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Resumen

1 RESUMEN

El suero lacteo es un subproducto liquido procedente de la elaboracion de los
quesos. Dada su alta carga orgénica, se considera uno de los contaminantes mas severos
que existen dentro del sector lacteo. Este hecho junto con su alto valor bioldgico y
nutricional, debido a su alto contenido en proteinas ricas en aminoacidos esenciales,

justifica la necesidad de su explotacion.

Uno de los aprovechamientos del suero lacteo es la fabricacion de WPCs (Whey
protein concentrates), los cuales son aplicados a diferentes productos mejorando las

propiedades nutricionales y funcionales de diversos tipos de alimentos y bebidas.

La gran demanda actual de productos bajos en grasa, ha hecho surgir la
microparticulacion proteica como una de las innovaciones recientes en el
aprovechamiento del suero lacteo. La microparticulacién proteica es un proceso que
combina un tratamiento térmico y uno mecanico, generalmente de proteinas del suero
lacteo, cuyo producto final son pequefas particulas proteicas del suero lacteo con un
tamafio comprendido entre 0,5 y 10 um, similar al tamafio de los glébulos grasos de la
leche, con el fin de ser aplicado como sustituto de los mismos.

Basandose en estos antecedentes, se planted estudiar el proceso de
microparticulacion proteica utilizando como materia prima un WPC-60. Para ello, se
examind el comportamiento de una serie de parametros ligados al proceso de
microparticulacion (pH, concentracion proteica de la alimentacion, fuerza ionica,
presiébn y numero de pases en el homogenizador) con el fin de obtener sueros
microparticulados con un amplio rango de tamarfio de particula, viscosidad y porcentaje
de proteina microparticulada con el objetivo de ser destinados a diferentes productos
lacteos como ingrediente sustitutivo de la grasa mejorando las propiedades sensoriales

de estos productos bajos en grasa.



Abstract

2 ABSTRACT

Whey is a liquid by-product from the manufacture of cheese. It is considered one
of the most severe pollutant agent in the world given its high organic load. This fact
along with its high biological and nutritional value, due to its high content of proteins
rich in essential amino acids, justify its exploitation necessity the need for their use in

order to reduce environmental pollution.

The whey is used in the production of WPCs (Whey protein concentrates) which
are applied to different products by improving the nutritional and functional properties

of several types of food and beverages.

Nowadays, the high demand for low fat products, has enabled the protein
microparticulation to emerge as one of the latest innovations to exploit whey. Protein
microparticulation is a process consisting of a heat treatment followed by a mechanical
treatment, generally using whey proteins as feed, which produces small protein particles
with a particle size between 0.5 and 10 um, similar to the milk fat globules, in order to

to apply them as fat replacer.

Based on this background, it is proposed to study the protein microparticulation
process using as raw material a WPC-60. To this end, the effect of pH, feed protein
concentration, ionic strength, pressure and number of passes in the homogenizer was
investigated in order to obtain microparticulated proteins with a wide range of particle
size, viscosity and percentage of microparticulated protein with the objective of to
incorporating them to various dairy products as fat replacer with improving the

organoleptic properties of low fat products.
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5 INTRODUCCION

5.1 EL SUERO LACTEO

El suero lacteo es el subproducto liquido que se obtiene de la elaboracion de
queso. Se trata de un producto residual que genera grandes problemas ambientales, sin
embargo, este efluente desaprovechado constituye una importante fuente nutricional, ya
que incluye en su composicién un completo perfil de minerales, proteinas de alto valor
bioldgico y una gran fuente de carbohidratos para la poblacién. Principalmente destaca

por ser una de las grandes reservas de proteinas alimentarias [1, 2].
5.1.1 Tipos de suero lacteo

El suero representa el 80-90% del volumen total de la leche para la fabricacién
de queso y contiene alrededor del 50% de los nutrientes de la leche original: proteinas
solubles, lactosa, vitaminas y sales minerales. Se pueden distinguir dos tipos de suero
lacteo segln cuél sea la metodologia empleada en la coagulacién de la leche [3]:

e Suero dulce: es resultado de la accién proteolitica de enzimas coagulantes sobre
las micelas de caseina de la leche, las cuales catalizan la ruptura del enlace
peptidico de la k-caseina entre los aminoacidos fenilalanina en la posicion 105 y
metionina en la posicion 106, provocando la precipitacion de las caseinas para
obtener el queso. Presenta un pH de 5,9-6,6 y es el suero mas utilizado por la
industria por tener una composicion quimica mas estable.

e Suero acido: es resultado de la coagulacion &cida o lactica de las micelas de
caseina en su punto isoeléctrico (pl) (pH 4,6), lo cual conlleva la
desmineralizacion, desestabilizacién y precipitacion de la caseina, dejando en
solucion solamente las proteinas séricas. El suero acido es separado en la
fabricacion de quesos acidos y en la fabricacion de caseinas y tiene un pH de
4,3-4,6.

De estos dos tipos de suero, el dulce posee mejores aptitudes para el
procesamiento y obtencion de subproductos de mayor valor agregado. Este presenta
aproximadamente 95% de lactosa, 25% de proteinas y 8% de la materia grasa que
contiene la leche y es por eso que desde hace mucho tiempo se observo la posibilidad de

reutilizarlo para distintos fines [3].
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5.1.2 Composicion del suero lacteo

El suero lacteo aunque tiene un contenido proteico bajo, presenta proteinas de
alto valor biol6gico que no son deficientes en ningin aminoécido y que se conocen con
el nombre de proteinas séricas. Presenta un bajo contenido graso y una gran cantidad de
minerales entre los que destacan mayoritariamente el potasio, seguido del calcio,
fésforo, sodio y magnesio. Contiene también vitaminas del grupo B (tiamina, acido
pantoténico, riboflavina, piridoxina, &cido nicotinico y cobalamina), &cido ascérbico y

lactosa, la cuél es el componente mayoritario [4].

Tabla I. Composicion aproximada del suero dulce y el suero &cido (%) [5].

Componente Suero dulce (%) Suero acido (%)
Solidos totales 6,4 6,5
Agua 93,6 93,5
Grasa 0,05-0,37 0,04-0,27
Proteina sérica 0,6-1 0,6-0,8
NNP (Nitr6geno no proteico) 0,18 0,18
Lactosa 4,6-5,2 4,4-4,6
Minerales 0,5 0,8
Calcio 0,043 0,12
Fosforo 0,040 0,065
Sodio 0,05 0,05
Potasio 0,16 0,16
Cloro 0,11 0,11
Acido lactico 0,05 0,4

Como se observa en la tabla I, los macronutrientes permanecen casi en las

mismas proporciones en ambos sueros. Las principales diferencias se observan al
comparar las cantidades de calcio y &cido lactico, estando en mayor proporcion en el
suero acido. La mayor cantidad de acido lactico en el suero acido es debido a la
acidificacion de la leche para la precipitacion de la caseina y la presencia de flora lactica
[5]. Por altimo, en el suero acido el contenido en lactosa se ve reducido a causa de la

fermentacion lactica.
5.1.3 Aprovechamiento del suero lacteo

El problema ambiental mas importante de la industria lactea lo representa la
generacion de aguas residuales, tanto por su volumen como por la carga contaminante

asociada, fundamentalmente de caracter organico.
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El suero lacteo es el subproducto mas representativo de la industria lactea y dada
su carga orgénica es uno de los contaminantes ambientales mas severos que existen en
este tipo de industrias ya que se desechan 9 litros de suero por cada kg de queso
producido. Su alto valor bioldgico, nutritivo y funcional justifican en gran medida la
necesidad de evaluar sus posibilidades de aprovechamiento con el fin de minimizar la
contaminacion ambiental y recuperar un subproducto como materia prima para generar

productos de mayor valor afiadido [1].

El mayor aprovechamiento del suero lacteo ha sido a nivel industrial con la
fabricacion de derivados del suero lacteo como el suero en polvo, suero en polvo
desmineralizado, lactosa en polvo, suero en polvo deslactosado y suero reducido en
lactosa (Reduced Lactose Whey — RLW), proteinas concentradas de suero (Whey
Protein Concentrates — WPC)y los aislados proteicos de suero (Whey Protein Isolates —
WPI) [3].

Debido a la funcionalidad tecnolégica que poseen algunos de estos
concentrados proteicos se utilizan como ingredientes en la formulacion de nuevos
productos en diversos sectores alimentarios y de bebidas y como reemplazo o
alternativa a otros ingredientes tradicionales [3]. A continuacion se describen diferentes

aplicaciones de los derivados del suero lacteo [1, 5, 6]:

e Produccion de piensos para consumo animal utilizando el suero en polvo como
una de las materias primas de enriquecimiento nutricional.

e Elaboracion de productos lacteos en la misma empresa, como el desarrollo de
quesos basados en la coagulacion de proteinas lactoséricas y en presencia de
calcio. Estos quesos reciben el nombre de ricotta, ricottone y requeson.

e Produccion de suero en polvo dulce y &cido para el aprovechamiento de su
proteina en la elaboracion de batidos proteicos destinados a deportistas con el fin
de favorecer el metabolismo asociado a la hipertrofia muscular. Ademas se
emplea en la elaboracion de bebidas fermentadas y no fermentadas y bebidas de
tipo refresco.

e Aislamiento de las proteinas de suero para utilizacion en alimentacion infantil
debido a sus caracteristicas nutricionales.

e Obtencidn de cristales de lactosa a partir del suero lacteo a través de una serie de

procesos, los cuales son ampliamente utilizados en la industria farmacéutica para
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el recubrimiento de medicamentos y a nivel dietético por su menor valor
edulcorante, escasa higroscopicidad y menos solubilidad que el de la sacarosa.

e Empleo del suero lacteo en panificados (bases para pasteles, galletas, barritas
nutritivas), confiteria (chocolates), productos carnicos, pescados, pasta y cremas
actuando como emulsificantes, estabilizantes y con capacidad de retencion de

agua.
5.1.3.1 Innovacion reciente: la microparticulacion proteica

Los globulos grasos lacteos interactian con el resto de ingredientes para
desarrollar la textura, la sensacion en la boca y en general la lubricidad de los diferentes

productos lacteos [7].

La gran demanda de productos bajos en grasa en la actualidad es una de las
principales razones por las que se esta estudiando la aplicacion del lactosuero en
derivados lacteos con el objetivo de mejorar la calidad de los productos lacteos bajos en
grasas.

Una de las innovaciones recientes en los ultimos afios ha sido la
microparticulaciéon proteica, proceso que consta de una etapa de tratamiento térmico
(desnaturalizacion de las proteinas y agregacion de las mimas) y mecanico
(homogenizador para microparticular los agregados de proteinas), generalmente de
proteinas de lactosuero, cuyo producto final podria ser empleado como sustitutivo de la
grasa mejorando la textura y el sabor (palatabilidad) de productos lacteos bajos en grasa
(quesos, postres, yogurt, helado etc.).
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5.2 OBJETIVOS

El objetivo de este proyecto consistio en el estudio de las diferentes etapas del

proceso de microparticulacion utilizando como materia prima un WPC-60.

Para ello, durante el periodo de experimentacion se variaron una serie de
parametros en el proceso de microparticulacion (pH, concentracion de proteina, fuerza
ionica, presion y numero de pases en el homogenizador) con el fin de obtener diferentes
sueros microparticulados con un amplio rango de tamafio de particula, viscosidad y
porcentaje de proteina microparticulada, con el objetivo de ser empleados en diferentes
productos lacteos como método sustitutivo de la grasa mejorando las propiedades

sensoriales de aquellos que son bajos en grasa.
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6 CONSIDERACIONES TEORICAS

6.1 FRACCION PROTEICA DEL SUERO LACTEO

Las proteinas del suero lacteo se definen como aquellas que se mantienen en
solucion tras precipitar la caseina en el proceso de elaboracion de los quesos. Las
proteinas del lactosuero representan el 20% de las proteinas de la leche de vaca y
reciben el nombre de seroproteinas [8]. Estas destacan por su alto valor biolégico y
calidad, es decir, una mayor capacidad de ofrecer nitrogeno al organismo, debido a su
alta concentracion de aminoacidos de cadena ramificada (isoleucina, valina y leucina) y
aminoacidos esenciales respecto a otras fuentes de proteinas. Dentro de las proteinas

séricas se pueden distinguir mayoritariamente cinco grupos:

e p-Lactoglobulina (B-Lg)

La pB-Lactoglobulina es la proteina mas abundante del lactosuero bovino,
representando alrededor de la mitad de las proteinas presentes (50-55%) [5] Yy
presentando una concentracion en éste de 3 g/L [9]. Como es la proteina mas abundante
en el suero lacteo, se explicara con mayor detalle ya que se tomara como referencia en

muchas de las explicaciones de los resultados de este proyecto.

Esta formada por 162 aminoacidos, con una masa molecular de 18,4 kDa y tiene
un punto isoeléctrico (valor de pH al cual la proteina tiene carga neta nula) situado en el
rango de 4,6 a 5,2, dependiendo de la variante genética y las diversas impurezas que
presente [10]. Existen variantes genéticas, siendo las mas comunes las denominadas A 'y
B, que difieren en dos aminoacidos. La variante A tiene una valina en la posicion 118 y
un aspartico en la posicién 64, mientras que la variante B tiene alanina y glicina

respectivamente.

Se trata de una proteina globular, es decir, sus cadenas polipeptidicas estan
plegadas estrechamente de tal forma que adopta una forma esférica o globular compacta
dejando los grupos hidrofilicos hacia el exterior[10]. Su desnaturalizacion tiene lugar a
una temperatura de 78 °C [11, 12].

Su funcién bioldgica especifica es desconocida, aunque la teoria mas aceptada
de forma general es que actia como medio de transporte de sustancias, capaz de
interaccionar con distintas moléculas hidrofobicas, especialmente el retinol y los acidos
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grasos. Esta propiedad, ademéas de estar probablemente relacionada con su funcion

bioldgica, hace que tenga buenas propiedades emulsionantes [8].

Como cualquier proteina, la B-Lg esta constituida por una serie de estructuras:

primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria.

La estructura primaria viene determinada por la secuencia de aminoacidos
unidos entre si por el enlace peptidico. Esta seroproteina presenta dos puentes disulfuro
entre cuatro aminoacidos de cisteina lo que le proporciona estabilidad. Por otro lado,
existe un quinto aminoacido de cisteina libre, con el grupo tiol (-SH) expuesto,
responsable segun estudios de la capacidad antioxidante que tiene la proteina y por
tanto, la leche; ademés tiene una funcion importante en la estructura cuaternaria para

que tenga lugar la agregacion [10].

La estructura secundaria es la forma en la que la cadena polipeptidica se pliega
en el espacio gracias a la formacion de puentes de hidrdégeno entre los atomos que
forman el enlace peptidico. De esta forma, la cadena polipeptidica es capaz de adoptar
conformaciones de menor energia libre, y por tanto mas estables. Esta proteina presenta
dos estructuras secundarias bien diferenciadas, las llamadas hélice a y hoja plegada 8

antiparalela.

