   

   

D(v, 0,5)  

(µm) 

Viscosidad a 100 s-1 

(cP) 
Prot. microparticulada 

(%) 

E16   TT 15,89 437,50 42,54 

  150 bar 1 pase 3,19 15,83 31,82 

  
 

2 pases 2,41 9,60 31,00 

    3 pases 2,19 8,49 27,13 

E17   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 90ºC durante 25 minutos obtenidos para 

los tres ensayos recogidos en la Tabla XXXVI se compararon con los predichos por la 

superficie de respuesta  para el tratamiento térmico (Tabla XXXV). 
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Tabla XXXVII:  Comparación de los resultados obtenidos para el tratamiento térmico de los ensayos 

recogidos en la Tabla XXXVI con los predichos por la superficie 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) (µm) 

Ensayo 16 15,89 

Ensayo 17 14,46 

Ensayo 18 22,31 

Predicho SR 15,12 

Viscosidad a 100 s-1 (cP) 

Ensayo 16 437,50 

Ensayo 17 325,50 

Ensayo 18 419,80 

Predicho SR 435,30 

Agregación en el TT (%) 

Ensayo 16 42,54 

Ensayo 17 40,76 

Ensayo 18 47,37 

Predicho SR 49,76 

 

 Las diferencias entre los resultados observados con respecto a los predichos 

(Tabla XXXVII) fueron pequeñas. Por tanto, se concluyó que las superficies de 

respuesta propuestas para el tratamiento térmico son adecuadas y predicen bien los 

resultados. 

 Los resultados a 300 bar y 1 pase recogidos en la Tabla XXXVI se compararon 

con los predichos por la superficies de respuesta del tratamiento mecánico (Tabla 

XXXV) para comprobar que las predicciones que realizaban eran adecuadas. 
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Tabla XXXVIII: Comparación de los resultados obtenidos para el tratamiento mecánico de los ensayos 

recogidos en la Tabla XXXVI con los predichos por las superficies 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) (µm) 

Ensayo 17 2,22 

Predicho SR 2,59 

Viscosidad a 100 s-1 (cP) 

Ensayo 17 10,66 

Predicho SR 11,70 

Proteína microparticulada (%) 

Ensayo 17 28,46 

Predicho SR 42,43 

 

 Las diferencias entre los valores observados y los predichos por las superficies 

de respuesta del tratamiento mecánico se consideraron admisibles (Tabla XXXVIII). 

Por tanto, al igual que en el tratamiento térmico, las superficies de respuesta parecen 

adecuadas. 

 Aún así se hizo un segundo experimento para comprobarlas de nuevo empleando 

concentraciones mayores (Tabla XXXIX). 

 

Tabla XXXIX: D (v, 0,5), viscosidad a 100 s-1 y % de agregación predichos por las superficies de 

respuesta a pH 6, concentración 9% p/p y fuerza iónica 45 mM para los tratamientos térmico y mecánico. 

   
  Producto (pH 6, 9%, f.i. 45mM)   

   
D (v, 0,5) (µm) Viscosidad a 100 s-1(cP) Agregación (%) 

E19   TT 244,06 966,10 42,42 

  300 bar 1 pase 2,50 17,90 31,82 

*Agregación para el caso del TT hace referencia al “% de agregación en el TT tras centrifugación” y para el 

TM al “% de proteína microparticulada”. 
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 Los valores predichos se compararon con los obtenidos experimentalmente para 

comprobar las superficies de respuesta (Tablas XL y XLI). 

 

Tabla XL:  Comparación de los resultados obtenidos para el tratamiento térmico del ensayo a pH 6, 

concentración 9% p/p y fuerza iónica 45 mM (Tabla XXXIX) con los predichos por las superficies de 

respuesta. SR hace referencia a superficie de respuesta. 

Producto (pH 6, 9% p/p, f.i. 45 mM) 

Tamaño D(v, 0,5) (µm) 

Ensayo 19 244,06 

Predicho SR 233,04 

Viscosidad a 100 s-1 (cP) 

Ensayo 19 966,10 

Predicho SR 746,27 

Agregación en el TT (%) 

Ensayo 19 42,42 

Predicho SR 45,14 

 

Tabla XLI:  Comparación de los resultados obtenidos para el tratamiento mecánico del ensayo a pH 6, 

concentración 9% p/p y fuerza iónica 45 mM (Tabla XXXIX) con los predichos por las superficies de 

respuesta. SR hace referencia a superficie de respuesta. 

Producto (pH 6, 9% p/p, f.i. 45 mM) 

Tamaño D(v,0.5) (µm) 

Ensayo 19 2,50 

Predicho SR 2,91 

Viscosidad (η a 100 s-1) (cP) 

Ensayo 19 17,90 

Predicho SR 19,75 

Proteína microparticulada (%) 

Ensayo 19 31,82 

Predicho SR 34,72 
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 Los valores obtenidos para las distintas variables respuesta en el tratamiento 

térmico fueron muy similares a los predichos por las superficies de respuesta (Tabla 

XL). De nuevo los errores cometidos no fueron, por tanto, significativos y las 

superficies de respuesta se consideraron correctas y aptas para predecir resultados. Lo 

mismo ocurrió para el tratamiento mecánico (Tabla XLI). 

 

8.2. Estudio del tratamiento mecánico 

 Para el estudio del tratamiento mecánico se llevaron a cabo nueve ensayos a pH 

5, concentración 8% p/p y fuerza iónica 0 mM, producto elegido en vista de los 

resultados del tratamiento térmico. Las variables independientes en este caso fueron la 

presión aplicada en el homogeneizador (150-450 bar) y el número de pases (1-3). Los 

datos obtenidos para las variables respuesta (tamaño representado por el D (v, 0,5), 

viscosidad a 100 s-1 y % de proteína microparticulada) están recogidos en la Tabla 

XXXVI, ya que estos ensayos se utilizaron anteriormente para la optimización de las 

superficies de respuesta del tratamiento térmico. 

 Para los datos del tamaño de partícula, en esta parte solo se elaboraron figuras 

conjuntas con los datos obtenidos tras el tratamiento mecánico, ya que las disoluciones 

iniciales y la muestra de tratamiento térmico eran la misma para todos los ensayos al 

realizarse en las mismas condiciones. 

 

 

Figura 62: % volumen frente al diámetro de las partículas (μm) medidos con el Mastersizer para el 

tratamiento mecánico de los experimentos realizados en diferentes condiciones. 
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 Se seleccionaron dos ensayos con comportamientos diferentes de tamaño, 

viscosidad a 100 s-1 y % de proteína microparticulada. El primero de ellos fue el Ensayo 

16 (E16, 150 bar) y un solo pase. El segundo fue el Ensayo 18 (E18, 450 bar) y 3 pases. 

Para compararlos se construyeron figuras conjuntas con los resultados del tamaño de 

partícula y gráficas con sus comportamientos reológicos que se presentan a 

continuación, además de comentar los % de proteína microparticulada obtenidos en 

cada caso. 

 

 

Figura 63: % volumen frente al diámetro de las partículas medidos en el Mastersizer para el tratamiento 

mecánico del Ensayo 16 (E16) a 150 bar y 1 pase, y el Ensayo 18 (E18) a 450 bar y 3 pases. 

 

 Como se predijo anteriormente con los valores de D(v, 0,5) recogidos en la 

Tabla XXXVI, el diámetro de los agregados formados disminuyó a medida que 

aumentaron la presión y el número de pases. En la Figura 63 se puede ver como a menor 

presión y número de pases los tamaños son mayores (3,5 µm para el E16 y 2 µm para el 

E18). 

 En la Tabla XLII se recogen otras formas de expresar el tamaño de las partículas 

medidas en el Mastersizer. 
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Tabla XLII: Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos tras el tratamiento 

mecánico de los Ensayos 16 y 18. 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9 
(µm)) 

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 máximo 

(µm) 
V pico máximo 

(ln %) 
Ensayo 16 2,68 3,09 7,47 
Ensayo 18 2,30 1,68 7,67 

 

 Los resultados obtenidos tras los ensayos reológicos se recogen en las Figuras 

64, 65, 66 y 67 obtenidas con el programa Rheowin 3 Data Manager de HAAKE, en las 

que se representan dos réplicas por ensayo para valorar los errores. 

 

 

Figura 64: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico del E16 

a 150 bar y 1 pase. 
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Tabla XLIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 

representado en la Figura 64 del E16 (150 bar, 1 pase). 

 
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 

η a 100 s-1 (cP) 16,29 15,37 15,83 

 

 El valor de “n” obtenido para el Ensayo 16 fue próximo a 1 (Tabla XLIII), por lo 

que el comportamiento del fluido pudo adaptarse al modelo newtoniano con un buen 

coeficiente de regresión. 

 

 

Figura 65: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico del E16 

(150 bar, 1 pase). 