La estructura terciaria se caracteriza por el plegamiento espacial de la cadena

polipeptidica y en cuyo interior se encuentra el punto de union de ligandos (Figura 1).

Figura 1. Diagrama estructural de la B-lactoglobulina [13].
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Por ultimo, la estructura cuaternaria se debe a la asociacion de diversas proteinas
entre si para formar diferentes agregados. La proteina puede formar distintos agregados

en funcién de las condiciones en las que se encuentra[10].

La B-Lg en su estructura cuaternaria puede encontrarse como monomero,
mantenida por dos puentes disulfuro (S-S). Ademas presenta un grupo tiol libre,
correspondiente a la cisteina que ocupa el lugar 121 de la secuencia de aminoacidos, el
cual es muy importante en la asociacion con otras moléculas, concretamente en la
formacion de dimeros a través de la formacién de un tercer puente disulfuro entre las
cisteinas libres de los dos monémeros [14]. En la leche de los rumiantes la proteina se
encuentra en forma de dimeros lo que confiere propiedades de union a diferentes
moléculas hidrofdbicas, mientras que en el resto de las especies se encuentra en forma
de mondmeros [15]. La figura 2 representa de forma esquematica la formacién inicial de

los primeros agregados de B-Lg.

Reaciive
‘ —SH
Blactoglobul Plactoglobin S
Plactoglobalin - nonomers o +
dmer L
—
g mll ._g_ : .
Y l ‘_l —) b Lo —P Lactoglobulin
: : —SH Lo AGGREGATES
— §
— SH

Figura 2. Esquema del mecanismo de agregacion de la 3 —Lg [16].

La formacién del trimero tiene lugar por fuerzas débiles de tipo electroestaticas,
hidrofobicas y puentes de hidrdgeno, el tetramero por asociacion de dos dimeros a
través de fuerzas débiles, el pentdmero por la unién de un monémero a un tetrdmero y
por ultimo, se encuentra el octdmero, formado por 4 dimeros enlazados, siendo el mayor

agregado posible dentro de la estructura cuaternaria [10].
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a-Lactoalblimina (a-La)

La a -lactoalbumina es la segunda proteina mas abundante del suero lacteo
bovino (20-25%) [5], con una concentracion de 0,7 g/L, y es la més abundante en la
leche humana [9].

Se trata de una proteina formada por solo una cadena polipeptidica de 123

aminoéacidos y con un peso molecular de 14,2 kDa [13].

Su estructura terciaria, muy compacta, es globular y est4d mantenida por cuatro
puentes disulfuro, con una zona de hélice o y otra de hojas plegadas 3 (Figura 3) [13].
Es una proteina &cida con un punto isoeléctrico en el rango 4,5-4,8 [17] y presenta una

temperatura de desnaturalizacion de62°C [11, 12].

Figura 3. Diagrama estructural de la a-lactoalbumina [13].

Su principal funcién es la de participar en la biosintesis de la lactosa al formar

parte junto con el enzima galactosiltransferasa del enzima lactosa sintetasa [15].

La a-La tiene un i6n calcio unido, que es imprescindible en el mantenimiento de
su estructura y de su actividad como reguladora de la galactosiltransferasa. La
eliminacién del calcio genera una estructura Ilamada "moltenglobule™ que es un estado
intermedio de desnaturalizacion, en el que la proteina mantiene su estructura secundaria,

pero con una estructura terciaria poco definida [8].

Desde el punto de vista nutricional, la o -lactabumina es importante debido a su
alto contenido en tript6fano, siendo el precursor de la serotonina cuya funcion es actuar

como neurotransmisor regulando el apetito. La a-La también dispone de cisteina y

25



Consideraciones teéricas

aminoacidos de cadena ramificada, importantes para el desarrollo del tejido muscular
[18].

¢ Inmunoglobulinas (1Gs)

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas cuya funcién es la de unirse a un
antigeno. Representan el 10-15 % de las proteinas del suero lacteo [5], con una
concentracion de 0,6 g/L [9]. Presentan un peso molecular medio de 150 kDa y su punto
isoeléctrico se encuentra en el rango 5,5-8,3 [13, 17]. Presenta una temperatura de
desnaturalizacion de 72°C [11, 12].

La estructura bésica, con forma de Y, esta constituida por dos cadenas ligeras y
dos cadenas pesadas (Figura 4). Las cadenas ligeras estdn formadas por 200
aminoéacidos, mientras que las pesadas por 400 aminoacidos. Cada cadena ligera esta
unida a una cadena pesada por un puente disulfuro, mientras que las dos cadenas

pesadas, que estan glicosiladas, se unen entre si mediante dos puentes disulfuro [8, 13].

Figura 4. Diagrama estructural de una unidad basica de inmunoglobulina [13].

Se conocen cinco tipos de inmunoglobulinas: IgM, IgA, IgG, IgD e IgE. Siendo
IgG la maés abundante y representando el 70 % de las inmunoglobulinas séricas. Las

inmunoglobulinas suponen una accion pasiva frente a infecciones microbianas [13].

e Albumina de suero bovino (BSA)

La albdmina de suero bovino (BSA) es una seroproteina que representa el 5-10%
del total [5] y se encuentran en una concentracion de 0,5 g/L [9]. Es una proteina

relativamente grande, con una cadena formada por 583 aminoacidos, un peso molecular
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de 69 kDa y presentado un punto isoeléctrico comprendido entre 4,7 y 4,9 [13, 17].
Ademas presenta una temperatura de desnaturalizacion de 64°C [11, 12].

Su estructura tridimensional (Figura 5) se compone de tres dominios, cada uno
de ellos formados por 10 segmentos helicoidales. Su estructura secundaria, en su forma
nativa es principalmente a-helicoidal y contiene 17 puentes disulfuro. Ademas, en

funcién del pH, la BSA presenta diferentes estados de isomerizacion [13].

Figura 5. Diagrama estructural de la BSA [13].

La propiedad mas importante de la BSA es su capacidad de unién a ligandos,
entre los cuales destacan los acidos grasos de cadena larga, insolubles en el plasma, que

son transportados gracias a dicha seroproteina [13].
e Lactoferrina

La lactoferrina es otra de las proteinas presentes en el suero lacteo que se
encuentra en bajas proporciones (1-2%) [5] y con una concentracion de 0,10 g/L[13].
Presenta una cadena polipeptidica de 689 aminoacidos, con un peso de 77 kDa y un

punto isoeléctrico a pH 9 [13, 17].

La lactoferrina esta constituida por dos l6bulos (I6bulo N y C) (Figura 6)
correspondientes a las mitades de las moléculas que contienen el N- terminal y el C-
terminal, respectivamente. Estos lobulos se dividen en dos dominios (N1, N2, C1y C2)

unidos mediante una hélice de tres vueltas [13].
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Figura 6. Diagrama estructural de la lactoferrina [13].

La lactoferrina es una proteina fijadora de hierro y ejerce funciones como la

absorcién de hierro, actividad antimicrobiana y regulacion del metabolismo del hierro

[13].

Tabla I1. Caracteristicas principales de las proteinas del suero lacteo.

Concentracion % sobre UM EIIE

Proteinas séricas ; PM (kDa) pl desnaturalizacion
(a/h proteina total oC
p-Lactoglobulina 3,0 50-55 18,4 4,8-5,1 78
a-Lactoalbumina 0.7 25-30 14,2 4,5-4,8 62
Inmunoglobulinas 0,6 10-15 150 5,5-8.3 72
BSA 0,5 5-10 69 4,7-4,9 64
Lactoferrina 0,10 1-2 77 8,5-9 -

A partir de la informacion descrita, en la tabla Il se resumen las caracteristicas

diferenciales de las principales seroproteinas, teniendo en cuenta la proporcién en que

se encuentran respecto al total, la concentracion (g/L), el peso molecular (PM), el punto

isoeléctrico (pl) y la temperatura de desnaturalizacion en aquellas proteinas donde se

conoce.
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6.2 APROVECHAMIENTO DEL SUERO LACTEO: WPCs E WPIs

Las proteinas del suero lacteo son muy utilizadas en la industria alimentaria
debido a su amplio rango de propiedades quimicas, fisicas y funcionales. Entre estas
ultimas destacan la solubilidad, viscosidad, capacidad de retencion de agua y sus

cualidades como agentes gelificantes, emulsificantes y espumantes [13].

Una de las formas de aprovechar estas propiedades es utilizando técnicas de
ultrafiltracion, a partir de las cuales se obtiene el denominado concentrado de proteinas
del suero lacteo (Whey protein concentrates-WPCs) y los aislados de proteina del
lactosuero (Whey protein isolates-WPIs). Mediante ultrafiltracion se consiguen WPCs
de baja concentracion proteica, sin embargo para WPCs de mayor concentracion de
proteina e WPIs es ademas necesario aplicar otro tipo de procesos entre los que destaca
la diafiltracion. La diferencia entre ambos concentrados es que el WPC contiene hasta

un maximo de 80% de proteina, mientras que el WPI llega a contener hasta un 90%][13].

Segln el Cédigo de Estados Unidos de Regulaciones Federales, el WPC se
define como la sustancia obtenida por la eliminacion de suficiente constituyente no
proteico a partir de lactosuero para que el producto seco final contenga no menos del
25% de proteina. La mayoria de los WPC en el mercado contienen 34-35% aungue

pueden alcanzar valores de hasta o aproximadamente un 80% de proteina [19].

Ambos se emplean como ingredientes en la formulacion de nuevos productos en
diversos sectores alimentarios y de bebidas y como reemplazo o alternativa a otros
ingredientes tradicionales.

6.2.1 Fabricacién de WPC

Los WPCs se pueden fabricar con distinta concentracion proteica mediante
procesos de ultrafiltracion y posterior secado por atomizacion. El suero a procesar debe
ser preacondicionado antes de ingresar a la planta purificadora concentradora, de tal
manera que se hayan separado los finos de caseina y la grasa (Figura 7). Ademas se
debe asegurar la inactivacion de los microorganismos y enzimas que provienen de la

fabricacion de queso mediante un proceso de pasteurizacion [3].
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Figura 7. Mecanismo de separacion de finos de caseina y grasa del suero [5].

Previamente al proceso de ultrafiltracion es preferible realizar una etapa
adicional de pretratamiento que consiste en la microfiltracion del suero ya pasteurizado
y clarificado. Esta se realiza con el fin de eliminar al méaximo las sustancias grasas
presentes en forma de microagregaciones con el fin de no perjudicar el proceso

posterior de ultrafiltracion [3].

El siguiente procedimiento a seguir para la obtencion del WPC es el de
ultrafiltracion. La ultrafiltracion es un proceso de membranas semipermeables capaces
de retener las proteinas por su alto peso molecular, mientras que las sales y lactosa
debido a su bajo peso molecular se eliminan junto con el agua que atraviesa la
membrana. En cambio, si se trabaja en diafiltracion, es decir, una variante de la
ultrafiltracién en la cual se adiciona agua para facilitar el permeado de algunos
componentes a través de la membrana, principalmente lactosa y minerales, se consiguen
concentrados mayores de hasta un 80 % de proteina [13]. La figura 8, muestra los pasos
a seqguir en el proceso de fabricacion de WPC vy la influencia de la ultrafiltracion y

diafiltracion para obtener WPCs con diferente concentracién de proteina.

Tras la ultrafiltracion, el concentrado es sometido a un proceso de secado por
atomizacion (secado Spray) en los que la temperatura del aire a la entrada es de 175°C-
190°C [13]. De esta forma se obtiene como producto final WPC en polvo, aunque
también puede comercializarse en forma liquida. En la figura 8 se representa un

diagrama de fabricacion de WPC.
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Figura 8. Diagrama del proceso de obtencion del WPC [3, 13].

En la tabla Ill, se muestran las diferencias existentes en la composicion de

WPCs con diferente concentracion de proteina.

Tabla I11. Composicién de WPCs liquidos con diferente concentracion de proteina [20].

Componentes 212 WPC 35% | WPC50% | WPC60% | WPC 70% | WPC 80%
Grasas 0,05 0,3 0,6 1 1,9 2,20
Proteina 0,80 3,5 7,25 11,75 22 23-25

NNP 0,20 0,25 0,28 0,28 0,30 0,40
Lactosa 0,50 51 5,2 53 4,6 1,5
Cenizas 6,10 0,7 0,85 1 1,50 1,30
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Teniendo en cuenta la tabla Ill, cabe destacar que un aumento en la
concentracion de proteina del WPC incrementa el contenido en grasas y proteinas. En
cambio, la lactosa disminuye cuanto mayor es el concentrado de proteina debido al
proceso de diafiltracion, el cual diluye méas el permeado facilitando una mayor

eliminacidn del contenido en lactosa y otros componentes.

De todos los concentrados de proteina que son fabricados, se empled en el

desarrollo de este proyecto un WPC-60 en polvo.
6.2.2 Fabricacion WPI

Los aislados de proteina de suero (WPIs) se pueden obtener, principalmente, por

dos métodos: tecnologia de membranas o por intercambio idnico.

La microfiltracion y la ultrafiltracion son tecnologias de membranas necesarias
para obtener WPIs. Las membranas de microfiltracion se disefian para retener particulas
en suspension en el rango de micras, como es el caso de grasas presentes en el
lactosuero concentrado. Por otra parte, las membranas de ultrafiltracion se utilizan para
retener los constituyentes del lactosuero en el rango molecular, como es el caso de las
proteinas, separandolas de lactosa y otras impurezas presentes en el suero lacteo. Esta
técnica produce WPIs que difieren de los obtenidos por intercambio idnico en que no
hay modificacién quimica de las proteinas y que la fraccion de glicomacropéptidos es
retenida junto con las demas. Si no hay ajuste de pH y el proceso se lleva a cabo a
temperaturas intermedias, el producto final esta casi completamente exento de proteinas
desnaturalizadas [13]. En la figura 9 se representa un proceso de produccion de WPI a

partir de lactosuero mediante la tecnologia de membranas.

Mata WPI
WPC

UF #1 3545 9% MF UF #2

" (X ] "
Lactosuero e e L
X)) LX) . LJ()
Agua de Agua de
diafiltracion diafiltracién

Lactosa, Lactosa,

impurezas impurezas

Figura 9. Proceso de fabricacion de WPI a partir de lactosuero mediante tecnologia de
membranas [13].
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El lactosuero clarificado y pasterizado se concentra de 5 a 6 veces mediante una
primera etapa de ultrafiltracion, obteniéndose un concentrado de proteinas con un
contenido entre el 35 y el 45 %. Este WPC contiene pequefias cantidades de grasa
natural, la cual se reduce utilizando un proceso de microfiltracion en modo de
diafiltracion continua. El filtrado de este proceso es un WPC 35-45 desgrasado y
corresponde a la alimentacién de una segunda etapa de ultrafiltracion, en la que se
trabaja también en diafiltracion continua, cuyo retenido final es un aislado de proteinas

de suero (WPI) con una concentracion superior al 90 % de proteina [3, 13].