 

Tabla XLIV:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en la 

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

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 
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η (cP) 17,59 16,33 16,96 
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Figura 66: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico del E18 

a 450 bar y 3 pase. 

 

Tabla XLV:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 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 

η a 100 s-1 (cP) 6,83 6,30 6,57 

 

 El valor de “n” del Ensayo 18 fue muy próximo a 1 (Tabla XLV), por lo que el 

comportamiento del fluido pudo adaptarse también al modelo newtoniano con buenos 

ajustes. 
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Figura 67: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico del E18 

(450 bar, 3 pases). 

 

Tabla XLVI:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en la 

Figura 67 del E18 (450 bar, 3 pases). 

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,97 0,97 0,97 

η (cP) 7,05 6,55 6,80 

η a 100 s-1 (cP) 6,83 6,30 6,57 

 

 Los productos de ambos ensayos presentaron comportamientos pseudoplásticos, 

pero muy próximos al modelo newtoniano con buenos ajustes para ambos modelos. En 

cuanto a la viscosidad, los valores a 100 s-1 obtenidos en el Ensayo 16 fueron más del 

doble que los del Ensayo 18, lo que indicaría que el número de pases y la presión 

disminuyeron la viscosidad. 

 La cantidad de proteína microparticulada fue 31,82% para el Ensayo 16 (150 

bar, 1 pase) y 25,38% para el Ensayo 18 (450 bar, 3 pases), indicando que el aumento 

de la presión y el número de pases disminuye dicha variable. 
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8.2.1. Superficies de respuesta del tratamiento mecánico  

 Las superficies de respuesta del tratamiento mecánico son más sencillas en este 

caso porque solo se estudiaron dos variables independientes, presión y número de pases, 

correspondiendo a cada variable respuesta una única superficie de respuesta. 

 

8.2.1.1. Tamaño de partícula 

 Para las superficies de respuesta del tamaño se utilizaron los valores de D(v, 0,5) 

(Tabla XLVII). Dichos resultados ya confirmaron las tendencias observadas en los 

ejemplos considerados: a mayor presión y número de pases, menor tamaño. 

 

Tabla XLVII:  Tamaño de partícula para el tratamiento mecánico representado por el D(v, 0,5) en 

función de la presión y el número de pases. 

   
D(v, 0,5) (µm) 

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 construyó la superficie de respuesta relativa 

al tamaño de partícula, cuya ecuación del modelo ajustado (teniendo en cuenta que la 

presión está en bar y  el D(v, 0,5) se obtiene en μm) fue: 

 

9:;, <, => 
 6,10889 � 0,0141222 · U./V2ó� � 1,51333 · U0V/ � 0,0000162963

· U./V2ó�# � 0,000616667 · U./V2ó� · U0V/ � 0,231667 · U0V/# 
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 El ajuste obtenido fue R2=99,90. Para comprobarlo se representaron los valores 

observados frente a los predichos (Figura 68). 

 

 

Figura 68: Valores observados frente a los predichos para el D(v, 0,5) tras el tratamiento mecánico. 

 

 A continuación se recoge la superficie de respuesta del D(v, 0,5) construida con 

los datos de la Tabla XLVII (Figura 69). 

 

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

para el tratamiento mecánico. 
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 Se representaron los valores de D(v, 0,5) obtenidos experimentalmente sobre la 

superficie de respuesta (Figura 69). El punto real viene representado por un cuadrado 

amarillo y la línea roja es la distancia entre el punto (real) y la superficie de respuesta 

(teórica). Cuanto mayor es esa distancia, mayor es la desviación entre lo real y lo 

teórico. Para el D(v, 0,5), como prácticamente no se aprecian los puntos porque 

coinciden sobre la superficie de respuesta, se señalaron con una flecha, y la línea roja es 

inexistente al no haber apenas desviaciones (Figura 69). 

 

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

tratamiento mecánico. 

 

 El tamaño de partícula disminuyó al aumentar la presión aplicada en el 

homogeneizador [9] (Figuras 69 y 70). Las altas presiones provocan la ruptura de los 

enlaces que se establecen entre las proteínas ocasionando su contracción, afectando 

principalmente a los enlaces más débiles [50] pero incluso llegando a romper enlaces de 

hidrógeno si se aplica la presión y el número de pases suficientes [15]. La aplicación de 

fuerzas mecánicas afecta principalmente a las estructuras terciaria y cuaternaria de las 

proteínas, que son más susceptibles de ser desestabilizadas que la secundaria [47]. La 

función del homogeneizador es formar partículas de tamaño uniforme y menor que las 

del tratamiento térmico, es decir, romper los agregados formados en la etapa anterior y 

formar partículas de menor tamaño. Cuanto mayor sea la presión ejercida sobre esos 

agregados los tamaños serán menores porque se fuerza a la muestra a pasar por un 

orificio más pequeño. 
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 El número de pases también provocó que el tamaño de los agregados fuera cada 

vez menor [33]. Parece lógico si se tiene en cuenta que cada vez que se pasa el producto 

por el homogeneizador se está repitiendo el proceso, es decir, aplicando de nuevo 

presión que disminuye el tamaño de las partículas cada vez más. 

 

8.2.1.2. Reología 

 Las superficies de respuesta relativas a la reología se construyeron utilizando los 

valores de la viscosidad a 100 s-1 (Tabla XLVIII). 

 Con los datos recogidos en la Tabla XLVIII ya se pudo apreciar que el aumento 

de la presión y el número de pases hacían disminuir la viscosidad, como se demostrará 

con las superficies de respuesta. 

 

Tabla XLVIII:  Viscosidad a 100 s-1 en función de la presión y el número de pases para las muestras 

obtenidas tras el tratamiento mecánico. 

   
Viscosidad a 100 s-1(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 ecuación correspondiente a la superficie de respuesta de la variable 

viscosidad a 100 s-1 (Figura 72) fue la siguiente (teniendo en cuenta que la presión está 

en bar y la viscosidad a 100 s-1 se obtiene en cP): 
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FGHIJHGKLK 
 25,2167 � 0,0307333 · U./V2ó� � 8,00833 · U0V/ � 6,66667 · 10'W

· U./V2ó�# � 0,00911667 · U./V2ó�U0V/ � 0,85 · U0V/# 

 

 El ajuste obtenido fue E# 
 90,08. En este caso, en la representación de los 

valores observados frente a los predichos por la superficie de respuesta para comprobar 

el grado de ajuste al modelo (Figura 71) se observaron algunas desviaciones que 

probablemente fueran debidas a problemas de agitación o de control de temperatura 

durante la experimentación. A pesar de ello el ajuste fue relativamente bueno. 

 

 

Figura 71: Valores observados frente a los predichos para la viscosidad (a 100 s-1) tras el tratamiento 

mecánico. 

 

 A continuación se presenta la superficie de respuesta relativa a la variable 

viscosidad a 100 s-1 en función de la presión y el número de pases (Figura 72). Para su 

construcción, se utilizaron los datos de la Tabla XLVIII. 
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Figura 72: Superficie de respuesta estimada para la viscosidad (a 100 s-1) para el tratamiento mecánico. 

 

 Para la viscosidad, los puntos reales aparecieron fuera de la superficie de 

respuesta, aunque la desviación se consideró mínima teniendo en cuenta la escala en la 

que se estaba trabajando. 

 

 
Figura 73: Efectos principales de las diferentes variables independientes sobre la viscosidad (a 100 s-1) 

tras el tratamiento mecánico. 
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 Las Figuras 72 y 73 muestran un descenso de la viscosidad de la muestra con la 

presión. Para justificar este comportamiento, de nuevo se tuvo en cuenta que la 

viscosidad sigue la misma tendencia que el tamaño de los agregados [48, 49, 51]. 

  El aumento del número de pases tuvo igual efecto que la presión, y la causa fue 

la misma que en el tamaño, es decir, el descenso en la variable medida fue debida a que 

aumentar el número de pases implicó volver a aplicar de nuevo presión. 

 

8.2.1.3. % de proteína microparticulada 

 

 Para la superficie de respuesta del % de proteína microparticulada en el 

tratamiento mecánico se utilizaron los valores de la Tabla XLIX de los Ensayos 16, 17 y 

18. 

 Los valores del % de proteína microparticulada (Tabla XLIX) mostraron la 

misma tendencia que el tamaño y la viscosidad, disminuyendo con la presión y el 

número de pases excepto en el Ensayo 17 que hubo una pequeña descompensación entre 

el segundo y el tercer pase. En este caso, se desvió mínimamente de la tendencia pero 

no es un comportamiento ilógico atendiendo a los posibles errores que se puedan 

cometer. 

 

Tabla XLIX:  % de proteína microparticulada en función de la presión y el número de pases para el 

tratamiento mecánico. 