Durante el proceso de intercambio ionico, el lactosuero liquido se hace pasar a
través de resinas especiales, que se unen mediante enlaces quimicos a las proteinas,
quedando asi separadas de la corriente del suero lacteo. Esta union de proteinas-resina
es reversible dependiendo del valor del pH. De este modo, mediante el ajuste del pH se
consigue sustraer dichas proteinas que posteriormente son concentradas mediante
ultrafiltracion. Generalmente, los intercambiadores idnicos comerciales son capaces de
separar todas las fracciones proteicas mayoritarias del lactosuero, a excepcion de la
fraccion de glicomacropéptidos [13]. El proceso de intercambio iénico modifica
quimicamente a las proteinas ya que el calcio es reemplazado por el sodio en las etapas
de union y desunién. Esto provoca una desnaturalizacién de las proteinas dando lugar a

WPIs con propiedades mas gelificantes y espumantes [13].

Tanto en el intercambio iénico como en la tecnologia de membranas, el WPI
obtenido es un producto liquido que es secado posteriormente por atomizacion para
obtener un WPI en polvo.

Los WPI se usan principalmente en suplementacion nutricional y bebidas
deportivas y medicinales. Se emplean como proteinas de alimentos funcionales en
formulaciones de alimentos, por sus propiedades de hidratacion, gelificacion,
emulsificacion, y formacion de espumas. Por otro lado, la aplicacién de nano-arcillas en
peliculas de WPI produce un efecto antimicrobiano, extendiendo la vida util de los
alimentos cuando se emplean envases con estas caracteristicas [19]. Por ultimo, la
corriente de concentrado de la etapa de microfiltracion resulta ser una importante fuente
de recursos con aplicaciones en industrias cosméticas y farmacéuticas debido al alto

contenido de fosfolipidos que posee [3].
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6.3 LA MICROPARTICULACION

La microparticulacion se define como el proceso en el cual un concentrado de
proteinas, generalmente de proteinas de suero lacteo, se somete a un tratamiento térmico
(desnaturalizacion de las proteinas y agregacion de las mismas) y mecanico
(microparticulacion de los agregados proteicos a través de un homogenizador) (Figura
10) para la formacion de particulas de tamafio (0,1-10 um) similar al de los glébulos
grasos de la leche (Figura 11), lo que facilita su inclusion en matrices proteicas,
comportandose asi, como un sustituto potencial de los glébulos grasos, pudiendo ser

incorporados en diversos productos lacteos bajos en grasa [21].

Paso 1: Desnaturalizacidn Paso 2: Microparticulacidn
térmica y agregacion proteica de los agregados proteicos

Figura 10. Etapas del proceso de microparticulacion proteica [22].

( ) &
5 9 ] Micelios CASEINA
Proteinas NATIVAS @ ¥ ¢ e o'W e ® l(clto")?mo ) -,
(3-5 nm) v w° [ ® = =
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U'-'u. .\,‘,'.U v
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Figura 11. Diferencias en el tamafio de las proteinas nativas del suero respecto a las
microparticulas y similitud del tamafio de las Gltimas con el de los glébulos grasos [23].

Actualmente, la proteina microparticulada, elaborada a partir de WPCs e WPIs

se utiliza en multitud de aplicaciones.

6.3.1 Tratamiento térmico

La primera etapa del proceso de microparticulacion es el tratamiento térmico. La
aplicacion de tratamientos térmicos a proteinas del lactosuero o concentrados proteicos,
produce una alteracion de su tamafio y forma y conduce a la exposicion de sus zonas

hidrofobicas, y consecuentemente a la formacion de una red de agregados [24].
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La desnaturalizacion de la B-Lg por accion del tratamiento térmico se produce en
una serie de pasos que se describen a continuacion [25]:

e A temperaturas comprendidas entre 40-55°C se producen cambios reversibles en
la estructura de la proteina.

e Cuando la B-Lg alcanza temperaturas proximas a 60°C, la estructura de la
proteina se despliega parcialmente en un estado de "glébulo fundido”. Este
proceso se acelera aproximadamente a 90°C, pero la proteina puede entrar en un
estado reversible volviendo a su forma nativa si la temperatura disminuye por
debajo de 60°C.

e La agregacion tiene lugar finalmente a temperaturas cercanas a 90°C,
favoreciendo la exposicion de los grupos tiol de la B-Lg, lo que conduce a que la
proteina sea inestable y se asocie con mas proteinas. Por tanto, los agregados

formados son totalmente irreversibles.

En la figura 12, se muestra un modelo esquematico de la f-Lg con su grupo tiol
en su forma globular nativa (A) y su estado de desnaturalizacion (B) por accién del

tratamiento térmico.

-SH

-EH -SH

Figura 12. Representacion esquematica de la B-Lg en su forma globular nativa (A) y en
su estado de desnaturalizacion (B) [25].

El proceso de desnaturalizacion de la B-Lg, se ilustra en la figura 13, donde se
muestra esquematicamente la forma nativa de la proteina del suero (1), la etapa de
estado reversible de la misma durante el tratamiento térmico (2) y los agregados finales

irreversibles (3).
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Figura 13. Esquema del proceso de desnaturalizacion de la B-Lg por accién del tratamiento
térmico [25].

6.3.2 Tratamiento mecanico

La siguiente etapa del proceso de microparticulacion proteica es el tratamiento
mecénico, donde la accién de fuerzas de corte por parte del homogenizador produce una
rotura de los enlaces entre y dentro de la red formada en la etapa térmica, evitando la
formacion de una matriz gelificada y generando pequefios agregados de proteinas

séricas [24].
6.3.2.1 El homogenizador y sus caracteristicas

La homogenizacion es un proceso industrial utilizado generalmente como medio
de estabilizacion de la emulsién de grasa frente a la separacién espontanea que se

produce por la accion de la gravedad [2].

Un homogeneizador es un equipo a escala de laboratorio o industrial, empleado
mayoritariamente en las industrias lacteas con el fin de provocar la disrupcion de los
glébulos de grasa en otros muchos mas pequefios. La desintegracion de los glébulos de
grasos originales se consigue por varios factores tales como la turbulencia y la
cavitacion, reduciendo los globulos de grasa hasta aproximadamente un diametro de
lum [2].

En el homogenizador, el producto de alimentacién entra al bloque de bombeo y
es presurizado por medio del piston de la bomba. La presion que se consigue viene
determinada por la contrapresion dada entre el émbolo y el asiento en el dispositivo de
homogenizacion. La bomba de piston es accionada por un motor eléctrico de gran
potencia a través de una transmision cigiiefial y biela que convierte el movimiento de
rotacion del motor en el movimiento alternativo de los pistones de la bomba. Los

pistones se mueven en el interior de los cilindros en un bloque de alta presion. En la
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figura 15 se muestra una representacion de los diferentes componentes de un

homogenizado [2].

Figura 14. Homogenizador de alta presion [26].

1)Motor de accionamiento
2)Transmision de correas
3)Indicacion de presion
4)Ciguenal

5)Piston

6) Cartucho de sellado del
piston

7)Cuerpo de bombeo de
acero inoxidable

Figura 15. Componentes principales de un homogenizador [2].

El homogenizador puede estar equipado con uno o dos dispositivos de
homogenizacién conectados en serie, recibiendo el nombre de homogenizacién en
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simple y doble etapa, respectivamente. En este proyecto se explicara el funcionamiento

del homogenizador de simple etapa (Figura 16).

Figura 16. Componentes de un cabezal de homogenizacién de simple etapa
1) Piston, 2) Anillo de impacto, 3) Asiento, 4) Actuador hidraulico[2].

La figura 17 representa de manera sencilla el funcionamiento de un

homogenizado de simple etapa.

Alimentacion

..‘ A \_'
N
oOly o

(X Asiento

/

| Anillo de impacto

Producto
microparticulado

Vaélvula

Figura 17. Esquema del funcionamiento de un homogenizado de simple etapa.

En el homogenizador de simple etapa la presién de homogenizacidn se mantiene
constante automaticamente. Ademas la presion de aceite sobre el piston hidraulico y la

presion de homogenizacion sobre el émbolo se encuentran equilibradas

Las diferentes partes del cabezal de homogenizacion son de gran precision. El
anillo de impacto esta unido al asiento de tal manera que la superficie interior es
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perpendicular a la salida del orificio. El asiento presenta un angulo de 5°C para
conseguir que el producto se acelere de manera controlada, reduciéndose asi el rapido
desgaste y agrietado que de otra manera ocurriria [2].

El producto entra a una alta presion en el espacio existente entre el asiento y el
émbolo. La amplitud del orifico es aproximadamente 0,1 mm a 100 veces el tamarfio de
los globulos de grasa de la leche homogenizada. La velocidad del liquido es
normalmente de 100-400 m/s en el orificio anular estrecho, y la homogenizacion tiene
lugar en 10-15 microsegundos. Durante este tiempo toda la energia de presion liberada
por la bomba de piston se convierte en energia cinética. Parte de esta energia se
desprende en forma de calor (cada 40 bar de caida de presion sobre el cabezal provoca
un aumento de temperatura de 1°C). Menos de un 1% de la energia es empleada por la
homogenizacién, aunque hay que decir que la homogenizacién a alta presién es el

método disponible mas eficiente [2].

El empleo de homogenizadores en la industria lactea supone una serie de

ventajas [2, 9]:

e Gldbulos de grasa méas pequefios, sin formacion de nata en la superficie.
e Color méas blanco y atractivo de la leche.
e Ligero aumento del "cuerpo de la leche".

e Estabilizacion de la materia grasa.
Por otro lado, la homogenizacion presenta también una serie de inconvenientes:

e Laleche homogenizada no puede ser desnatada eficientemente.

e Aumenta la sensibilidad a la luz del sol y fluorescente por lo que puede aparecer
un sabor metélico.

e Baja estabilidad térmica, especialmente en el caso de la homogeneizacién en
simple etapa, con contenidos altos de grasa y otros factores que contribuyen a la
separacion de la nata.

e La leche no serd adecuada para la produccion de quesos duros y semiduros
debido a que la cuajada sera demasiado blanda y dificil de escurrir.

e Cierto dafio metalico del glébulo graso
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e Los glébulos grasos presentan una menor proteccion de membrana. La
reduccion del glébulo graso disminuye la membrana que protege a los

triglicéridos frente a la oxidacion.

6.3.2.2 El microfluidizador y sus caracteristicas

Ademés de los homogenizadores existen otros equipos que desempefian
funciones similares denominados microfluidizadores (Figura 18). En estos equipos, se
fuerzan corrientes de flujo a grandes presiones (algunos equipos mas de 270 MPa) a
través de un sistema de micro-canales dispuestos en una serie de geometrias. La fuerza
de arrastre ejercida por los fluidos al moverse en el sistema y el contacto entre particulas
causa la rotura de las gotas. El principio fundamental de estos equipos se basa en los
esfuerzos cortantes que se presentan cuando las corrientes de fluido se ponen en

contacto a altas velocidades [27].

Bomba

\ Dep6sito de
Entrada del intensifica . rsjalida
deposito ’
| Camara de
interaccion
=R Indicador

| | «— de presion

0.410m

Figura 18. Componentes de un microfluidizador de alta presion [28].

La figura 19 presenta las diferentes geometrias de dispositivos de micro-
canales. La presion y la relacion entre los radios de los conductos para diferentes fluidos
sometidos al procesamiento son factores fundamentales para obtener nanoemulsiones

con distribuciones de tamafio homogéneo.
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Figura 19. Esquema de diferentes geometrias de los microfluidizadores [27].

Existen diferencias entre los microfluidizadores y los homogenizadores.
Principalmente, los homogenizadores necesitan un mayor volumen de muestra y actlan
a presiones mas bajas, ademas tienen como inconveniente la formacion de particulas de
tamafo variable en el producto final. Por otro lado, los microfluidizadores pueden
generar particulas mas pequefias y consistentes debido a las altas presiones que se
alcanzan en las cAmaras microfluidizadoras. A su vez, tienen la capacidad vez de formar

microparticulas con un tamafio y forma mas uniformes [29].

En la industria lactea es mas comun el uso de homogenizadores que de
microfluidizadores, posiblemente debido a que se emplean grandes voliumenes en el

proceso de elaboracion de diferentes productos.

6.3.3 Aplicaciones de la microparticulacion

La microparticulacion permite obtener agregados proteicos que tengan un
tamafio de particula entre 0,5 y 10 um, similar al tamafio de los glébulos grasos (1-10
um), facilitando su inclusion en matrices proteicas, comportandose como un sustituto de
los globulos grasos de diversos productos lacteos (quesos, yogures, helados, postres,

etc.).
Actualmente, la microparticulacion de WPCs tiene diversas aplicaciones [23]:

e Aporta nuevas propiedades tecnoldgicas o funcionales (capacidad espumante,
emulsionante, gelificante) y organolépticas, conservando su valor nutritivo. Por

tanto, puede ser un ingrediente muy 0til en la formulacion de productos lacteos.
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e El empleo del producto microparticulado como método sustitutivo de los
glébulos grasos de productos lacteos para reducir el contenido graso de los
mismos y ademas mejorar las caracteristicas sensoriales de alimentos bajos en

grasa.

El empleo de suero microparticulado en productos lacteos, ademas de ser mas
saludable al reducir el contenido graso, supone una serie de ventajas de gran interés. En
la tabla IV se describen los beneficios mas destacables del empleo de suero

microparticulado proteico en derivados lacteos.

Tabla IV. Ventajas que aporta el suero microparticulado proteico en diversos productos lacteos

[22].
Producto lacteo Ventajas del microparticulado
e Mejora la percepcion de sabor y la sensacion de
cremosidad.
Queso o
e Mayor elasticidad y textura grasa.
e Aumento del rendimiento (6-10 %).
e Mejora cremosidad y sensacion en la boca.
e Disminuye la grumosidad.
Yogurt
e Productos mas saludables al aumentar el
contenido en aminoacidos.
e Producto saludable; bajo en grasa y rico en
aminodcidos esenciales.
Helado ) .
e Se necesitan menos estabilizadores.
e Se derrite con menos facilidad.
e Mejora el color blanco de leches bajas en grasa.
Batidos proteicos e Mejor sensacion en la boca.
e Alarga la vida util del producto.

La aplicacion de suero proteico microparticulado también se realiza en otro tipo
de productos alimenticios como aderezos, salsas (mayonesas), chocolates, productos de

panaderia y confiteria, carnes, nutracéuticos y productos en polvo[22].
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Segun el tamario de particula del suero microparticulado, se obtendran diferentes
sensaciones en la boca como se observa en la tabla V.

Tabla V. Relacion del tamafio de particula y la sensacion en la boca [30].

Tamarnio de particula (um) Sensacién en la boca

<0,1 Acuosa
0,1-3 Cremosa
>5 Calcéarea
>10 Arenosa
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Figura 20. Relacién del tamafio de particula y la sensacion en la boca [30].

La figura 20, muestra esquematicamente la relacion existente entre el tamafio de
particula y la sensacion en la boca. Sin embargo, a medida que las particulas tienen un

tamafo inferior o superior al tamafio medio, las texturas se vuelven méas desagradables
al paladar [30].

Dependiendo de las condiciones del proceso de microparticulacion proteica se

obtendran diferentes tamarios de particula. En la tabla VI, se muestra el tamafio de los
globulos grasos en diferentes productos lacteos.
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Tabla VI. Tamafio de particula de diferentes derivados lacteos [22].

Productos lacteos Tamafio (um)
Yogurt 1-2
Helado 1-2
Queso 5

En funcidn del tipo de producto lacteo el tamafio de los glébulos grasos varia.
Por tanto, para aplicar suero microparticulado a estos productos hay que determinar
cudles son las condiciones y parametros que hay que modificar en el proceso de
microparticulacion para obtener un tamafio de particula concreto con el fin de aplicarlo

como sustituto de la grasa.

En el caso de los quesos, se ha comprobado que las particulas con un tamarfio
menor de 0,5 micras no pueden permanecer en el mismo, mientras que aquellas que son

mayores de 10 micras perturban la coagulacion del queso [25].

6.3.4 Parametros que influyen sobre la microparticulacion proteica

Los factores que influyen principalmente en la estructura y el tamafio de las
particulas formadas durante el proceso de microparticulacion proteica son [25]:

e Composicion del producto; WPC (concentracion de proteina, lactosa y CaCly)

» La lactosa induce un efecto protector alrededor de la B-Lg frente a la
desnaturalizacion térmica.

» Un aumento en la concentracion de proteina aumenta la tasa de
desnaturalizacion de la proteina. Sin embargo, la presencia de alto
contenido de lactosa en la composicion del producto puede obstaculizar
el proceso de desnaturalizacién y viceversa. Es decir, cuanto mayor es la
relacién proteina-lactosa mas favorable es la desnaturalizacion proteica,
en cambio cuanto menor es dicha relacion mas dificultad supone la
desnaturalizacion térmica.

» El contenido de sales de CaCl, en el concentrado de proteina tiene mucha
importancia en la microparticulacion. Cuando el contenido de lactosa es
bajo (1,5%), el calcio tiene un efecto estimulante sobre la

desnaturalizacion debido a su capacidad de formar puentes ionicos entre
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las proteinas y compensar sus cargas negativas. En cambio, cuando los
niveles de lactosa son altos, disminuye el efecto del calcio en la
formacion de agregados proteicos.

e pH: Cuanto mas acido tiende a ser el pH menor es el efecto de la lactosa sobre la
B-Lg, de tal forma que se favorece su desnaturalizacion.

e Temperatura: El incremento de la temperatura favorece la desnaturalizacion de
las proteinas y con ello la agregacion aumentando el tamafio de particula.

e Trabajo mecanico: Las fuerzas de cizallamiento pueden favorecer la
desnaturalizacion de proteinas debido a la alteracién de su estructura y la
inactivacion de enzimas. Ademas, un aumento en la fuerza de cizalla estimula la
tasa de corte de las proteinas disminuyendo el tamafio de particula y facilitando
la aglutinacion de las mismas a traves de una mayor colision en la solucion. A su
vez, un mayor numero de pases en el homogenizador tiende a reducir cada vez

mas el tamafio de los agregados [29].

La variacién de cada uno de los parametros mencionados en el proceso de
microparticulacion genera sueros microparticulados con diferentes caracteristicas

(tamafio de particula, reologia y agregacion proteica).

En este proyecto se va a estudiar la microparticulacion proteica utilizando como
materia prima un WPC-60, de tal forma que posteriormente se analizara el efecto de los
diferentes parametros que intervienen en el proceso de microparticulacion sobre las

variables de respuesta mencionadas.

6.3.5 Equipos comerciales para microparticulacion

Existen diversos equipos comerciales productores de suero microparticulado

entre los que destacan: APV Leancreme y Tetra paK Micropart.
6.3.5.1 APV LeanCreme

El sistema APV LeanCream ha sido disefiado para la microparticulacion de la
proteina de suero. Este sistema puede procesar WPCs con distintos contenidos proteicos
(WPC-28, WPC-35,WPC-60,WPC-80) provenientes de varias fuentes de suero tales
como suero dulce, suero l&ctico 4&cido, suero caseinico, WPC reconstituido,

concentrado, WPCs altos en s6lidos y WPCs mezclados con nata [31].
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Cambiando los parametros del proceso LeanCreme y los tipos de alimentacion
es posible personalizar los productos LeanCreme a una amplia gama de aplicaciones
como quesos, bebidas, postres e ingredientes en polvo [31].

Figura 21. Equipo APV LeanCreme [31].

El sistema APV Leancreme presenta en su equipo un intercambiador de calor de
superficie rascada (Figura 22) que resulta clave para el proceso. Este tipo de
intercambiador de calor se emplea para la transferencia de calor en fluidos altamente
viscosos Y particulados. Estos dispositivos estan equipados con una serie de elementos
rascadores (cuchillas) en el interior de cada tubo. EI movimiento reciproco de los
rascadores mezcla el fluido y limpia la superficie de intercambio, favoreciendo una

transferencia térmica elevada ya que se evitan las paradas por limpieza [32].

Figura 22. Intercambiador de calor de superficie rascada [32].

El APV, a diferencia de otros sistemas, es un proceso en una etapa, donde la
formacion de agregados en el tratamiento térmico y el corte de los mismos en el
tratamiento mecéanico son realizados mediante un intercambiador de calor de superficie
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rascada, el cual no necesita un tratamiento térmico tan duro en comparacion con otros
de objetivos similares. Este sistema supone una ventaja al generar una estructura mas
flexible en el microparticulado final, haciéndolo facilmente adaptable cuando se
incorpora a la matriz del queso [25]. En la figura 23, se muestra esquematicamente el

proceso APV Leancreme.
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Figura 23.Estructura del proceso APV Leancreme [25].
Dicho proceso se divide en 5 etapas:

1) Precalentamiento.

2) Tratamiento mecénico por cizallamiento.

3) Desnaturalizacion y agregacion.

4) Refrigeracion y tratamiento mecanico por cizallamiento.

5) Enfriamiento final.
6.3.5.2 Tetra Pak: Tetra Therm Micropart

Tetra Therm Micropart es otro equipo comercial empleado en la
microparticulacion de proteica. Emplean como fuente de proteina WPC con un 5-10%

de proteina total en la disolucién de alimentacién [33].
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Tetra Therm Micropart presenta una serie de ventajas especificas respecto a
otros sistemas: produce una alta inactivacion térmica de los bacteriéfagos, se trata de un
proceso bien ajustado y definido y presenta una alta tasa de recuperacion de calor (80-
85%) [33].

Figura 24. Equipo Tetra Them Micropart.

A diferencia del AVP Leancreme y otros equipos comerciales de
microparticulacion, este sistema carece del proceso de intercambio de calor de
superficie rascada, debido a los grandes gastos de operacién y mantenimiento que
supone. En la figura 25, se muestra esquematicamente el proceso Tetra Therm

Micropart.

Product outlet

Figura 25. Estructura del proceso Tetra Therm Micropart [25].
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Atendiendo a la figura 25, dicho proceso se divide en 8 etapas [25]:

1) Precalentamiento.

2) Bomba homogenizadora.

3) Humedecimiento.

4) Desnaturalizacion y agregacion de proteinas.

5) Enfriamiento.

6) Tratamiento mecanico mediante equipo de homogenizacion.

7) Enfriamiento final.

El producto de alimentacién se bombea desde el tanque de equilibrio a través un
intercambiador de calor de placas Tetra Plex donde se calienta por encima de 60 °C.
Después de precalentar el producto, este se bombea a alta presion por un equipo Tetra
Alex, a través de un intercambiador de calor tubular Tetra Spiraflo en el que se lleva a

cabo el calentamiento final [33].

El producto calentado se mantiene durante varios minutos con el fin de
completar la desnaturalizacion de proteinas e inactivar microorganismos y los
bacteriofagos como sea posible. La velocidad de calentamiento, la temperatura maxima
y el tiempo de retencion pueden variar para dar diferentes propiedades al producto final

microparticulado[33].

El enfriamiento del producto después del tratamiento térmico se lleva a cabo en
el intercambiador de calor tubular Tetra Spiraflo. Después de preenfriar, el producto
pasa a un dispositivo de homogenizacion. El enfriamiento final se lleva a cabo en el

intercambiador de calor Tetra Plex [33].

El efecto mecanico que provoca Tetra Pak con la homogenizacion es suficiente
flexible para poder orientar el tamafio de particula, al mismo tiempo, el proceso es mas
fiable y econémico que aquellos equipos construidos con intercambiadores de calor de

superficie rascada [25].
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proteica.

Tabla VII. Cuadro-resumen de diferentes estudios relacionados con la microparticulacion proteica (parte 1). (/) Informacion que se desconoce.
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En este apartado se describe de forma esquematica una revision bibliogréafica de lo publicado hasta la fecha sobre microparticulacion

Tamafio de S
- . ) Aplicabilidad
. Condiciones Tratamiento . . . particulay .
Fuente proteica e o Equipo Parametros medidos o (producto Referencia
iniciales Térmico caracteristicas del final)
microparticulado
Proteina Pulverizado seco
Anélisis térmico ~
. . ~ . Tamarfio de
Retenido de Dispersiones de _ o Tamafio dg partlcula particular 1< um _
¢ WP 7% (wt/wt) . Microfluidizador (5 Solubilidad Dissanayake et al.,
proteinas de suero -~ - 20 min a 90°C - - Aumento /
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Tamario de Aplicabilidad
. Condiciones Tratamiento . : - particulay b .
Fuente proteica L L Equipo Parametros medidos o (producto Referencia
iniciales Térmico caracteristicas del final)
microparticulado
Suero concentrado Varios tratamientos Textura
de proteina WPC-33 (0, 15,3, termicos: / ,R'eplogla . / Postres lacteos | Vidigal et al., 2005
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Dispersiones de Turbidez
Retenido de 5,10,15020sa Solubilidad de las .
proteinas séricas WP 100‘ 13’5 y25 140 °C en bafio de / dispersiones de WP / / Dissanayake et al.,
(WP) % (plp) aceite Proteina 2013 a
H4,5y6 (HCI) AR
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Microfluidizador:
aumento de la
Homodenizador sinéresis, reduccion
ge ~ . firmeza,
Disolucion 10% convencional (en Tamafio de particula cohesividad y
. 0 dos etapas: 20y 5 Textura . : .
Leche en polvo (p/p) 2mina95°C MPa) 0 Retencién de aqua viscosidad. Menor Yogurt Cironetal., 2010
pH 4,7 . R . g tamafio de particula
microfluidizador Microestructura izador:
(150 MPa) Homogenizador:
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fuertes que el
microfluidizador
Tamafio de
particula a los 4
Suero concentrado Homogenizador Tame}ﬁo de r:’?:’:g r?rlr? rz?llrlSuSy ﬁrie Aplicaciones en
de proteina WPC-80 ( 25% 60 min 85°C 27000 rpm (durante particula " | productos de la Onwulata et al.,
i peso/peso), pH 6,5 . Reologia 5 industria lactea 2008
(WPC-80) 2,4,6 min) Agregacion Menor ta}mano de
particula
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viscosidad
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Tabla VII. Cuadro-resumen de diferentes estudios relacionados con la microparticulacion proteica (parte 3). (/) Informacion que se desconoce.
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6.4 REOLOGIA
6.4.1 Conceptos béasicos de reologia

La reologia se define como el estudio de los fendmenos de deformacion y flujo
de los materiales bajo la accion de fuerzas mecanicas. Deformacion y flujo son las
respuestas dindmicas caracteristicas de sdlidos y fluidos, entendiéndose por
deformacion el cambio de forma o volumen experimentado por un cuerpo bajo la accién

de un sistema de fuerzas; y por flujo, una deformacion continua en el tiempo [34].

La aplicacion de fuerzas externas de intensidad suficiente puede provocar una
deformacion de la materia, realizdndose un trabajo que se acumula como energia interna
de deformacion. Para solidos ideales estas transformaciones son reversibles y cuando
las fuerzas externas dejan de actuar, el sistema recupera instantaneamente la forma y
dimensiones originales, mientras que la energia acumulada retorna en forma de trabajo;
hablandose de un comportamiento elastico. Si por el contrario el trabajo realizado se
disipa completamente en forma de calor, el estado de deformacion permanece y se habla

de un comportamiento viscoso, lo cual ocurre con los liquidos ideales [34, 35].

Sin embargo la mayoria de los cuerpos reales no se comportan como sélidos o
liquidos ideales, ya que incluso los sélidos reales también se pueden deformar
parcialmente de forma irreversible; y bajo la influencia de fuerzas de magnitud
suficiente se deforman, fluyen. La mayoria de los materiales muestran un
comportamiento reoldgico que los clasifica en una region entre los liquidos y los
solidos, los cuales presentan comportamientos viscoso Yy elastico, denominados

“viscoelasticos” [35].

6.4.2 Tipo de fluidos segun su comportamiento reoldgico

La clasificacidn general de los fluidos seglin su comportamiento reoldgico puede
establecerse tal y como se muestra en la figura 26. De modo general, la mayoria de los
autores, coinciden al hacer una primera division entre fluidos newtonianos y fluidos no
newtonianos, segun su comportamiento reologico siga o no la ley de Newton de la
viscosidad [36].
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Fluidos
NEWTONIANOS NO NEWTONIANOS
Independientes del tiempo Dependientes del tiempo Viscoelasticos
! I_l_l
] ] ]
Plasticos Pseudoplisticos Dilatantes Tixotrdpicos Reopécticos

Figura 26. Clasificacion de los fluidos en funcion de su comportamiento reoldgico [36].

6.4.2.1 Fluidos newtonianos

Los fluidos newtonianos son aquellos cuya viscosidad permanece constante en el
tiempo para cualquier valor de la velocidad de deformacién, siendo Unicamente

dependiente de la presion, temperatura y naturaleza fisico-quimica del fluido [34, 35].

Para entender el concepto de viscosidad se debe suponer un sistema de placas
planas y paralelas, separadas entre si por una minima distancia, entre las cuales reposa
el fluido en cuestion. En un tiempo cero, la placa superior se empieza a mover con una
velocidad constante, transmitiendo cantidad de movimiento al fluido. Con el tiempo este
adquiere un perfil de velocidades en el estado estacionario, estado en el cual la fuerza

aplicada a la placa superior es constante [34, 35] (Figura 27).

La fuerza por unidad de superficie (F/A) que se ejerce sobre la placa se
encuentra directamente relacionada con la deformacion originada en el liquido, asi
como con su viscosidad dinamica; que es una medida del rozamiento interno de las
capas del fluido [35].