   

Proteína microparticulada 

(%) 

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 predice el % de proteína 

microparticulada (Figura 75), la ecuación obtenida fue la siguiente (teniendo en cuenta 

que la presión está en bar y que la cantidad de proteína microparticulada se obtiene en 

%): 

 

% RPJS. 
 47,9708 � 0,0920778 · U./V2ó� � 5,19042 · U0V/ � 0,000113222

· U./V2ó�# � 0,00525 · U./V2ó� · U0V/ � 0,44625 · U0V/# 

% RPJS. hace referencia al % de proteína microparticulada. 

 

 El ajuste fue E# 
 90,02. En la representación de los valores observados frente 

a los predichos para el % de proteína microparticulada (Figura 74) se observó alguna 

desviación debida a problemas durante la experimentación, al igual que para la variable 

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

 

 
Figura 74: Valores observados frente a los predichos para el % de proteína microparticulada tras el 

tratamiento mecánico. 
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Figura 75: Superficie de respuesta estimada para el % de proteína microparticulada (% Prot. Micropart.) 

del tratamiento mecánico. 

 

 
Figura 76: Tendencias del % de proteína microparticulada (% Prot. Micropart.) con respecto a las 

diferentes variables independientes tras el tratamiento mecánico. 

 

 La cantidad de proteína microparticulada tras el tratamiento mecánico disminuyó 

con la presión (Figuras 75 y 76). El paso por el homogeneizador provocó que se 

rompieran los agregados formados en el tratamiento térmico disminuyendo la cantidad 

de proteína microparticulada. Iordache et al. [47] observaron que las muestras 

sometidas a altas presiones veían reducido su % de proteína microparticulada al 
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ocasionar dicho tratamiento la transformación de los agregados grandes e insolubles en 

otros más pequeños. La presión provoca que los enlaces que se establecen entre las 

partículas se rompan [15, 50]. Los agregados más pequeños son solubles en el 

sobrenadante, lo que reduce la posibilidad de sedimentación y, por tanto, el % de 

proteína microparticulada. 

 Aumentar el número de pases implica, como ya se explicó, repetir el proceso y 

con ello reducir cada vez más la cantidad de proteína agregada. 

 Para comprobar las superficies de respuesta, de nuevo se utilizó el producto a pH 

5, concentración 8% p/p y fuerza iónica 0 mM realizando un ensayo sobre un punto 

cualquiera de la superficie, en este caso 250 bar y 1 pase. El objetivo fue comprobar si 

los valores experimentales se correspondían con los predichos. Los valores de D(v, 0,5), 

viscosidad a 100 s-1 y % de proteína microparticulada predichos por las superficies de 

respuesta de esta segunda parte para las condiciones de presión y número de pases 

establecidas se encuentran recogidos en la Tabla L. 

 

Tabla L: Valores de D (v, 0,5), viscosidad a 100 s-1 y % de proteína microparticulada predichos por las 

superficies de respuesta del tratamiento mecánico a 250 bar y 1 pase. 

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

 
250 bar, 1 pase 

D(v, 0,5) (µm) 2,47 

Viscosidad a 100 s-1 (cP) 12,70 

Proteína microparticulada (%) 28,60 

 

 Los resultados obtenidos experimentalmente para las variables respuesta que se 

consideraron fueron muy próximos a los predichos por las superficies de respuesta 

(Tabla LI), indicando que estas últimas son adecuadas y predicen bien los resultados. 
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Tabla LI: Comparación de los resultados obtenidos experimentalmente para el tratamiento mecánico del 

Ensayo 20 a 250 bar y 1 pase con los predichos por las superficies 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) (µm) 

Ensayo 20 2,51 

Predicho SR 2,47 

Viscosidad a 100 s-1 (cP) 

Ensayo 20 13,70 

Predicho SR 12,70 

Proteína microparticulada (%) 

Ensayo 20 29,69 

Predicho SR 28,60 

 

8.3. Propuesta de investigaciones futuras 

 Con las investigaciones y los resultados obtenidos es posible tratar de incorporar 

este tipo de microparticulados a productos como batidos, yogures o helados, entre otros, 

con el objetivo de reemplazar la grasa de los mismos o bien la proteína de la leche para 

abaratar costes, en el sentido de que el precio de la proteína sérica es inferior al de la 

proteína de la leche. Se realizaron un gran número de experimentos para encontrar el 

tamaño de partícula ideal. En los ensayos descritos en este trabajo tan solo se abarcan 

diámetros de entre 0,80 y 4,00 μm aproximadamente, pero para conseguir el tamaño 

ideal sería necesario llevar a cabo más experimentos. 

 Otro de los objetivos es dar salida al lactosuero generado, que es el mayor 

residuo de la industria láctea y altamente contaminante con una elevada DBO (Demanda 

Biológica de Oxígeno). 

 Se realizaron pruebas en planta piloto para la elaboración de helados con 

proteína microparticulada utilizando WPC 35 líquido, a diferencia de los experimentos 

realizados en el presente trabajo en los que se utilizó en polvo. Se empleó el mismo 

protocolo experimental con la diferencia de que se modificó el pH, la temperatura y el 

tiempo, manteniendo constante la concentración y la fuerza iónica (no se añadieron 

sales), para alcanzar el tamaño de partícula buscado. Tras hidratar las proteínas, calentar 



  Resultados experimentales 

168 
 

y esperar los tiempos adecuados, se pasó la mezcla por el homogeneizador al igual que 

en los ensayos del laboratorio. Una vez obtenido el microparticulado, se procedió a su 

secado en una torre de secado para poder así ser añadido como ingrediente en el proceso 

de elaboración de helados, el cual no se describe aquí. 

 Se elaboraron las mezclas adecuadas en las que se incluyó el microparticulado y 

se utilizó un “Freezer” para la fabricación de los helados. Se fabricaron dos muestras 

con diferentes cantidades de microparticulado y un blanco. Como resultado, las 

principales diferencias que se han encontrado son ciertas variaciones en el color y un 

ligero aumento de la cremosidad en los helados con microparticulado. 

 El mismo procedimiento se aplicó en otra prueba para yogures, e incluso se llevó 

a cabo una prueba industrial en este caso. 
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 9. CONCLUSIONES 

 Es posible el aprovechamiento del lactosuero generado como subproducto en la 

industria láctea mediante el uso de concentrados de proteína de suero. A partir de WPC 

35 se pueden obtener microparticulados, mediante tratamiento térmico y mecánico, para 

la incorporación en productos bajos en grasa. 

 A la hora de incorporar microparticulado a un producto se debe tener en cuenta 

el tamaño de partícula, la viscosidad y el % de proteína microparticulada, ya que en 

función de estos parámetros se le van a conferir unas determinadas propiedades al 

producto final. 

 Es posible ajustar el tamaño de partícula, viscosidad y % de proteína 

microparticulada de un microparticulado proteico llevando a cabo tratamientos en 

condiciones controladas de pH, concentración de la alimentación, fuerza iónica, presión 

y número de pases en el homogeneizador. 

 Llevar a cabo un tratamiento térmico adecuado es suficiente para obtener 

partículas de un determinado tamaño, pudiéndose éste reducir y ajustar mejor con un 

tratamiento mecánico posterior que permite controlar finamente el tamaño final del 

microparticulado en base a combinaciones de presión de trabajo y pases en el 

homogeneizador. 

 Los resultados obtenidos demuestran que el pH y la concentración de proteína en 

la alimentación son, de las variables estudiadas, las que más influencia tienen sobre las 

características del producto final, junto con la presión y el número de pases en el 

homogeneizador. 

 En cuanto a la influencia de los diferentes parámetros considerados sobre las 

características finales del microparticulado, el aumento del pH provoca la disminución 

de las tres variables respuesta consideradas, el incremento de la concentración ocasiona 

el aumento de las mismas, mientras que la fuerza iónica apenas influye. En el 

tratamiento mecánico el aumento de la presión y el número de pases en el 

homogeneizador se traduce en la disminución del D(v, 0,5) la viscosidad a 100 s-1 y el 

% de proteína microparticulada. 
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 Trabajando a pH 4,0-7,0, concentración de la alimentación 3-11% p/p, fuerza 

iónica 0-90 mM CaCl2, presión 150-450 bar y 1-3 pases en el homogeneizador es 

posible obtener microparticulados con tamaños de partícula de 0,80-4,00 μm, 

viscosidades a 100 s-1 de 2,40-222,40 cP y 10,80-80,90% de proteína microparticulada. 

 Aunque en este proyecto solo se abarca un rango de tamaño de partícula de 

aproximadamente 0,80 a 4,00 μm, es posible obtener microparticulados con otras 

características variando los limites superior e inferior de las variables independientes o 

considerando otras distintas (temperatura, el tiempo de calentamiento, etc.). 