La viscosidad se obtiene dividiendo el esfuerzo cortante (1=F/A) entre la

velocidad de deformacidon (Ley de Newton de la Viscosidad):
n =F/A dy/dt =ty

Donde n es la viscosidad aparente; t el esfuerzo cortante e y la velocidad de

deformacion.

La viscosidad tiene dimensiones de ML™t™, y las unidades empleadas son el
Pa-sy el cP (centipoise).
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Figura 27. Modelo de flujo entre dos laminas planas y paralelas [37].

6.4.2.2 Fluidos no newtonianos

Los fluidos no newtonianos son aquellos que no cumplen la ley de Newton de la
viscosidad, por lo tanto, la relacion entre el esfuerzo cortante y la velocidad de
deformacion deja de ser lineal. Estos fluidos se caracterizan porque su viscosidad no
permanece constante cuando la temperatura y la composicién permanecen invariables,
sino que depende del esfuerzo cortante y, a veces, del tiempo de aplicacion del esfuerzo
y de la historia previa del producto. Asi los fluidos no newtonianos pueden clasificarse

en fluidos independientes del tiempo o fluidos dependientes del tiempo [34, 36].
v" Fluidos independientes del tiempo

Los fluidos independientes del tiempo se clasifican en tres grupos:
pseudoplésticos, dilatantes y plasticos, y se caracterizan por que la viscosidad aparente
solo depende de la temperatura, de la composicion del fluido y del esfuerzo cortante

aplicado, pero nunca del tiempo de aplicacion de éste ultimo [34, 36].

a) Fluidos pseudoplasticos

La principal caracteristica de los fluidos pseudoplasticos es que su viscosidad
aparente decrece cuando aumenta el esfuerzo cortante. ElI comportamiento
pseudoplastico es posiblemente el mas frecuente en los fluidos alimentarios. En general,

se comportan de esta forma la mayoria de productos lacteos y algunas salsas [36].

b) Fluidos dilatantes

Los fluidos dilatantes se caracterizan porque al aumentar el esfuerzo cortante se
incrementa su viscosidad aparente. Algunos alimentos que presenten este tipo de

comportamiento son las disoluciones de almidon [36].

55



Consideraciones teéricas

¢) Fluidos plésticos

En los fluidos plasticos la viscosidad aparente decrece cuando aumenta el
esfuerzo cortante, pero a diferencia de los pseudoplésticos, los fluidos plésticos se
caracterizan porque no fluyen hasta que son sometidos a un esfuerzo cortante limite
determinado, denominado esfuerzo umbral o limite de fluencia. El chocolate, la mostaza

0 el kétchup se consideran alimentos tipicamente plasticos [36].
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Newtomano

Peeudoplastico

D latante

B (d".x- \|

| dy |

Figura 28. Comportamiento de los fluidos newtonianos y no newtonianos independientes del
tiempo. En el eje de abscisas se representa la velocidad de corte y en el de ordenadas el esfuerzo
cortante [38].

v Fluidos dependientes del tiempo

Son aquellos fluidos en los que la viscosidad aparente depende, ademas del
esfuerzo cortante, del tiempo de actuacién de dicho esfuerzo. Los fluidos no
newtonianos con propiedades dependientes del tiempo se subdividen en tixotropicos y
reopécticos [34, 36].

a) Fluidos tixotropicos

Se consideran fluidos tixotropicos todos aquellos que al aplicarles un esfuerzo
cortante constante, muestran una disminucion de la viscosidad aparente con el tiempo.
El comportamiento tixotropico ha sido descrito en varios alimentos, tales como la

mayonesa, el kétchup, la mostaza y los helados.
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b) Fluidos reopécticos

Los fluidos reopécticos tienen un comportamiento contrario a los tixotrépicos, es
decir, la viscosidad aparente aumenta con el tiempo durante el que la muestra es
sometida a un determinado esfuerzo cortante. Aunque se ha observado un
comportamiento reopéctico en algunos alimentos tales como ciertas dispersiones de
lecitina de soja, la reopexia es una propiedad muy poco frecuente en el campo de la

alimentacion.

= Esfuerzo tangencial Velocidad de
de formacion
constante

s Flubdos commme s
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T T v L v v v L)
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Figura 29. Comportamiento de los fluidos tixotrépicos y reopécticos [39].

v" Fluidos Viscoelasticos

Son fluidos de comportamiento muy complejo, con caracteristicas intermedias
entre los sélidos (Ley de Hooke) y los liquidos (Ley de Newton). De modo que bajo la
accion de fuerzas tangenciales no sélo fluyen, sino que ademas tienden a recuperar su
forma inicial cuando el esfuerzo desaparece [35]; ya que parte del trabajo se disipa en
forma de calor (componente viscosa) y parte se almacena en forma de energia interna

(componente elastica) [34].

Dada esta definicion, en la realidad se consideran sélidos o liquidos, a aquellos
fluidos que destacan mas el componente elastico 0 viscoso en sus caracteristicas, segun

sea el caso.

Para describir el comportamiento de estos fluidos se puede acudir al uso de
diversos modelos matematicos tales como el modelo de Maxwell, Kelvin-Voight o

Burgers.
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Cabe destacar que en este grupo de fluidos, el esfuerzo umbral o critico es el

requerido para que un solido elastico comience a fluir.

6.4.3 Determinaciones reomeétricas

Para realizar determinaciones reométricas que permitan conocer parametros
como la viscosidad, se debe someter las muestras a una deformacion que puede tener su
origen en esfuerzos por cizalla, extension o compresion; lo que origina distintas técnicas

de medida y equipos para realizarlas [34].

Para las sustancias complejas se utilizan redbmetros rotacionales (Figura 30), que
pueden realizar medidas reproducibles a partir de esfuerzos generados por

desplazamientos rotacionales muy limitados y precisos [34].

Figura 30. Reémetro rotacional MARS Il (HAAKE) [34].

Desde el punto de vista del sistema de trabajo, los reémetros rotacionales pueden
hacerlo en [34, 35]:

e Modo CR, o modo de velocidad controlada, donde se asigna una velocidad de
deformacion y se mide el esfuerzo (par) originado.

e Modo CS, o modo de esfuerzo controlado, donde se mide la velocidad de
deformacion a un esfuerzo de deformacion (par deformador) dado.

e Modo CD, o modo de deformacion controlada.
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A la hora de realizar un ensayo reol0gico es necesario tener en cuenta ciertos

aspectos [34]:

La muestra tiene que ser homogénea para que reaccione de modo uniforme.
Debe evitarse la formacion de burbujas y en caso de que las muestras sean
suspensiones 0 dispersiones, sus componentes deben estar distribuidos
homogéneamente.

El esfuerzo aplicado debe ser transmitido desde el plato movil hacia el interior
de la muestra. En caso de que la adherencia entre la muestra y el plato movil sea
insuficiente el plato se deslizara sobre la muestra, pudiendo originar resultados
erroneos. estos fendmenos de deslizamiento (“slippage™) son frecuentes a la hora

de medir grasas y aceites.

Los dispositivos para producir el esfuerzo sobre la muestra se llaman sensores y

pueden ser [34, 35]:

Cilindros concéntricos: consta de un cilindro externo y otro interno en el que la

sustancia se coloca en el espacio libre que dejan. Son utilizados para medir
sustancias de baja viscosidad.

Cono-Placa: son utilizados para materiales de viscosidad media, faciles de
limpiar y que no tengan particulas en suspension.

Placa-Placa: esta geometria es adecuada para realizar ensayos oscilatorios y para
sustancias poco homogéneas (con particulas en suspensién). Una variacion en
los sensores de placa-placa, son las placas serradas utilizadas para evitar

fendmenos de deslizamiento ("slippage™).

6.4.3.1 Ensayos estacionarios: rampa de esfuerzo

A partir de las herramientas expuestas, se pueden realizar ensayos estacionarios

de rampa de esfuerzo. Este consiste en incrementar el esfuerzo y medir la velocidad de

deformacion originada; de esta forma se pueden generar dos tipos de curvas [34, 35]:

"Curva de Flujo™" y "Curva de Viscosidad".

v Curva de Flujo

Es la representacion gréfica de la velocidad de deformacion (y) frente al esfuerzo

de deformacion (t), cuya relacion determina el modo de fluir de un liquido. Trabajando
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en modo CR, la curva de flujo se obtiene al hacer una rampa de deformacion, que
implica medir la variacion del esfuerzo originado, cuando se varia la velocidad de
deformacion en un intervalo dado. Si se trabaja en modo CS se emplea una rampa de

esfuerzo midiendo la variacion de la velocidad de deformacion originada.
v Curva de Viscosidad

Otro modo de estudiar el comportamiento de un fluido basandose en la
realizacion de rampas de esfuerzo es mediante la representacion de la viscosidad (1)
frente a la velocidad de deformacion (y-), se obtiene asi la denominada “Curva de
Viscosidad”, que al igual que la curva de flujo también sirve para determinar el

comportamiento reoldgico de un fluido.

En la figura 31, se muestran las curvas de flujo y las curvas de viscosidad de

fluidos newtonianos y no newtonianos independientes del tiempo.

Curvas de flujo Curvas de viscosidad
A A |
[ . 8
@ -1z
E e Y oy /@
£ 2 N tte., oy
g B \ ES7En
@ Sl Tt ———— e
: ®
- - -
Velocidad defor. ¥ Velocidad defor.
1 Liquido 2} Liquide pseudopléstico
Newtoniano 3 .
3 Liquide dilatante Liquidos no
i Mewtfonianos
~ Liguido pldstico

Figura 31. Curvas de flujo y de viscosidad de distintos tipos de fluidos: 1) Newtoniano, 2)
Pseudoplastico, 3) Dilatante y 4) Plastico [37].
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6.5 MASTERSIZER: DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULAS
6.5.1 Antecedentes. La Difraccion de Laser

Uno de los métodos més utilizados para la determinaciéon del tamafio de las
particulas en muchas aplicaciones es el de Difraccion de Laser, también conocida como
Difraccion de Fraunhofer. Las principales razones por las que esta técnica se ha
implementado notablemente han sido su facilidad para ser aplicada a muchos tipos de
sistemas particulados, su rapidez y su automatizacion [40, 41].

La Difraccion de Laser es una técnica basada en el siguiente fendmeno: las
particulas dispersan luz en todas las direcciones con un patron de intensidad que es

dependiente del tamafio de particula [40].

Este fendmeno conocido como "aproximacién de Fraunhofer” fue la base de los
primeros modelos 6pticos empleados para la medida del tamafio de particula. En esta
aplicacion, ademéas de considerar la esfericidad de las particulas se asumian otros dos
puntos importantes [40]:

e Todas las particulas son mucho més grandes que la longitud de onda de la
luz empleada y sélo es considerada la dispersién de luz producida por el
contorno de la particula.

e Solo es considerada la dispersion de luz en la direccion précticamente

frontal, es decir, a &ngulos muy pequefios.

La aproximacion de Fraunhofer no considera ningun conocimiento de las
propiedades Opticas del material. Esta aproximacion es valida para grandes particulas o
para particulas mas pequefias que son opacas o0 tienen un alto indice de refraccion

respecto al medio en el que estan suspendidas.

6.5.2 Refraccion - Indices de Refraccion

La refraccion se define como el cambio de direccion y de velocidad que
experimentan los rayos luminosos cuando inciden oblicuamente sobre la superficie de

separacién de dos medios [40].

El indice de refraccion de una sustancia es el cociente entre la velocidad de la

luz en el vacio y la velocidad de esa misma luz en su propio medio.
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Por tanto, cuando un haz de luz laser incide sobre un conjunto de particulas se

producen cuatro efectos importantes (Figura 32) [40]:

e Difraccion sobre el contorno de una particula (Difraccion por
Fraunhofer).

o Reflexion sobre la superficie de la particula, tanto hacia fuera como hacia
dentro.

e Refraccion del medio a la particula y de la particula al medio.

e Absorcién de luz por parte de la particula.

Rayo difractado
4

Haz de >

luz > Rayo refractado

incidente -
>
. \
B \\
Rayo reflejado Particula \

\
Internamente reflejado y/o parte absorbido

Figura 32. Efectos que produce la aplicacion de una fuente de luz sobre una particula [40].

6.5.3 Teoria de Mie

Para aquellas particulas cuyo didmetro no es muy superior a la longitud de onda
de la luz utilizada, se emplea la teoria de Mie para evaluar las mediciones. Esta teoria,
es la solucion completa de las ecuaciones de Maxwell para la dispersién de ondas

electromagnéticas en particulas esféricas [42].

Ademas permite evaluar también las distribuciones de intensidad caracteristicas
de las particulas muy pequefias. Por tanto, los avances tecnoldgicos han permitido la
implementacién de la teoria de Mie en los equipos de Difraccion de Laser. La teoria de

Mie asume las siguientes consideraciones [40]:

e La particula es una esfera uniforme homogéneamente Optica cuyos indices de
refraccién real e imaginario (absorcion) son conocidos.
e La particula esférica es iluminada por una onda plana de extension infinita y de

longitud de onda conocida.
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e Los indices de refraccion real e imaginario del medio que la rodea también son

conocidos.

En definitiva, la determinacion del tamafio de particula segun la teoria de Mie
incluye las influencias de la difraccion, refraccion (o absorcion), reflexion y efectos de

polarizacion de la luz usada.

Segln la Internacional estdndar 1SO13320-1: "si el tamafio de particula es
superior a 50 um, la aproximacion de Fraunhofer da buenos resultados. La teoria de Mie
también puede ser usada y ademas es preferida para casos en donde el indice de
refraccion de las particulas esta cercano al del medio. Para particulas inferiores a 50 um

la teoria de Mie ofrece la mejor solucidn general”.

6.5.4 Malvern Instruments

En las particulas de gran tamafio, ademas de poder aplicarse la teoria de
Fraunhofer, es recomendable usar una presentacion optica general "Default” obtenida
por Malvern como medida de la mayoria de los indices de refraccion y absorcion que

han sido calculados en la naturaleza [42].

Aquellas particulas a medir que proceden de mezclas de varios productos y
forman una muestra homogénea quimica y fisica, o bien proceden de sintesis quimica,
como ocurre en emulsiones quimicas y alimentarias, las propiedades O6pticas del
material a medir se desconocen. Como solucion, la respuesta de Malvern Instruments
permite variar las condiciones épticas de las particulas hasta conseguir un punto en el

que concuerden dichas propiedades épticas con las medidas realizadas [42].