 Entre las ventajas de la incorporación de microparticulado a productos bajos en 

grasa tales como yogur, queso, batidos, helados, etc., se encuentran las mejoras en la 

cremosidad y la textura que genera sin producir defectos organolépticos reseñables en el 

producto final. 

 El programa estadístico Statgraphics predice los experimentos mínimos 

necesarios para obtener información acerca de la influencia de varias variables 

independientes sobre una respuesta y permite construir superficies de respuesta de 

predicción en base a resultados experimentales. 
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10. SÍMBOLOS 

BSA  Albúmina de suero bovino 

CaCl2  Cloruro de calcio 

CD  Modo de deformación controlada 

CMP  Caseinomacropéptico 

CMC   Carboximetilcelulosa 

cP  Centipoise 

CR  Modo de velocidad controlada 

CS  Modo de esfuerzo controlado 

D[4,3]  Diámetro medio de la distribución considerado en volumen 

D[3,2]  Diámetro promedio en área superficial o diámetro de Sauter 

DBO  Demanda Biológica de Oxígeno 

Di  Disolución inicial 

DQO  Demanda Química de Oxígeno 

D(v, 0,1) Diámetro por debajo del cual se encuentra el 10% de la distribución 

D(v, 0,5) Diámetro por debajo del cual se encuentra el 50% de la distribución 

D(v, 0,9) Diámetro por debajo del cual se encuentra el 90% de la distribución 

E  Ensayo 

f.i.  Fuerza iónica 

g/L  gramos/litro 

g/mol  gramos/mol 

GMP  Glicomacropéptido 

HCl   Ácido clohídrico 

Ig  Inmunoglobulina 

IgA   Inmunoglobulina A 

IgD  Inmunoglobulina D 

IgE  Inmunoglobulina E 
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IgG  Inmunoglobulina G 

IgM   Inmunoglobulina M 

k  Coeficiente de consistencia 

kg  Kilogramo 

kJ  Kilojulio  

kDa  Kilodalton 

Lf   Lactoferrina 

min  Minuto 

mM   Milimolar 

MPa  Megapascal 

MS  Materia seca 

n  Índice de comportamiento 

NaCl  Cloruro de calcio 

NaN3  Azida de sodio 

NaOH  Sosa cáustica 

NNP  Nitrógeno no proteico 

Pa  Pascal 

pI   Punto isoeléctrico 

p/p  peso/peso 

p/v  peso/volumen 

r.p.m.  Revoluciones por minuto 

RSM  Metodología de superficie de respuesta 

s  Segundo 

-SH  Grupo tiol 

S-S  Enlace disulfuro 

TM   Tratamiento mecánico 

TT   Tratamiento térmico 
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UF  Ultrafiltración 

V  Volumen 

WP  Retenido de proteínas de suero 

WPC  Concentrado de proteínas de suero 

WPC 35 Concentrado de proteínas de suero del 35% 

WPC 60 Concentrado de proteínas de suero del 60% 

WPC 80 Concentrado de proteínas de suero del 80% 

WPI   Aislado de proteínas de suero 

 

α-La  α-lactoalbúmina 

β-Lg  β-lactoglobulina 

X  Esfuerzo cortante 

X<  Esfuerzo umbral 

Y  Viscosidad aparente 

µm  Micrómetro 

Z�   Velocidad de deformación 
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 12. APÉNDICE 

 12.1. Ensayo 1 

 

 

Figura 77: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro (μm) medidos con el Mastersizer 
para la muestra de disolución inicial, la sometida a tratamiento térmico y la recogida tras el tratamiento 
mecánico para el Ensayo 1 a pH 5,5, concentración del 7% y fuerza iónica 45 mM (Apéndice 12.1.). 

 

Tabla LII:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E1) (Apéndice 12.1.). 

  
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 15,58 0,75 0,28 2,23 48,81 
Tratamiento Térmico 35,58 10,67 7,07 27,01 74,20 

Tratamiento Mecánico 3,07 1,03 0,43 1,79 5,35 
 

  
Span 

 
Pico máximo 

(µm) 
V pico máximo  

(ln %) 
Disolución Inicial 22,03 0,31 6,72 

Tratamiento Térmico 2,49 35,56 6,95 
Tratamiento Mecánico 2,75 2,12 7,10 
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Figura 78: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E1) (Apéndice 12.1.). 

 

Tabla LIII: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la Figura 
78 (E1) (Apéndice 12.1.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,98 0,98 0,98 
η (cP) 3,25 3,02 3,14 
η a 100 s-1 (cP) 3,33 3,20 3,27 

 

 

Figura 79: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E1) 
(Apéndice 12.1.). 
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Tabla LIV:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 

η a 100 s-1 (cP) 415,50 419,00 417,20 
 

 

Figura 80: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E1) 
(Apéndice 12.1.). 

 

Tabla LV:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico representado 
en la Figura 80 (E1) (Apéndice 12.1.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 1,00 1,00 1,00 
k 0,02 0,02 0,02 
n 0,79 0,82 0,80 

η a 100 s-1 (cP) 8,42 8,11 8,27 
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Figura 81: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico. Los valores 
de “n” recogidos en la Tabla LV son muy próximos a 1, lo que indica que el fluido puede ajustarse 

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

 

Tabla LVI:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en la 
Figura 81 (E1) (Apéndice 12.1.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,98 0,99 0,98 
η (cP) 8,73 8,28 8,50 
η a 100 s-1 (cP) 8,42 8,11 8,27 

 

Tabla LVII: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E1) (Apéndice 12.1.). 

 % 
Disolución Inicial 0,79 

Tratamiento Térmico 40,30 
Tratamiento Mecánico 23,90 
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 12.2. Ensayo 2 

 

Figura 82: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro (μm) medidos en el Mastersizer 
para la muestra de disolución inicial, la sometida a tratamiento térmica y la recogida tras el tratamiento 
mecánico para el Ensayo 2 a pH 5,5, concentración del 7% y fuerza iónica 45 mM (Apéndice 12.2.). 

 

Tabla LVIII:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E2) (Apéndice 12.2.). 

D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 25,24 1,00 0,31 9,24 69,42 
Tratamiento Térmico 42,16 10,84 7,47 31,91 90,85 

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

Span 
 

Pico máximo 
(µm) 

V pico máximo  
(ln %) 

Disolución Inicial 7,48 0,31 4,87 
Tratamiento Térmico 2,61 48,27 6,51 

Tratamiento Mecánico 3,01 2,28 6,75 
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Figura 83: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E2) (Apéndice 12.2.). 

 

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

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,98 0,97 0,97 
η (cP) 3,23 3,15 3,19 
η a 100 s-1 (cP) 3,43 3,14 3,29 

 

 

Figura 84: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E2) 
(Apéndice 12.2.). 

 

 

 

0 20 40 60 80 100

Á en 1/s

0

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

‚ 
e
n
 P

a

0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

4,5

ƒ
 e

n
 c

P

  

p2-III-35-Di-2
‚ = f (Á)
ƒ = f (Á)

p2-III-35-Di-1
‚ = f (Á)
ƒ = f (Á)
Newton (28)
Newton (29)

20 30 40 50 60 70 80 90 100

Á en 1/s

45

46

47

48

49

50

51

52

53

‚ 
e
n
 P

a

0

500

1000

1500

ƒ
 e

n
 c

P

  

p2-II-35-TT-2
‚ = f (Á)
ƒ = f (Á)

p2-II-35-TT-1
‚ = f (Á)
ƒ = f (Á)
Ostwald de Waele (1)
Ostwald de Waele (2)



  Apéndice 

188 
 

Tabla LX:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 510,00 529,50 519,75 

 

 

Figura 85: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E2) 
(Apéndice 12.2.). 

 

Tabla LXI:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico representado 
en la Figura 85(E2) (Apéndice 12.2.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 1,00 1,00 1,00 
k 0,03 0,03 0,03 
n 0,75 0,76 0,75 
η a 100 s-1 (cP) 9,97 10,65 10,31 
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Figura 86: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico. Los valores 
de “n” recogidos en la Tabla LXI son muy próximos a 1, lo que indica que el fluido puede ajustarse 

también al modelo newtoniano (E2) (Apéndice 12.2.). 

 

Tabla LXII:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en la 
Figura 86 (E2) (Apéndice 12.2.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,98 0,98 0,98 
η (cP) 0,01 0,01 0,01 
η a 100 s-1 (cP) 9,97 10,65 10,31 

 

Tabla LXIII: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E2) (Apéndice 12.2.). 

 % 
Disolución Inicial 3,10 

Tratamiento Térmico 40,50 
Tratamiento Mecánico 26,40 
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 12.3. Ensayo 3 

 

Figura 87: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medidos en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 
tratamiento mecánico para el Ensayo 3 a pH 5,5, concentración del 7% y fuerza iónica 45 mM (Apéndice 

12.3.). 

 

Tabla LXIV:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E3) (Apéndice 12.3.). 