6.5.4.1 Analisis del tamafio de particula

Para comprender el significado de los resultados obtenidos por un equipo de
Disfraccion Mastersizer de Malvern Instruments, hay que tener en cuenta tres

conceptos[42]:

a) La distribucién de tamafio fundamental de las particulas esta basada en
volumen. La dispersion del laser determina el volumen de las particulas. Esto
significa que, con ayuda de la dispersion del laser, el resultado de una medicion

permite saber qué porcentaje del volumen total de la muestra tiene particulas de
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un tamafio determinado o particulas situadas dentro de un intervalo de tamarios.
Por ejemplo, si en la categoria de tamafio entre 5,63-6,32 aparece el resultado de
9%, esto significa que el 9% de las particulas en volumen, presentan un tamafio
comprendido entre 5,63 y 6,32 micras.

b) EIl resultado es expresado en términos de volumen de esferas equivalentes.
Es decir, para cualquier forma de particula, la tecnologia de Difraccion de Laser
considera en el célculo de su tamafio, una esfera de igual volumen que la
particula.

c) La distribucion de tamafo viene de una distribucion fundamental. La
distribucion finalmente analizada estd expresada en un conjunto de clases de
tamafio que estan optimizados para concordar con la geometria del detector y la
configuracién Optica considerada, proporcionando asi la mejor resolucién. Asi,
los pardmetros derivados se calculan a partir de la distribucion fundamental
haciendo uso de la suma de las contribuciones de cada banda de tamafios. Para la
realizacion de este célculo, se toma el didmetro representativo correspondiente a
cada banda, que se considera la media geométrica de los limites de cada banda

de tamafio.

6.5.4.2ConfiguracionMalvern: modelos Opticos

Malvern Instruments incluye dos tipos de sistemas oOpticos en los diferentes

modelos que dispone[42]:

a) Convencional de Fourier

La fuente de luz procede de un tubo laser de "Hene", que produce un haz de luz
monocromatica (igual longitud de onda) y colimada (paralela) de un maximo de 18 mm
de diametro de seccion.

Las particulas son introducidas al haz del laser del equipo en via seca, himeda o
en forma de spray. La luz dispersada por las particulas, se dirige hacia una lente
focalizadora denominada "lente de rango". Esta lente opera como una transformada de
Fourier de forma que genera un campo de difraccion de luz dispersada hacia un plano
focal donde estan situados un conjunto de detectores patentados angulares que reciben

las diferentes intensidades de luz en funcion del angulo de recepcién y por tanto del
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tamafno de las particulas. En la figura 33, se muestra un esquema del modelo de

configuracién optica Convencional de Fourier.

Lente
focalizadora
o o
Haz del {. Detector
laser central
= @
Particulas
Detector
principal

S

Figura 33. Representacion esquematica de la configuracion éptica convencional de Fourier.

Se puede observar que hay una cierta limitacion en el angulo que el equipo
puede captar y por ello en éste tipo de configuraciones el tamafio de particula mas
pequefio estd limitado mas o menos del orden de entre 0,3 y 0,5 um, ya que el maximo

angulo de difraccion recogido es del orden de unos 10 a 14°.

b) Inversa de Fourier

En la configuracion dptica Inversa de Fourier el orden de los componentes es
alterado, en cambio, la medida se realiza de la misma forma. La necesidad de esta
configuracién es, permitir la medida de dispersion de luz a &ngulos mucho méas grandes

que con el método convencional.

En este caso, la lente focalizadora esté situada antes de la célula de medida por
donde pasan las particulas y el laser es focalizado en un punto central del plano del
detector. Por tanto, a partir de las particulas se produce el campo de difraccion a todos
los dngulos. Las particulas mas gruesas dirigiran principalmente su patrén de difraccion
al detector principal, captando angulos de hasta 10° aproximadamente. Las particulas
finas lo dirigiran al conjunto de detectores laterales que cubren un angulo de difraccién
de entre 10 y 60 ©, incluso reflexiones de luz producidas por particulas ultrafinas, seran
recogidas por dos detectores extras situados a 120° y 135°.En la figura 34, se muestra un
esquema del modelo de configuracion éptica Inversa de Fourier.
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Figura 34. Esquema de la configuracion éptica Inversa de Fourier.

Esta es una de las razones por las que equipos como Mastersizer Microplus,
Mastersizer S o el nuevo Mastersizer 2000, pueden llegar a medir particulas
submicrdnicas. Por ejemplo, el equipo Mastersizer 2000 emplea la técnica de Difraccion
de Rayo Laser con un amplio rango de medicion, desde 0,02 a 2000 pum [43].

Los equipos Mastersizer de Malvern Instruments permiten caracterizar el tamafio
de particula de emulsiones, suspensiones y polvos en industrias de recubrimientos,
pinturas, farmacéuticas, ceramicas, alimenticias y tiene un amplio uso en sistemas

coloidales.

6.5.4.3Interpretacion de los resultados

A continuacién, se explicaran cada uno de los parametros que aparecen en un
informe de resultados para el control de calidad del tamafio de particula de un
producto[40].

e Presentacion optica

La presentacion optica indica los datos de los indices de refraccion que se han
usado tanto para la particula como para el dispersante y la absorcion de luz de laser de

la particula.

66



Consideraciones teéricas

e Obscuracion

La obscuracion permite a establecer la concentracion de la muestra cuando es
afiadida al dispersante. En realidad es una medida de la cantidad de luz de laser que se
pierde (dispersada o absorbida) debido a la introduccion de la muestra dentro del haz de
laser del analizador. EI margen més adecuado de medida se encuentra entre el 10% vy el
30%, aunque depende del tipo de muestra a analizar. Existen particulas que provocan un
aumento de la obscuracion muy rapido y otras que lo hacen lentamente. Esto es debido
fundamentalmente al grado de absorcion y dispersion de luz que se produce cuando el

laser choca contra las particulas.
e Modelo de anélisis

Todos los equipos proporcionan varios modelos de andlisis del resultado global
de la distribucion, aunque el mayoritario es el denominado modelo Polidisperso,
también llamado de propdsito general, en todo tipo de aplicaciones industriales o de
investigacion (Figura 35).

Volumen Diferencial
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S il
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*-‘f ]
0 f T | | ]
0.1 1 5 10 50 100 1000
Diametro de Particula (p.m)
Figura 35. Modelo de andlisis Polidisperso.
e Residual

El Residual es una indicacion de hasta que punto los datos calculados
concuerdan o se ajustan con los datos reales medidos. Un buen residual corresponderia a
un valor por debajo del 1%. Por encima del 1% se debe a dos cosas: primero, que la
presentacion Optica escogida (indices de refraccion de la muestra y dispersante y la

absorcion de la muestra) no es la adecuada y segundo que el sistema se encuentre sucio,
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modificando las propiedades de dispersion de la muestra y alterando los resultados

finales generando picos extrafios.
e Concentracion

Corresponde a la concentracion en volumen de la dispersion de medida en la
célula de medida. El célculo de esta concentracion estd determinada por la Ley de Beer-
Lambert, donde se incluye el parametro de "Eficiencia de extincion" que depende de la

propiedad Optica de la particula.
e DJ[4,3]

Representa el diametro medio de la distribucion en volumen y es considerado

uno de los parametros de calidad méas importantes.
e Percentiles

Los percentiles son unos valores establecidos en % que indican lo que hay por

debajo o por encima de un cierto tamafio. Los mas destacados son:

» D(v, 0,1) o D(0,1): es el tamafio en micras por debajo del cual queda el
10% de la distribucion. Denominado también Percentil 10.

» D(v, 0,5) o D(0,5): es el tamafio en micras por debajo del cual queda el
50% de la distribucion y por tanto también por encima. Es conocido
también como Percentil 50 o didmetro volumétrico mediano (mediana).

» D(v, 0,9) o D(0,9): es el tamafio en micras por debajo del cual queda el

90% de la distribucién. Se denomina también Percentil 90.

e Area superficial especifica

Se define como el &rea total de las particulas respecto al peso total de las

mismas; su unidad es m?/g.
e Moda

Corresponde el valor de tamafio mas comun de la distribucién de particulas, y

coincide con el pico mas alto de la distribucion.

68



Consideraciones teéricas

Media
Mediana l Moda
T~

)
%o Mediana = Media = Moda

D (0.5) = D (4,3) = Moda

Diadmetro

Figura 36. Representacion de la media, mediana y moda en una distribucion normal o gausiana
[40].

Si se desea un informe del tamafio de particula mas comun en la muestra, se
puede elegir entre los siguientes parametros: media, mediana, moda. En la figura 36 la
distribucion del tamafio de particula es simétrica y los tres valores coinciden
exactamente, sin embargo si la distribucion es asimétrica, como en la mayoria de las

muestras que se analizan, los parametros de medida no son equivalentes.

6.6 DISENO DE EXPERIMENTOS
6.6.1 Introduccion al disefio de experimentos

Los experimentos se llevan a cabo con el objetivo de conseguir informacion
acerca de un proceso o sistema particular. En todo proceso existen una variable de
respuesta o dependiente, una variable de entrada o manipulada, y una serie de factores
controlables y no controlables. El objetivo de la experimentacion es determinar qué
variables son las que mas afectan a la variable de respuesta, y como ajustar los factores
controlables para mantener la variable de respuesta dentro de los limites deseados, a la

vez que se minimiza el efecto de los factores no controlables [44].
La experimentacion se puede llevar a cabo de varias opciones [44]:

e Prueba y error: se selecciona arbitrariamente una combinacion diferente de los
factores, cada vez que se realiza un experimento. Este planteamiento tiende a
ofrecer informacion de baja utilidad.

e Experimentar con un factor a la vez: considerando solo un factor constante para

determinar su efecto en ese experimento. Este planteamiento es extremadamente
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ineficiente y puede llevar a conclusiones incorrectas en caso de que cualquiera
de los factores interactue.

e Usar un disefio de experimentos estadistico: permite establecer una serie de

experimentos que generen la mayor informacion acerca de los factores y su

interaccion entre ellos en el menor nimero de experimentos como sea posible.

El disefio de experimentos se utiliza ampliamente tanto en la etapa de desarrollo
de procesos y productos como en la etapa de fabricacion. Algunas aplicaciones tipicas

son.

e Caracterizacion de un proceso.
e Optimizacion de un proceso.

e Disefio de un producto.

Entre los diferentes de disefios experimentales estadisticos (categorico de un
solo factor, de cribado, de superficie de respuesta, etc.), se explicard solamente el de
superficie de respuesta al ser el empleado en la realizacion de este proyecto.

6.6.2 Disefio de Superficies de Respuesta

La Metodologia de Superficies de Respuesta (MSR) es un conjunto de técnicas
matematicas utilizadas en el tratamiento de problemas en los que una respuesta de
interés esté influida por varios factores de caracter cuantitativo. El propdsito inicial de
estas técnicas es disefiar un experimento que proporcione valores razonables de la
variable respuesta y, a continuacion, determinar el modelo matematico que mejor se
ajusta a los datos obtenidos. El objetivo final es establecer los valores de los factores
que optimizan el valor de la variable respuesta. Puesto que “Optimo” implica a menudo

un minimo o méximo, los disefios para optimizacion implican por lo menos tres niveles

por cada factor para poder estimar la curvatura [45].

En este proyecto, con la superficie de respuesta se busca obtener una
combinacion de tratamientos, los cuales varian en una serie de parametros
experimentales (pH, concentracion de proteina, fuerza idnica, presion y namero de
pases en el homogenizador), que permitan obtener diferentes tamafios de particula o una
determinada viscosidad y encontrar el tratamiento Optimo en cuanto agregacion. Es

decir, establecer las condiciones del tratamiento que permita obtener un
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microparticulado con la mayor agregacion posible, con su tamafio y viscosidad

correspondientes.
Entre los disefios de superficie de respuesta se encuentran:

e Disefio Factorial a tres-niveles

e Disefio Box-Behnken
6.6.2.1 Disefos Factoriales con Tres-Niveles

El disefio central compuesto implica cinco niveles de cada factor experimental
(-0, -1, 0, 1, o). Disefios mas simples pueden realizarse usando solamente tres niveles
por cada factor, un nivel bajo (-1), nivel central (0), y un nivel alto (+1). Los disefios
factoriales a tres niveles generan corridas en cada combinacion de estos tres niveles. Por
ello, a menos que el nimero de corridas no sea una preocupacion, el disefio factorial a 3
niveles usualmente no es la mejor opcién. Por ejemplo, con 3 factores experimentales,

se obtienen 3° = 27 corridas [44].

6.6.2.2 Disefio Box-Behnken

Los disefios de Box-Behnken parten siempre de tres niveles en cada variable. Su
algoritmo de generacion de experimentos consiste en plantear disefios factoriales
completos a dos niveles (tomando el nivel alto y el bajo) entre parejas de variables,
manteniendo el resto de variables en su nivel intermedio. Ademés se realizan tres
réplicas del punto central (con todas las variables en nivel intermedio) [46]. En la figura
37 se muestra un esquema de la generacién de experimentos en un disefio de Box-

Behnken con 3 variables.

Figura 37. Disefio de Box-Behnken con 3 factores
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Por ejemplo, un disefio Box-Behnken con 3 factores (con puntos al centro

omitidos) se muestra en la tabla VIII:

Tabla VII1. Disefio de Box-Behnken con 3 factores [44].

Corrida X1 X2 X3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
] 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
] 0] -1 -1
10 0] 1 -1
11 0] -1 1
12 1] 1 1

Cada conjunto de 4 corridas consecutivas es un disefio experimental con 2
niveles implicando seleccionar un par de factores. Ademas, de 3-5 puntos al centro en
(0, 0, 0) pueden agregarse al disefio. El disefio es considerablemente més pequefio que

un factorial a tres niveles [44].

6.6.2.3 Ventajas e inconvenientes de la MRS

La Metodologia de Superficie de Respuesta presenta una serie de ventajas en

comparacion con los clasicos métodos experimentales [47]:

e Ofrece una gran cantidad de informacién a partir de un nimero pequefio de
experimentos, en cambio la metodologia clasica necesita un gran ndmero de
experimentos para explicar el comportamiento de un sistema.

e Permite observar el efecto de la interaccion de los pardmetros independientes en

la respuesta.

Sin embargo, el principal inconveniente del disefio de superficie de respuesta

radica en la dificultad de encajar polinomios de 2° orden [47].
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7 MATERIAL Y METODOS

7.1 ALIMENTACION DE PARTIDA

La materia prima que se empled en el proceso de microparticulacion fue un
WPC-60en polvo procedente del suero lacteo generado durante la fabricacion de queso,
suministrado por WHEYCO (Alemania), cuya composicién y caracteristicas figuran en
la tabla IX.

Tabla IX. Composicion en % del WPC-60.

Componentes WPC-60
Proteina 59,37
Lactosa 26,78

Grasa 5,05
NPN 1,41
Cenizas 5,05

Extracto seco 97,66

7.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

El trabajo experimental consistié en el ajuste de las variables pH, concentracién
proteica de la alimentacion, fuerza ibnica, presion y numero de pases en el
homogenizador con el objetivo de estudiar el efecto de estas variables sobre las
caracteristicas finales del microparticulado, cuyo proceso productivo se basé en la
combinacion de un tratamiento térmico y un tratamiento mecanico. Para ello se partid
de un WPC-60 con el fin de obtener un producto final con un tamafio de particula,
viscosidad y porcentaje de proteina microparticulada adecuados para ser incorporado a

productos bajos en grasa.