D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 17,15 0,81 0,29 4,22 52,76 
Tratamiento Térmico 40,41 10,64 6,96 28,88 88,93 

Tratamiento Mecánico 3,80 1,23 0,51 2,41 8,18 
 

 
Span 

 
Pico máximo 

(µm) 
V pico máximo 

(ln %) 
Disolución Inicial 12,56 0,31 6,04 

Tratamiento Térmico 2,84 41,43 6,15 
Tratamiento Mecánico 3,18 2,28 6,56 
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Figura 88: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E3) (Apéndice 12.3.). 

 

Tabla LXV: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la Figura 
88 (E3) (Apéndice 12.3.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,99 0,98 0,98 
η (cP) 2,99 3,04 3,01 
η a 100 s-1 (cP) 3,21 3,24 3,23 

 

 

Figura 89: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E3) 
(Apéndice 12.3.). 
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Tabla LXVI:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento térmico representado 
en la Figura 89 (E3) (Apéndice 12.3.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 1,00 1,00 1,00 
k 26,78 23,10 24,94 
n 0,11 0,14 0,13 
η a 100 s-1 (cP) 450,70 445,50 448,10 

 

 

Figura 90: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E3) 
(Apéndice 12.3.). 

 

Tabla LXVII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 
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 
η a 100 s-1 (cP) 13,57 12,41 13,00 
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Figura 91: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico. Los valores 
de “n” recogidos en la Tabla LXVII son muy próximos a 1, lo que indica que el fluido puede ajustarse 

también al modelo newtoniano (E3) (Apéndice 12.3.). 

 

Tabla LXVIII:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en la 
Figura 91 (E3) (Apéndice 12.3.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,85 0,96 0,90 
η (cP) 15,68 13,63 14,66 
η a 100 s-1 (cP) 13,57 12,41 12,99 

 

Tabla LXIX: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E3) (Apéndice 12.3.). 

 % 
Disolución Inicial 1,55 

Tratamiento Térmico 37,50 
Tratamiento Mecánico 28,40 
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 12.4. Ensayo 4 

 

Figura 92: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medido en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 
tratamiento mecánico para el Ensayo 4 a pH 4, concentración del 3% y fuerza iónica 45 mM (Apéndice 

12.4). 

 

Tabla LXX:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E4) (Apéndice 12.4.). 

D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 17,36 0,75 0,28 2,85 55,63 
Tratamiento Térmico 10,93 5,87 3,56 8,12 19,27 

Tratamiento Mecánico 4,55 1,64 0,61 3,43 7,4 
 

 
Span 

 
Pico máximo 

(µm) 
V pico máximo 

(ln %) 
Disolución Inicial 19,6 0,31 6,49 

Tratamiento Térmico 1,94 7,72 9,26 
Tratamiento Mecánico 1,98 3,60 9,77 
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Figura 93: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E4) (Apéndice 12.4.). 

 

Tabla LXXI: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 93 (E4) (Apéndice 12.4.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,94 0,96 0,95 
η (cP) 1,76 1,99 1,87 
η a 100 s-1 (cP) 2,10 2,22 2,16 

 

 

Figura 94: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E4) 
(Apéndice 12.4.). 
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Tabla LXXII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 28,32 31,51 29,92 

 

 

Figura 95: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E4) 
(Apéndice 12.4.). 

 

Tabla LXXIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 
representado en la Figura 95 (E4) (Apéndice 12.4.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,97 0,97 0,97 
k 0,20 0,17 0,19 
n 0,29 0,33 0,32 
η a 100 s-1 (cP) 8,58 8,80 8,69 

 

Tabla LXXIV: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E4) (Apéndice 12.4.). 

 % 
Disolución Inicial 12,70 

Tratamiento Térmico 10,50 
Tratamiento Mecánico 10,40 
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 12.5. Ensayo 5 

 

Figura 96: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medido en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 

tratamiento mecánico para el Ensayo 5 a pH 5,5, concentración del 11% y fuerza iónica 90 mM 
(Apéndice 12.5.). 

 

Tabla LXXV:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E5) (Apéndice 12.5.). 

  
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9 
(µm)) 

Disolución Inicial 8,61 0,67 0,28 0,75 28,99 
Tratamiento Térmico 228,45 27,24 28,12 148,27 560,70 

Tratamiento Mecánico 5,68 1,46 0,58 3,24 12,08 
 

  Span 
 

Pico máximo 
(µm) 

V pico máximo 
(ln %) 

Disolución Inicial 21,47 0,36 7,98 
Tratamiento Térmico 3,60 443,23 5,14 

Tratamiento Mecánico 3,56 3,60 5,66 
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Figura 97: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E5) (Apéndice 12.5.). 

 

Tabla LXXVI: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 97 (E5) (Apéndice 12.5.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,99 0,99 0,99 
η (cP) 5,37 4,99 5,18 
η a 100 s-1 (cP) 5,45 5,17 5,31 

 

 

Figura 98: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E5) 
(Apéndice 12.5.). 
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Tabla LXXVII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 905,30 844,50 874,90 

 

 

Figura 99: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E5) 
(Apéndice 12.5.). 

 

Tabla LXXVIII: Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 
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 
η a 100 s-1 (cP) 122,10 100,70 111,40 

 

Tabla LXXIX: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E5) (Apéndice 12.5.). 

 % 
Disolución Inicial 6,98 

Tratamiento Térmico 44,80 
Tratamiento Mecánico 6,15 
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 12.6. Ensayo 6 

 

Figura 100: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medido en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 
tratamiento mecánico para el Ensayo 6 a pH 7, concentración del 7% y fuerza iónica 90 mM (Apéndice 

12.6.). 

 

Tabla LXXX:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E6) (Apéndice 12.6.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 2,56 0,50 0,27 0,49 6,81 
Tratamiento Térmico 199,91 88,30 75,57 185,26 349,33 

Tratamiento Mecánico 3,11 0,83 0,34 1,33 6,28 
 

 Span 
 

Pico máximo 
(µm) 

V pico máximo 
(ln %) 

Disolución Inicial 13,44 0,36 10,78 
Tratamiento Térmico 1,48 206,54 11,01 

Tratamiento Mecánico 4,48 1,34 5,68 
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Figura 101: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E6) (Apéndice 12.6.). 

 

Tabla LXXXI: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 101 (E6) (Apéndice 12.6.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,97 0,97 0,97 
η (cP) 3,66 3,04 3,35 

η a 100 s-1 (cP) 3,25 3,13 3,19 
 

 

Figura 102: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E6) 
(Apéndice 12.6.). 
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Tabla LXXXII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento térmico 
representado en la Figura 102 (E6) (Apéndice 12.6.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,46 0,90 0,68 
k 46,76 36,78 41,77 
n -0,01 0,05 0,02 
η a 100 s-1 (cP) 448,00 453,80 450,90 

 

 

Figura 103: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E6) 
(Apéndice 12.6.). 

 

Tabla LXXXIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 
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 
η a 100 s-1 (cP) 27,95 28,93 28,44 

 

Tabla LXXXIV: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E6) (Apéndice 12.6.). 

 % 
Disolución Inicial 0,80 

Tratamiento Térmico 30,47 
Tratamiento Mecánico 46,83 
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 12.7. Ensayo 7 

 

Figura 104: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medido en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 
tratamiento mecánico para el Ensayo 7 a pH 5,5, concentración del 3% y fuerza iónica 0 mM (Apéndice 

12.7.). 

 

Tabla LXXXV:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E7) (Apéndice 12.7.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 10,35 0,65 0,28 0,73 35,69 
Tratamiento Térmico 57,32 20,80 20,61 49,49 105,24 

Tratamiento Mecánico 1,56 0,72 0,30 1,21 3,26 
 

 Span 
 

Pico máximo 
(µm) 

V pico máximo 
(ln %) 

Disolución Inicial 48,72 0,31 7,97 
Tratamiento Térmico 1,71 56,23 9,89 

Tratamiento Mecánico 2,44 1,68 7,04 
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Figura 105: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E7) (Apéndice 12.7.). 

 

Tabla LXXXVI: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 105(E7) (Apéndice 12.7.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,95 0,96 0,96 
η (cP) 1,84 2,25 2,04 
η a 100 s-1 (cP) 2,08 2,40 2,24 

 

 

Figura 106: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E7) 
(Apéndice 12.7.). 
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Tabla LXXXVII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 72,88 78,51 75,70 

 

 

Figura 107: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E7) 
(Apéndice 12.7.). 

 

Tabla LXXXVIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 
representado en la Figura 107 (E7) (Apéndice 12.7.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,96 0,96 0,96 
k 0,00 0,00 0,00 
n 0,93 0,94 0,93 
η a 100 s-1 (cP) 2,44 2,48 2,46 
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Figura 108: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico. Los 
valores de “n” recogidos en la Tabla LXXXVIII son muy próximos a 1, lo que indica que el fluido puede 

ajustarse también al modelo newtoniano (E7) (Apéndice 12.7.). 

 

Tabla LXXXIX:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en 
la Figura 108 (E7) (Apéndice 12.7.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,96 0,96 0,96 
η (cP) 2,22 2,21 2,21 
η a 100 s-1 (cP) 2,44 2,48 2,46 

 

Tabla XC: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E7) (Apéndice 12.7.). 

 % 
Disolución Inicial 2,32 

Tratamiento Térmico 14,73 
Tratamiento Mecánico 10,85 
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 12.8. Ensayo 8 

 

Figura 109: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medido en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 
tratamiento mecánico para el Ensayo 8 a pH 7, concentración del 3% y fuerza iónica 45 mM (Apéndice 

12.8.). 

 

Tabla XCI:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E8) (Apéndice 12.8.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 7,41 0,59 0,27 0,60 24,38 
Tratamiento Térmico 33,52 11,71 8,38 24,04 52,54 

Tratamiento Mecánico 2,66 0,65 0,30 0,88 5,47 
 

 Span 
 

Pico máximo 
(µm) 

V pico máximo 
(ln %) 

Disolución Inicial 40,54 0,31 8,78 
Tratamiento Térmico 2,00 26,07 9,24 

Tratamiento Mecánico 5,98 0,46 6,08 
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Figura 110: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E8) (Apéndice 12.8.). 

 

Tabla XCII: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 110 (E8) (Apéndice 12.8.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,95 0,94 0,94 
η (cP) 1,92 2,35 2,13 
η a 100 s-1 (cP) 2,10 2,61 2,36 

 

 

Figura 111: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E8) 
(Apéndice 12.8.). 
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Tabla XCIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento térmico representado 
en la Figura 111 (E8) (Apéndice 12.8.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 1,00 1,00 1,00 
k 0,08 0,05 0,07 
n 0,56 0,66 0,62 
η a 100 s-1 (cP) 11,58 11,01 11,30 

 

 

Figura 112: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E8) 
(Apéndice 12.8.). 

 

Tabla XCIV:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 
representado en la Figura 112 (E8) (Apéndice 12.8.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,98 0,98 0,98 
k 0,00 0,00 0,00 
n 0,85 0,82 0,84 
η a 100 s-1 (cP) 3,82 3,60 3,71 
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Figura 113: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico. Los 
valores de “n” recogidos en la Tabla XCIV son muy próximos a 1, lo que indica que el fluido puede 

ajustarse también al modelo newtoniano (E8) (Apéndice 12.8.). 

 

Tabla XCV:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en la 
Figura 113 (E8) (Apéndice 12.8.). 

  Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,98 0,97 0,97 
η (cP) 3,79 3,53 3,66 
η a 100 s-1 (cP) 3,82 3,60 3,71 

 

Tabla XCVI: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E8) (Apéndice 12.8.). 

 % 
Disolución Inicial 2,32 

Tratamiento Térmico 11,72 
Tratamiento Mecánico 14,73 
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 12.9. Ensayo 9 

 

Figura 114: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medido en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 
tratamiento mecánico para el Ensayo 9 a pH 4, concentración del 7% y fuerza iónica 90 mM (Apéndice 

12.9.). 

 

Tabla XCVII:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E9) (Apéndice 12.9.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 6,42 0,59 0,28 0,58 21,01 
Tratamiento Térmico 12,57 6,74 2,92 11,27 24,43 

Tratamiento Mecánico 30,19 1,88 0,84 3,43 22,51 
 

 Span 
 

Pico máximo 
(µm) 

V pico máximo 
(ln %) 

Disolución Inicial 35,80 0,36 9,14 
Tratamiento Térmico 1,91 14,22 8,79 

Tratamiento Mecánico 1,46 3,60 9,25 
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Figura 115: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E9) (Apéndice 12.9.). 

 

Tabla XCVIII: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 115 (E9) (Apéndice 12.9.). 

 Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,98 0,98 0,98 
η (cP) 2,80 3,32 3,06 
η a 100 s-1 (cP) 2,98 3,44 3,21 

 

 

Figura 116: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E9) 
(Apéndice 12.9.). 
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Tabla XCIX: Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 231,80 253,10 242,45 

 

 

Figura 117: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E9) 
(Apéndice 12.9.). 

 

Tabla C: Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 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 
η a 100 s-1 (cP) 67,16 67,05 67,11 

 

Tabla CI: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E9) (Apéndice 12.9.). 

 % 
Disolución Inicial 2,34 

Tratamiento Térmico 42,10 
Tratamiento Mecánico 56,25 
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 12.10. Ensayo 10 

 

Figura 118: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medido en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 
tratamiento mecánico para el Ensayo 10 a pH 4, concentración del 7% y fuerza iónica 90 mM (Apéndice 

12.10.). 

 

Tabla CII:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E10) (Apéndice 12.10.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 9,03 0,63 0,28 0,66 31,51 
Tratamiento Térmico 36,88 18,73 14,87 32,55 61,31 

Tratamiento Mecánico 2,67 0,87 0,34 1,60 5,07 
 

 Span 
 

Pico máximo 
(µm) 

V pico máximo 
(ln %) 

Disolución Inicial 47,35 0,31 8,41 
Tratamiento Térmico 1,43 35,56 11,49 

Tratamiento Mecánico 2,97 2,12 6,40 
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Figura 119: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E10) (Apéndice 12.10.). 

 

Tabla CIII: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la Figura 
119 (E10) (Apéndice 12.10.). 

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,95 0,95 0,95 
η (cP) 2,03 2,01 2,02 
η a 100 s-1 (cP) 2,24 2,21 2,22 

 

 

Figura 120: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E10) 
(Apéndice 12.10.). 
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Tabla CIV:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 35,95 33,61 34,78 

 

 

Figura 121: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E10) 
(Apéndice 12.10.). 

 

Tabla CV:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 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 
η a 100 s-1 (cP) 3,20 3,34 3,27 
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Figura 122: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico. Los 
valores de “n” recogidos en la Tabla CV son muy próximos a 1, lo que indica que el fluido puede 

ajustarse también al modelo newtoniano (E10) (Apéndice 12.10.). 

 

Tabla CVI:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en la 
Figura 122 (E10) (Apéndice 12.10.). 

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,97 0,97 0,97 
η (cP) 3,05 3,21 3,13 
η a 100 s-1 (cP) 3,20 3,34 3,27 

 

Tabla CVII: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E10) (Apéndice 12.10.). 

 % 
Disolución Inicial 3,84 

Tratamiento Térmico 11,72 
Tratamiento Mecánico 12,70 
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 12.11. Ensayo 11 

 

Figura 123: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medidos en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 

tratamiento mecánico para el Ensayo 11 a pH 4, concentración del 11% y fuerza iónica 45 mM (Apéndice 
12.11.). 

 

Tabla CVIII:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E11) (Apéndice 12.11.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 6,64 0,61 0,28 0,62 21,92 
Tratamiento Térmico 35,35 5,82 2,59 10,58 79,27 

Tratamiento Mecánico 4,13 1,64 0,85 2,83 7,34 
 

 Span 
 

Pico máximo 
(µm) 

V pico máximo 
(ln%) 

Disolución Inicial 34,75 0,31 8,63 
Tratamiento Térmico 7,15 10,48 6,09 

Tratamiento Mecánico 2,29 2,65 8,33 
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Figura 124: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E11) (Apéndice 12.11.). 

 

Tabla CIX: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la Figura 
124 (E11) (Apéndice 12.11.). 

 Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,99 0,99 0,99 
η (cP) 5,24 5,24 5,24 
η a 100 s-1 (cP) 5,31 5,45 5,38 

 

 

Figura 125: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E11) 
(Apéndice 12.11.). 
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Tabla CX: Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 679,60 674,60 677,10 

 

 

Figura 126: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E11) 
(Apéndice 12.11.). 

 

Tabla CXI:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 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 
η a 100 s-1 (cP) 228,40 216,40 222,40 

 

Tabla CXII: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E11) (Apéndice 12.11.). 

 % 
Disolución Inicial 6,20 

Tratamiento Térmico 78,20 
Tratamiento Mecánico 80,92 
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 12.12. Ensayo 12 

 

Figura 127: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medidos en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial del Ensayo 12 con concentración del 11%. El TM no se 
representa por los problemas comentados en la parte de resultados experimentales y el TT fue medido al 

microscopio (Apéndice 12.12.). 

 

Tabla CXIII:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E12) (Apéndice 12.12.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1 
(µm)) 

D (v, 0,5 
(µm)) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 8,43 0,65 0,28 0,73 28,18 
Tratamiento Mecánico 5,71 1,63 0,66 3,96 12,56 

 

 Span 
Pico máximo 

(µm) 
V pico máximo 

(ln%) 
Disolución Inicial 38,26 0,31 7,96 

Tratamiento Mecánico 3,01 4,88 6,25 
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Figura 128: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E12) (Apéndice 12.12.). 