El tratamiento térmico seleccionado fue de 80°C durante 50 minutos, en cambio
en otros estudios paralelos llevados a cabo se trabajoé con un WPC-35 a 90°C durante 25
minutos [65]. Como la lactosa tiene un efecto protector frente a la desnaturalizacion
térmica de la B-Lg (78°C) [48] y la relacion proteina-lactosa es mayor en el WPC-60
que en el WPC-35,se considero disminuir la temperatura y compensarla aumentando el

tiempo del tratamiento térmico.
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Para la aplicacion del tratamiento térmico se emple6 una placa
calefactora/agitadora RCT basic (IKA, Alemania) con un sistema de control de
temperatura ETS-D5 (IKA, Alemania). Para la agitacion de las disoluciones se empled
un iman. En el tratamiento mecanico se utiliz6 un homogenizador simple Panda (NIRO-
SOAVI, ltalia).

El protocolo experimental seguido en los ensayos realizados consistio en
disolver el WPC-60 en agua mediante agitacion a 500 rpm durante 45 minutos para
favorecer la hidratacion de las proteinas, afiadiendo azida de sodio (NaNs) 0,1% p/p
como bactericida para conservacion de las muestras. Transcurrido dicho tiempo se
tomaban las muestras correspondientes a la disolucion inicial (D1) para llevar a cabo las
analiticas pertinentes. Posteriormente, se ajustaba la fuerza ionica afiadiendo la cantidad
de CaCl; necesaria en cada caso (0, 45, 90 mM CaCly). Tras 10 minutos de espera, para
favorecer la disolucion de las sales afiadidas, se ajustaba el pH correspondiente (pH 4,
5,5y 7) con una disolucion de sosa caustica (NaOH) 1M o de acido citrico (CgHgO-) al
38% p/p segun correspondiera. Una vez ajustado, se calentaba la disoluciéon a 80°C
(~30 minutos se tardaba en alcanzar la temperatura), manteniéndola a dicha temperatura
con una agitacion a 700 rpm durante 50 minutos. Transcurrido ese tiempo, se tomaban
las muestras correspondientes al tratamiento térmico (TT). Finalmente, se pasé la
muestra por el homogenizador y se aplicé el tratamiento mecanico ajustando la presion
y el nimero de pases correspondientes en cada caso, para analizar finalmente las

muestras del tratamiento mecénico (TM).

Para la eleccion de la sustancia empleada para ajustar el pH acido se realizaron
pruebas previas con diferentes acidos para comprobar cuél de ellos permitia reducir el
pH utilizando menos volumen: acido lactico y acido citrico. EI primero no se considerd
adecuado por ser un producto marrén que pardeaba el producto final por lo que se
empleo &cido citrico en una concentracion del 38% p/p. No obstante, la sustancia mas
comun para ajustar pHs &cidos es el HCI pero no se pudo utilizar al estar el producto
final destinado al campo alimentario. Para ajustar a pHs basicos se emple6 NaOH por

ser una de las sustancias mas habituales y apta en el sector alimentario.

La toma de muestra se llevo a cabo con micropipetas, recogiendo volimenes de
aproximadamente 13 mL en tubos de plastico graduados. Los criterios para la eleccion

de los tiempos de toma de muestra fijados en base a la necesidad de comprobar que en
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todos los ensayos se partié de muestras homogéneas, el interés en el estudio del grado
de desnaturalizacion de las proteinas en el tratamiento térmico y, finalmente, la
necesidad de conocer las caracteristicas del microparticulado final obtenido en cada

caso tras el tratamiento mecanico.

7.3 DISENO DE EXPERIMENTOS

El disefio experimental que se empled en el desarrollo del proyecto fue un disefio
de tipo estadistico, el cual permitié establecer una serie de experimentos con el objetivo
de generar la mayor informacion posible acerca de la influencia de una serie de factores

sobre las variables de estudio.

Los diferentes tratamientos realizados durante la experimentacion en el proceso
de microparticulacion proteica a partir de WPC-60, se determinaron a partir de la
metodologia de superficie de respuesta (MSR) por medio del programa estadistico
Statgraphics (Centurion XV version)statistical analysis and data visualization software
(Statpoint Technologies Inc, USA).

En la primera parte experimental del proyecto de microparticulacion se estudio
un tratamiento térmico y uno mecanico bajo condiciones invariables de este Gltimo (300
bar y 1 pase en el homogenizador). En el disefio de superficie de respuesta se
seleccionaron 3 factores experimentales (pH, concentracion de proteina en la
alimentacion y fuerza i6nica) y 3 variables de respuesta: el tamafio de particula,
representado por el D(v,0,5), la viscosidad a 100 s™'y el porcentaje de proteina agregada

en el tratamiento térmico y microparticulada en el tratamiento mecanico.

Dentro de la metodologia de superficie de respuesta se eligié el disefio de Box-
Behnken, para construir y analizar la planificacion experimental, el cual permite
seleccionar un limite inferior y un limite superior de cada pardmetro experimental
(Tabla X) y ademas realiza 3 réplicas del punto central, estableciéndose los factores

experimentales a nivel intermedio.
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Tabla X. Limites inferiores y superiores de cada uno de los pardmetros experimentales en
condiciones de tratamiento mecanico invariables.

Factores experimentales Limite inferior Limite superior
pH 4 7
Concentracion de 3 1
alimentacion (%)
Fuerza ibnica (mM CaCl,) 0 90

Dicho disefio permitié establecer 15 experimentos a valores variables de los
factores experimentales, generando diferencias en el producto final del tratamiento

térmico y mecanico del proceso de microparticulacion.

En la segunda parte del proyecto, se estudio el efecto de la presion y el nimero
de pases en el tratamiento mecénico (homogenizacién) sobre las variables de respuesta

previamente comentadas.

En este caso, se ha escogido el disefio factorial a tres niveles, seleccionando un
nivel inferior, medio y superior de cada variable experimental (Tabla XI), donde el
valor del nivel intermedio viene dado por el promedio de los limites extremos,

generandose corridas en cada uno de estos tres niveles.

Tabla XI. Limites inferiores y superiores de los parametros experimentales en la etapa en
condiciones de tratamiento mecanico variables.

Factores experimentales Limite inferior Limite superior
Presion (bar) 300 700
N° de pases 1 5

Con el disefio factorial de tres niveles se establecieron 9 tratamientos mecénicos
diferentes, los cuales variaron en la presion y el nimero de pases, generando diferencias

en cada una de las variables de estudio del producto microparticulado final.

7.4 EQUIPOS Y ANALITICAS

La caracterizacion de las diferentes muestras recogidas durante la etapa
experimental del proceso de microparticulacion se llevé a cabo mediante la realizacién
de analiticas de cada una de las variables de respuesta a estudiar (tamafio de particula,

viscosidad y porcentaje de proteina agregada y microparticulada).
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7.4.1 Distribucion de tamanios de particula.

La distribucion de tamafios de particula de las diferentes muestras de WPC-60
tratadas térmicamente y mecéanicamente se determind mediante difraccion de luz laser
con el equipo Malvern Mastersizer S Long Bench (Malvern Instruments Ltd.) (Reino

Unido) mostrado en la figura 38.

Se ha utilizado como alimentador una unidad de dispersion de pequefio
volumen, cuya velocidad se ajustd a 1600 rpm vy, sobre la celda de flujo, se instald la
lente 300RF, a la que corresponde un intervalo de medida comprendido entre 0,05 y 880
um. Los valores obtenidos estaban basados en volumen, por lo que el resultado que se
presenta para cada intervalo de tamafios de particula corresponde al volumen ocupado
por las particulas de ese tamafio, dividido entre el volumen total de particulas en la
muestra. Para expresar el tamafio medio de la distribucion, se utilizé el D(v, 0,5), que

representa el tamarfio de particula por debajo del cual esta el 50% de la muestra.

Figura 38. Equipo Malvern Mastersizer S Long Bench.

7.4.2 Medidas reologicas

Para la determinacion de las propiedades reoldgicas de las diferentes muestras
estudiadas se emple6 un reémetro rotacional HAAKE MARS (Modular Advanced
Rheometer System) Il con un sistema Peltier para el control de la temperatura (Figura
39).
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Figura 39. Redmetro rotacional MARS Il DE HAAKE.

El sistema de rotacion de los redmetros es de tipo Searle. La placa superior
(rotor), gira un nimero de revoluciones constante o variable segiin convenga, mientras
que la placa de abajo (vaso de medicién), permanece en reposo. La placa superior al
girar hace que la sustancia que se encuentra entre las dos placas empiece a fluir. La
resistencia del liquido 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. Entre el motor y el eje de la placa superior esta colocado
un elemento de medicidén que registra ese momento de giro (resorte de acero que se
torsiona). La torsion que sufre el resorte es una medida directa de la viscosidad del

producto sometido a cizalla [34].

Las condiciones reométricas comunes a todos los ensayos fueron las siguientes:

e Ranura entre platos de 1mm.

e Temperatura de ensayo de 25°C.

e El sensor empleado fue un sensor placa-placa serrado de 35 mm de didmetro,
PP35.

e Curva de flujo de 0,1 a 100 s™tras 300 segundos en estabilizacién a 25°C.

e El sistema de trabajo del redbmetro fue en modo CR, donde la velocidad de

deformacion se encuentra fijada.

78



Material y métodos

Para estudiar el comportamiento reoldgico de las diferentes muestras se empled

el modelo Newtoniano y el modelo de Ostwald de Waele.

El modelo de Ostwald de Waele, definido por la ecuacion T = k - y™, donde ©
es el esfuerzo cortante, k el coeficiente de consistencia, y la velocidad de deformacion y
n el indice de comportamiento del fluido, se utiliz6 para determinar la naturaleza de los
fluidos, newtonianos (n=1) o pseudoplésticos (n<1), siendo estos ultimos generalmente

los mas comunes en el proyecto considerado.

Para determinar si un fluido se ajusta adecuadamente al modelo reoldgico se
tiene en cuenta un parametro de ajuste (%) que si es superior al 90% se puede decir que
el fluido se ajusta correctamente al modelo correspondiente. En algunos casos puede
suceder que las muestras tratadas mecanicamente presenten un buen ajuste tanto al

modelo de Ostwald de Waele como al Newtoniano.

El pardmetro reoldgico seleccionado para caracterizar las muestras en la

explicacion de los resultados fue la viscosidad a 100 s™.

Todos los ensayos fueron realizados al menos por duplicado, ya que se traté de
muestras que en algunos casos presentaron cierta grumosidad debido a la existencia de
grandes agregados, lo cual hace que sean poco homogéneas y uniformes y por tanto, se
generen errores en la medicion. El calculo de los distintos pardmetros reoldgicos se

realiz6 empleando el software Rheowin 3 Data Manager de HAAKE.

7.4.3 Centrifugacion y proteina agregada/microparticulada

La determinacion de porcentaje de agregacion proteica se realizé en base al
volumen de sedimento generado tras una operacion de centrifugacion. Cada una de las
muestras se centrifugaron (High speed refrigerated centrifuge model 6500, KUBOTA,
Japan) (Figura 40) a 15000 rpm y a 20°C durante 20 minutos; obteniéndose un

sedimento (proteina agregada o microparticulada) y un sobrenadante (Figura 45).
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Figura 41. Resultado tras centrifugacion de las muestras correspondientes a la disolucion inicial
(DI), tratamiento térmico (TT) y tratamiento mecanico (TM) de un determinado ensayo. En
cada una de las muestras se diferencia el sobrenadante y el sedimento.

Posteriormente, se anotaron los voliumenes de cada muestra tras la
centrifugacion y después el del sobrenadante cuando este se separé del sedimento y fue

recogido en otro tubo de muestra (Figura 42).
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Figura 42. En la imagen A se ilustran los sedimentos de proteina agregada y en la imagen B los
sobrenadantes.

La determinacion del porcentaje de agregacion proteica tuvo lugar mediante una

ecuacion matematica que incluye ambos volumenes:

% Centrifugacion= [(Vi-Vs)/Vi].100

donde Vi es el volumen inicial (volumen tras la centrifugacion) y Vs es el volumen del

sobrenadante.
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8 RESULTADOS EXPERIMENTALES

A lo largo de este apartado se comentardn y discutirdn los resultados obtenidos

en la parte experimental del proyecto.

Durante la experimentacion del proceso de microparticulacién del WPC-60 se
han distinguido dos fases principalmente: el tratamiento térmico, que depende de los
factores experimentales (pH, concentracion de alimentacion del WPC-60 y fuerza
i6nica) correspondientes a cada ensayo Y el tratamiento mecéanico, determinado por las
variables experimentales mencionadas y la presion y el nimero de pases en el

homogenizador.

En funcién de las caracteristicas de cada ensayo, se obtendran diferentes
resultados en cada una de las variables de respuesta de estudio (tamafio de particula,
viscosidad y porcentaje de agregacion y de proteina microparticulada), tanto para el

tratamiento térmico como para el tratamiento mecanico.
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8.1 ESTUDIO DE LA DISOLUCION INICIAL

Inicialmente, se prepard una disolucion en agua al 3%, 7% y 11% p/p de
proteina de WPC-60 dependiendo del tipo de ensayo, siendo posteriormente sometida a
un proceso de agitacion con el objetivo de favorecer la hidratacién de las proteinas. Por
tanto, la disolucién inicial es una etapa de hidratacion de las proteinas. Finalmente, se
determinaron las caracteristicas de esta disolucion inicial por medida directa de las

variables de respuesta previamente especificadas.
8.1.2Resultados de la disolucion inicial

En la tabla XIlI se muestran los diferentes resultados que se obtuvieron de
tamafio, viscosidad y proteina insolubilizada variando las concentraciones proteicas de
alimentacion de WPC-60 en cada uno de los ensayos que se realizaron.

Tabla X11. Resultados del tamafio D(v, 0,5) (um), viscosidad (100s™) (cP) y porcentaje de
proteina insolubilizada de las disoluciones iniciales a distinta concentracion de alimentacién.

Ensayo Concentracion alimentacion D(v, 0,5) 7 100 s™ Proteina
(% p/p) (um) (cP) insolubilizada

(%)
1 7 0,44 2,57 2,44
2 7 0,42 2,41 2,4
3 7 0,43 2,93 2,38
4 3 0,43 1,95 2,4
5 11 0,43 4,10 2,36
6 7 0,46 2,73 2,36
7 3 0,45 2,03 1,58
8 3 0,43 1,97 32
9 7 0,55 2,84 4,65
10 3 0,59 1,54 0,79
11 11 0,42 3,92 4,76
12 11 0,43 3,92 1,59
13 0,42 2,81 1,57
14 7 0,42 2,43 1,59
15 11 0,42 3,98 2,36

Segun los resultados de la tabla XII, en la disolucién inicial no se observan
grandes diferencias en cada una de las variables de respuesta. Sin embargo, existe una
tendencia a aumentar la viscosidad y el porcentaje de proteina insolubilizada cuando se

incrementa la concentracion proteica de la disolucion. Por ultimo, el tamafio se
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mantiene constante a diferentes concentraciones, salvo en dos ensayos (9 y 10) donde se
observan ligeras diferencias respecto al resto, probablemente debidas a pequefios errores

en la determinacion de la medida.