 

Tabla CXIV: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 128 (E12) (Apéndice 12.12.). 

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,99 0,99 0,99 
η (cP) 4,92 5,21 5,07 
η a 100 s-1 (cP) 5,10 5,22 5,16 

 

 

Figura 129: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E12) 
(Apéndice 12.12.). 
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Tabla CXV:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 219,30 333,40 276,35 

 

 

Figura 130: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E12) 
(Apéndice 12.12.). 

 

Tabla CXVI:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 
representado en la Figura 130 (E12) (Apéndice 12.12.). 

 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 
η a 100 s-1 (cP) 21,00 18,82 19,91 
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Figura 131: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico. Los 
valores de “n” recogidos en la Tabla CXVI son muy próximos a 1, lo que indica que el fluido puede 

ajustarse también al modelo newtoniano (E12) (Apéndice 12.12.). 

 

Tabla CXVII: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en la 
Figura 131 (E12) (Apéndice 12.12.). 

 Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,99 0,99 0,99 
η (cP) 22,23 19,56 20,90 
η a 100 s-1 (cP) 21,00 18,82 19,91 

 

Tabla CXVIII: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E12) (Apéndice 12.12.). 

 % 
Disolución Inicial 6,20 

Tratamiento Térmico 78,20 
Tratamiento Mecánico 80,92 
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 12.13. Ensayo 13 

 

Figura 132: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medidos en el 
mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 
tratamiento mecánico para el Ensayo 13 a pH 4, concentración del 7% y fuerza iónica 0 mM (Apéndice 

12.13.). 

 

Tabla CXIX:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E13) (Apéndice 12.13.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm)  

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inical 1,48 0,47 0,26 0,47 4,41 
Tratamiento térmico 5,82 3,25 1,72 3,81 10,44 

Tratamiento mecánico 4,51 1,50 0,65 2,83 7,08 
 

 Span 
 

Pico máximo 
(µm) 

V pico máximo 
(µm) 

Disolución Inical 8,94 0,34 11,29 
Tratamiento térmico 2,29 3,09 9,03 

Tratamiento mecánico 2,28 3,35 8,70 
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Figura 133: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E13) (Apéndice 12.13.). 

 

Tabla CXX: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 133 (E13) (Apéndice 12.13.). 

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,98 0,98 0,98 
η (cP) 3,37 3,69 3,53 
η a 100 s-1 (cP) 3,46 3,68 3,57 

 

 

Figura 134: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E13) 
(Apéndice 12.13.). 
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Tabla CXXI:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 135,70 143,50 139,60 

 

 

Figura 135: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E13) 
(Apéndice 12.13.). 

 

Tabla CXXII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 
representado en la Figura 135 (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 
η a 100 s-1 (cP) 58,38 50,73 54,56 

 

Tabla CXXIII: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E13) (Apéndice 12.13.). 

 % 
Disolución Inicial 4,72 

Tratamiento Térmico 35,66 
Tratamiento Mecánico 44,62 
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 12.14. Ensayo 14 

 

Figura 136: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medidos en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 

tratamiento mecánico para el Ensayo 14 a pH 7, concentración del 7% p/p y fuerza iónica 0 mM 
(Apéndice 12.14.). 

 

Tabla CXXIV:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E14) (Apéndice 
12.14.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 11,34 0,67 0,28 0,81 37,65 
Tratamiento Térmico 526,55 17,52 331,58 544,47 729,81 

Tratamiento Mecánico 8,50 3,45 2,30 7,38 16,20 
 

 Span 
 

Pico máximo 
(µm) 

V pico máximo 
(ln%) 

Disolución Inicial 46,18 0,31 7,75 
Tratamiento Térmico 73,15 0,36 0,24 

Tratamiento Mecánico 1,88 9,00 8,95 
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Figura 137: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E14) (Apéndice 12.14.). 

 

Tabla CXXV: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 137 (E14) (Apéndice 12.14.). 

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,97 0,96 0,97 
η (cP) 2,34 2,54 2,44 
η a 100 s-1 (cP) 2,60 2,80 2,70 

 

 

Figura 138: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E14) 
(Apéndice 12.14.). 
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Tabla CXXVI:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 432,50 541,20 486,85 

 

 

Figura 139: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E14) 
(Apéndice 12.14.). 

 

Tabla CXXVII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 
representado en la Figura 139 (E14) (Apéndice 12.14.). 

 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 
η a 100 s-1 (cP) 3,11 3,50 3,31 
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Figura 140: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico. Los 
valores de “n” recogidos en la Tabla CXXVII son muy próximos a 1, lo que indica que el fluido puede 

ajustarse también al modelo newtoniano (E14) (Apéndice 12.14.). 

 

Tabla CXXVIII:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en 
la Figura 140 (E14) (Apéndice 12.14.). 

 Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,98 0,98 0,98 
η (cP) 2,97 3,40 3,18 
η a 100 s-1 (cP) 3,11 3,50 3,31 

 

Tabla CXXIX: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E14) (Apéndice 12.14.). 

 % 
Disolución Inicial 1,55 

Tratamiento Térmico 46,03 
Tratamiento Mecánico 54,81 
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 12.15. Ensayo 15 

 

Figura 141: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medidos en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y la recogida tras el 

tratamiento mecánico para el Ensayo 15 a pH 5,5, concentración del 11% p/p y fuerza iónica 0 mM 
(Apéndice 12.15.). 

 

Tabla CXXX:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E15) (Apéndice 
12.15.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución Inicial 6,75 0,62 0,27 0,66 22,50 
Tratamiento Térmico 135,87 14,54 18,92 88,87 324,40 

Tratamiento Mecánico 4,70 1,78 0,90 3,53 9,13 
 

 Span 
 

Pico máximo  
(µm) 

V pico máximo 
(ln%) 

Disolución Inicial 34,13 0,31 8,36 
Tratamiento Térmico 3,44 88,91 5,19 

Tratamiento Mecánico 2,34 4,19 7,82 
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Figura 142: Comportamiento newtoniano de la disolución inicial (E15) (Apéndice 12.15.). 

 

Tabla CXXXI: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 142 (E15) (Apéndice 12.15.). 

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,99 0,99 0,99 
η (cP) 4,80 5,07 4,94 
η a 100 s-1 (cP) 4,91 5,17 5,04 

 

 

Figura 143: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E15) 
(Apéndice 12.15.). 
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Tabla CXXXII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento térmico 
representado en la Figura 143 (E15) (Apéndice 12.15.). 

 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 
η a 100 s-1 (cP) 1315,00 1375,00 1345,00 

 

 

Figura 144: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico (E15) 
(Apéndice 12.15.). 

 

Tabla CXXXIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico 
representado en la Figura 144 (E15) (Apéndice 12.15.). 

 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 
η a 100 s-1 (cP) 27,15 21,56 24,36 
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Figura 145: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico. Los 
valores de “n” recogidos en la Tabla CXXXIII son muy próximos a 1, lo que indica que el fluido puede 

ajustarse también al modelo newtoniano (E15) (Apéndice 12.15.). 

 

Tabla CXXXIV:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico representado en 
la Figura 145 (E15) (Apéndice 12.15.). 

 Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 1,00 1,00 1,00 
η (cP) 27,02 21,14 24,08 
η a 100 s-1 (cP) 27,15 21,56 24,36 

 

Tabla CXXXV: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E15) (Apéndice 12.15.). 

 % 
Disolución Inicial 0,80 

Tratamiento Térmico 25,38 
Tratamiento Mecánico 10,94 
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 12.16. Ensayo 16 

 

Figura 146: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medidos en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y las recogidas tras el 

tratamiento mecánico para el Ensayo 16 a 150 bar y 1, 2 y 3 pases (Apéndice 12.16.). 

 

Tabla CXXXVI:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E16) (Apéndice 
12.16.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución 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 máximo  
(µm) 

V pico máximo  
(ln%) 

Disolución 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 disolución inicial (E16) (Apéndice 12.16.). 

 

Tabla CXXXVII: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 147 (E16) (Apéndice 12.16.). 

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,99 0,98 0,98 
η (cP) 3,54 3,79 3,67 
η a 100 s-1 (cP) 4,09 4,53 4,31 

 

 

Figura 148: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E16) 
(Apéndice 12.16.). 
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Tabla CXXXVIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 

η a 100 s-1 (cP) 437,50 419,40 428,45 
 

 

Figura 149: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 150 
bar y 1 pase (E16) (Apéndice 12.16.). 

 

Tabla CXXXIX:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico a 150 
bar y 1 pase representado en la Figura 149 (E16) (Apéndice 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 

η a 100 s-1 (cP) 16,29 15,37 15,83 
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Figura 150: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 150 bar y 
1 pase. Los valores de “n” recogidos en la Tabla CXXXIX son muy próximos a 1, lo que indica que el 

fluido puede ajustarse también al modelo newtoniano (E16) (Apéndice 12.16.). 

 

Tabla CXL:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico 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 
η (cP) 17,59 16,33 16,96 
η a 100 s-1 (cP) 16,29 15,37 15,83 

 

 

Figura 151: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 150 
bar y 2 pases (E16) (Apéndice 12.16.). 
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Tabla CXLI: Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico a 150 bar y 
2 pases representado en la Figura 151 (E16) (Apéndice 12.16.). 

 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 

η a 100 s-1 (cP) 9,39 9,82 9,60 
 

 

Figura 152: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 150 bar y 
2 pases. Los valores de “n” recogidos en la Tabla CXLI son muy próximos a 1, lo que indica que el fluido 

puede ajustarse también al modelo newtoniano (E16) (Apéndice 12.16.). 

 

Tabla CXLII:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico a 150 bar y 2 pases 
representado en la Figura 152 (E16) (Apéndice 12.16.). 

 Réplica 1 Réplica 2 Media 
r 0,97 0,82 0,89 
η (cP) 9,77 10,64 10,21 

η a 100 s-1 (cP) 9,39 9,82 9,60 
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Figura 153: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 150 y 
3 pases (E16) (Apéndice 12.16.). 

 

Tabla CXLIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico a 150 bar 
y 3 pases representado en la Figura 153 (E16) (Apéndice 12.16.). 

 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 

η a 100 s-1 (cP) 8,19 8,79 8,49 
 

 

Figura 154: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 150 bar y 
3 pases. Los valores de “n” recogidos en la Tabla CXLIII son muy próximos a 1, lo que indica que el 

fluido puede ajustarse también al modelo newtoniano (E16) (Apéndice 12.16.). 
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Tabla CXLIV:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico 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 
η (cP) 8,39 9,05 8,72 
η a 100 s-1 (cP) 8,19 8,79 8,49 

 

Tabla CXLV: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E16) (Apéndice 12.16.). 

 % 
Disolución 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 

 

Figura 155: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm) medidos en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y las recogidas tras el 

tratamiento mecánico para el Ensayo 17 a 300 bar y 1, 2 y 3 pases (Apéndice 12.17.). 

 

Tabla CXLVI:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E17) (Apéndice 
12.17.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución 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 máximo 
(µm) 

V pico máximo 
(ln%) 

Disolución 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 disolución inicial (E17) (Apéndice 12.17.). 

 

Tabla CXLVII: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 156 (E17) (Apéndice 12.17.). 

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,99 0,97 0,98 
η (cP) 3,84 3,73 3,78 
η a 100 s-1 (cP) 3,91 3,68 3,79 

 

 

Figura 157: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E17) 
(Apéndice 12.17.). 
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Tabla CXLVIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 304,40 325,50 314,95 

 

 

Figura 158: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 300 
bar y 1 pase (E17) (Apéndice 12.17.). 

 

Tabla CXLIX:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico a 300 bar 
y 1 pase representado en la Figura 158 (E17) (Apéndice 12.17.). 

 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 
η a 100 s-1 (cP) 10,41 10,91 10,66 
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Figura 159: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 300 
bar y 2 pases (E17) (Apéndice 12.17.). 

 

Tabla CL:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico a 300 bar y 2 
pases representado en la Figura 159 (E17) (Apéndice 12.17.). 

 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 
η a 100 s-1 (cP) 8,26 7,35 7,81 

 

 

Figura 160: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 300 
bar y 3 pases (E17) (Apéndice 12.17.). 
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Tabla CLI:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico a 300 bar y 3 
pases representado en la Figura 160 (E17) (Apéndice 12.17.). 

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,97 0,96 0,97 
k 0,07 0,06 0,07 
n 0,52 0,57 0,55 
η a 100 s-1 (cP) 8,56 8,71 8,64 

 

Tabla CLII: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E17) (Apéndice 12.17.). 

 % 
Disolución 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 

 

Figura 161: Representación gráfica del % volumen frente al diámetro de partícula (μm)  medidos en el 
Mastersizer para la muestra de disolución inicial, la sometida al tratamiento térmico y las recogidas tras el 

tratamiento mecánico para el Ensayo 18 a 450 bar y 1, 2 y 3 pases (Apéndice 12.18.). 

 

Tabla CLIII:  Diferentes formas de expresar los tamaños de partícula obtenidos (E18) (Apéndice 12.18.). 

 
D [4,3] 
(µm) 

D [3,2] 
(µm) 

D (v, 0,1) 
(µm) 

D (v, 0,5) 
(µm) 

D (v, 0,9) 
(µm) 

Disolución 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 máximo 
(µm) 

V pico máximo 
(ln%) 

Disolución Inicial 19,42 0,36 9,84 
Tratamiento Térmico 3,97 19,31 5,73 

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 disolución inicial (E18) (Apéndice 12.18.). 

 

Tabla CLIV: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano de la disolución inicial representada en la 
Figura 162 (E18) (Apéndice 12.18.). 

 
Réplica 1 Réplica 2 Media 

r 0,98 0,98 0,98 
η (cP) 3,97 3,77 3,87 
η a 100 s-1 (cP) 3,58 3,73 3,66 

 

 

Figura 163: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento térmico (E18) 
(Apéndice 12.18.). 
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Tabla CLV: Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento 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 
η a 100 s-1 (cP) 419,80 398,70 409,25 

 

 

Figura 164: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 450 
bar y 1 pase (E18) (Apéndice 12.18.). 

 

Tabla CLVI:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico a 450 bar y 
1 pase representado en la Figura 164 (E18) (Apéndice 12.18.). 

 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 
η a 100 s-1 (cP) 7,07 7,01 7,04 
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Figura 165: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico de 450 bar 
y 1 pase. Los valores de “n” recogidos en la Tabla CLVI son muy próximos a 1, lo que indica que el 

fluido puede ajustarse también al modelo newtoniano (E18) (Apéndice 12.18.). 

 

Tabla CLVII: Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico 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 
η (cP) 7,25 7,19 7,22 
η a 100 s-1 (cP) 7,07 7,01 7,04 

 

 

Figura 166: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 450 
bar y 2 pases (E18) (Apéndice 12.18.). 
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Tabla CLVIII:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico a 450 bar 
y 2 pases representado en la Figura 166 (E18) (Apéndice 12.18.). 

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 
η a 100 s-1 (cP) 8,29 7,75 8,02 

 

 

Figura 167: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 450 bar y 
2 pases. Los valores de “n” recogidos en la Tabla CLVIII son muy próximos a 1, lo que indica que el 

fluido puede ajustarse también al modelo newtoniano (E18) (Apéndice 12.18.). 

 

Tabla CLIX:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico 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 
η (cP) 8,78 8,20 8,49 
η a 100 s-1 (cP) 8,29 7,75 8,02 

 

0 20 40 60 80 100

Á en 1/s

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

‚ 
e
n
 P

a

0

5

10

15

ƒ
 e

n
 c

P

  

p3-V-35-H2-2
‚ = f (Á)
ƒ = f (Á)

p3-V-35-H2-1
‚ = f (Á)
ƒ = f (Á)
Newton (9)
Newton (10)



  Apéndice 

253 
 

 

Figura 168: Comportamiento pseudoplástico de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 450 
bar y 3 pase (E18) (Apéndice 12.18.). 

 

Tabla CLX:  Parámetros de ajuste al modelo de Ostwald de Waele del tratamiento mecánico a 450 bar y 
3 pases representado en la Figura 168 (E18) (Apéndice 12.18.). 

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 
η a 100 s-1 (cP) 6,83 6,30 6,57 

 

 

Figura 169: Comportamiento newtoniano de la muestra obtenida tras el tratamiento mecánico a 450 bar y 
3 pases. Los valores de “n” recogidos en la Tabla CLX son muy próximos a 1, lo que indica que el fluido 

puede ajustarse también al modelo newtoniano (E18) (Apéndice 12.18.). 
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Tabla CLXI:  Parámetros de ajuste al modelo newtoniano del tratamiento mecánico 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 
η (cP) 7,05 6,55 6,80 
η a 100 s-1 (cP) 6,83 6,30 6,57 

 

Tabla CLXII: % de proteína insolubilizada para la disolución inicial, % de agregación en el TT tras 
centrifugación y % de proteína microparticulada en el TM (E18) (Apéndice 12.18.). 

 % 
Disolución Inicial 2,34 

Tratamiento Térmico 47,37 
TM 1 pase 26,92 
TM 2 pases 25,37 
TM 3 pases 25,38 

 