A continuacion, se expondran las gréficas de dos ensayos correspondientes a la
disolucion inicial con diferente concentracion de alimentacion, con la finalidad de
comparar las diferencias existentes en cada variable de respuesta (tamarfio, viscosidad y

% de proteina insolubilizada).
Los ensayos seleccionados son comparados en la tabla XI1I:

Tabla XI111. Comparativa del tamafio D(v, 0,5), viscosidad a 100 s y porcentaje de proteina
insolubilizada de dos ensayos a diferente concentracién de alimentacion.

Ensayo Concentracion de D(v, 0,5) 7 a100s™ (cP) Proteina
alimentacion (% p/p) (1m) insolubilizada (%)
4 3% 0,43 1,95 2,40
11 11% 0,42 3,92 4,76

8.2.1.1 Tamario de particula
En la figura 43, se muestra la comparativa del tamafio de particula de dos

ensayos a diferente concentracion de proteina de la disolucion inicial.

Diametro de particula

14
12
10
c
[«5)
€ 8 . .
= = Disolucion inicial 3%
o
> 6 p/p
X . .
< 4 — Disolucién inicial 11%
p/p
i \‘\
0 L T T T 1

001 01 1 10 100 1000
D(pm)

Figura 43. Representacion gréfica del porcentaje en volumen frente al didmetro de particula (D)
(um) a diferente concentracion proteica en la disolucién inicial.
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En el eje de ordenadas se representa el D(um) y en el de abscisas el porcentaje en
volumen, es decir, el volumen de particulas que presentan un determinado tamafio con

respecto al volumen total de todas las particulas.

Observando la grafica 43, no se aprecian diferencias en el tamafio de particula a
diferente concentracion proteica de la disolucion, ya que ambos ensayos presentan un
pico con un tamafio de particula muy similar. Por tanto, en un principio parece ser que

en la disolucion inicial el tamafio no varia con la concentraciéon de alimentacién.

8.2.2.2 Viscosidad

La siguiente variable que se analiz6 fue la viscosidad, un parametro reoldgico.
En la figura 44 se muestran dos graficas correspondientes a la reologia de las réplicas de
cada uno de los dos ensayos anteriormente seleccionados. En el eje Y se representa el
esfuerzo cortante (Pa), en el eje X la velocidad de deformacion (s™) y en el eje Y2 (eje

Y secundario) la viscosidad (cP).
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Figura 44. Representacion del comportamiento reolégico de dos ensayos con distinta
concentracién proteica en la disolucion inicial. En la grafica A (3% p/p) el eje Y esta
comprendido entre 0-0,25 Pa y en la gréafica B (11% p/p) entre 0-0,45 Pa.

85



Resultados experimentales

Tabla XIV. Valores que caracterizan el fluido de estudio al 3y 7% de concentracién de
proteina de la disolucién.

Concentracidn de alimentacion (% p/p) r n 7 a 100s™
3 0,94 1 1,95
11 0,98 1 3,92

Teniendo en cuenta las graficas de la figura 48 y los datos observados en la tabla
X1V, se pudo determinar que son fluidos newtonianos (n=1), es decir, la viscosidad
permanece constante para cualquier valor de la velocidad de deformacion y depende
unicamente de la presion y temperatura para una sustancia dada. Ademas, presentan en
ambos casos un ajuste al modelo de fluido newtoniano por encima del 90%. Por Gltimo,
teniendo en cuenta los resultados, la viscosidad resultd ser mayor al aumentar la

concentracion de alimentacion.

8.2.2.3 Separacion de proteina insolubilizada por centrifugacion

Otra de las variables de respuesta que se analizé es el porcentaje de proteina
insolubilizada en la disolucidn inicial. Se observé que la disolucién al 11% de proteina
presentaba mayor porcentaje de proteina insolubilizada (4,76 %) que la del 3% (2,36%).
Por tanto, parece ser que una mayor concentracion proteica en la disolucion aumenta el

porcentaje de proteina insolubilizada.

Tras la disolucion de la proteina, se ajustd la concentracion en CaCl, que
determina la fuerza i6nica (0 mM, 45 mM y 90 mM), y se ajustd el pH (4, 55y 7)
segun las condiciones del ensayo. Una vez ajustados los parametros iniciales, la

disolucién es sometida a un tratamiento térmico.
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8.2 TRATAMIENTO TERMICO

La disolucion fue sometida a un proceso térmico de 80°C durante 50 minutos en
continua agitacion. Finalizado el periodo, se realizaron las analiticas correspondientes a

cada variable de respuesta.
8.2.1 Resultados del tratamiento térmico

A continuacién, se indica en la tabla XV los resultados obtenidos de cada

variable de respuesta en la etapa de tratamiento térmico.

Tabla XV. Resultados del tamafio D(v, 0,5), viscosidad (100s™) y porcentaje de agregacion
proteica en el tratamiento térmico.

Ensayo pH | Concentracion Fuerza D(v, 0,5) n aloo s-* Agregacién
alimentacion iGnica (um) (cP) proteica(%o)
(% p/p) (mM CacCl,)

1 5,5 7 45 44,28 361,90 35,29
2 55 7 45 43,09 383,95 31,90
3 5,5 7 45 36,67 360,10 34,37
4 4 3 45 10,28 6,04 15,87
5 5,5 11 90 205,4 2258 46,40
6 7 7 90 139,74 322,20 24,19
7 55 3 0 24,65 46,32 15,20
8 7 3 45 72,27 12,29 13,18
9 4 7 90 6,48 98,55 55,37
10 5,5 3 90 36,83 42,99 15,08
11 4 11 45 5,54 344,05 68,54
12 7 11 45 249,19 438,35 46,83
13 4 0 4,20 37,07 27,42
14 7 7 0 135,01 293,30 29,27
15 5,5 11 0 87,83 954,65 52,71

En la etapa de tratamiento térmico se descartaron los valores de viscosidad de
tres ensayos (5, 14 y 15) que no se tuvieron en cuenta para realizar la superficie de
respuesta. Los ensayos 5y 15 se descartaron debid a problemas de agitacion con el iméan
y control de la temperatura durante el periodo de tratamiento térmico, generando
disoluciones de agregados de gran tamafio que dificultaban la agitacion, dando lugar
avalores de viscosidad muy poco fiables. Por otro lado, aunque no haya problemas de

agitacion ni de control de la temperatura, pueden surgir dificultades en la medida de la
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viscosidad en el reometro al obtener valores muy dispares entre réplicas de una misma
muestra, como ocurrié en el ensayo 14. Estos errores de medicion pudieron ser debidos
a que la muestra no es homogénea, ya que unos de los requisitos importantes para evitar
errores de medicion en el redmetro es que la muestra sea homogénea para que el husillo

del reémetro mida uniformemente.

Segun los resultados presentes en la tabla XV, se observa que la variacion de
pH, concentracion de proteina y fuerza ionica generan distintos resultados en cada una

de las variables de estudio.

A continuacion, se expondran las gréficas correspondientes a dos ensayos del
tratamiento térmico bastante diferenciados y comentaran las diferencias entre ellos en

cuanto a las variables de respuesta de estudio.
Los ensayos seleccionados son los siguientes:
Tabla XVI. Comparativa del tamafio D(v, 0,5), viscosidad a 100 s™ y porcentaje de agregacion

proteica de dos ensayos que difieren en los factores de experimentacion en la etapa de
tratamiento térmico.

Ensayo D(v, 0,5)(m) n a 100 s*(cP) | Agregacion proteica (%)
pH 4/7%/0 mM CaCl, 4,20 37,07 27,42
pH 5,5/3%/ 90 mM CacCl, 36,84 42,99 15,09

8.2.1.1 Tamario de agregados

En la figura 45 se compara el tamafio de los agregados de dos ensayos diferentes

en cuanto a pH, concentracion proteica de la disolucion y fuerza ionica.
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Figura 45. Comparativa del diametro de particula D (um) en la etapa de tratamiento  térmico
de dos ensayos distintos.

En la figura 45 se observan diferencias en el tamafio de los agregados, siendo los
de mayor diametro aquellos correspondientes al ensayo realizado a pH 5,5, una
concentracion de alimentacion del 3% y una fuerza idnica de 90 mM CaCl,, ya que la
posicion del pico representa una escala de mayor didmetro de particula. Por tanto, esto
significa que las variaciones en los factores experimentales influyen en el tamafio de los
agregados en el tratamiento térmico. Estas diferencias significativas se explicaran

posteriormente con mas detalle.
8.2.1.2Viscosidad

La siguiente variable que se analiz6 fue la viscosidad a 100 s™ en el tratamiento

térmico.

En las graficas de la figura 46, se muestra la reologia de dos réplicas de cada

uno de los dos ensayos a comparar.
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Figurad6. Representacién del comportamiento reoldgico de dos ensayos con distinta
concentracion de la disolucion en el tratamiento térmico. En la gréfica A (pH 4, 7% p/p, 0 mM
CaCl,) el eje Y estd comprendido entre 2,5-4,5 Pa y en la grafica B (pH 5,5, 3% p/p, 90 mM
CaCly) entre 0,5-4,5.

Tabla XVII. Comparacién de los parametros que caracterizan la reologia del fluido de cada uno
de los ensayos de estudio.

Ensayo R k n 7 100 s*(cP)
pH 4, 7%, fuerza iénica 0 mM CacCl, 0,99 1,34 | 0,24 46,32
pH 5,5, 3%, fuerza i6nica 90 mM CacCl, 0,99 | 0,13 | 0,74 37,07

La curva que representa el fluido de la grafica A de la figura 46corresponde a un
fluido no newtoniano, del tipo pseudoplastico (n<1), ya que la viscosidad aparente
disminuye al aumentar el esfuerzo cortante. Ademas, el fluido presenta un ajuste del
99% y una viscosidad a 100 s™ de 46,32 cP.

Por otro lado, el fluido del ensayo correspondiente a la grafica B también se
caracteriza por ser pseudopléstico. Presenta un ajuste del 99% y una viscosidad 100 s
de 37,07 cP, menor que en el caso anterior.

Comparando ambos ensayos, existen diferencias en la viscosidad observando
que las variaciones en los factores experimentales generaron productos con diferentes
viscosidades. Sin embargo, ambos presenta un mismo comportamiento reolégico, lo que

indica que dependiendo de las condiciones empleadas en el tratamiento térmico se
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generan fluidos con un comportamiento mas o menos pseudoplastico, segun el valor de

n. Estas diferencias se analizaran con mayor profundidad més adelante.

8.2.1.3 Porcentaje de proteina agregada tras centrifugacion

La otra variable de respuesta que se analiz6 fue el porcentaje de proteina
agregada en base al porcentaje centrifugado. Se observaron diferencias entre ambos
ensayos, el primero (pH 4, 7% p/p, fuerza i6nica 0 mM CaCl,) present6 un 15,08 % de
agregacion proteica, en cambio el segundo (pH 5,5, 3% p/p, fuerza idnica 90 mM
CaCly) un 27,42%.

Por tanto, se observO que las variaciones en cada uno de los factores
experimentales generaron diferentes porcentajes de proteina agregada en el tratamiento
térmico tras centrifugacion. Dichas diferencias se estudiaran con mayor detalle

posteriormente.

8.2.2 Superficie de respuesta del tratamiento térmico

Una vez se realizé la experimentacion correspondiente a la etapa de tratamiento
térmico del proceso de microparticulacién, se procedié a introducir los resultados que se
obtuvieron de cada variable de respuesta (tamafio, viscosidad y proporcion de proteina
agregada) con su ensayo correspondiente, caracterizado por las variables experimentales
(pH, concentracién de alimentacion y fuerza idnica) empleadas, en el programa
matematico y estadistico Statgraphics (Centurion XV version) statistical analysis and

data visualization software (Statpoint Technologies Inc, EEUU).

El programa estadistico Statgraphics permite construir una superficie de
respuesta empleando un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas que son Utiles
para la modelizacién y analisis en aplicaciones en las que una respuesta de interés es

influenciada por distintas variables y el objetivo es optimizar esta respuesta [49].

En este proyecto, la superficie de respuesta permitié estudiar el efecto que tiene
la variacién de los factores experimentales sobre las variables de respuesta de estudio de

manera conjunta.

A continuacién, se muestran mediante graficas la influencia de los factores de
experimentacion sobre cada tipo de variable de respuesta en la etapa de tratamiento
térmico.
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8.2.2.1 Tamano de los agregados

El tamafio de particula D (v, 0,5) fue la primera variable de respuesta que se
estudid. Presenta un ajuste, representado por el r?, del 96,84 % (Figura 47) y ademas

cumple la siguiente ecuacion matematica predictiva de la superficie de respuesta:

Tamaiio D(v,0,5)
= 296,49 — 68,6239 - pH — 61,9741 - Concentraciona limentacion
— 1,45837 - Fuerza iénica + 5,70102 - pH? + 7,56896 - pH
- Concentracion alimentacion + 0,00905556 - pH - Fuerza ionica
+ 1,88436 - Concentracién alimentacion?® + 0,146368
- Concentracion alimentacion - Fuerza ionica + 0,00848755

- Fuerza iénica?
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Figura 47. Comparativa de los resultados del tamafio observados con los predichos.

La figura 47 representa mediante puntos, los valores experimentales obtenidos
correspondientes al tamafio, mientras que los representados por la recta corresponden a
los predichos por la ecuacion de la superficie de respuesta, es decir, se trata de una
representacion del grado de ajuste del r>. En este caso, los valores experimentales
coinciden con gran exactitud con los predichos por la superficie de respuesta,

justificando el buen ajuste de la superficie.

A continuacion, se representan las graficas que relacionan el efecto que tienen
los distintos factores experimentales sobre el didmetro de particula, en funcion del pH

empleado en la experimentacion (4, 5,5y 7).
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Figura 48. Superficie de respuesta del tamafio de particula D(v, 0,5) (um) en funcidn de la
concentracion de proteina de la disolucion y la fuerza iénica (mM CaCl,) apH 4,55y 7 en la
etapa de tratamiento térmico.
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Figura 49. Representacion del peso y la tendencia de cada factor experimental sobre el tamafio
de particula.

Se puede observar como en la figura 48 a pH 4 se aprecia una zona blanca que
corresponde a los valores que son negativos. Esto se debi6 a que el programa utilizado
aplica un modelo predictivo matematico y por tanto, estos valores se descartaran en la
explicacion de los resultados por carecer de sentido. Por otra parte, la figura 49
representa una combinacién del diagrama de Pareto, es decir, la influencia de los

diferentes factores experimentales, con la tendencia de cada uno de ellos.

De las figuras 48 y 49 se puede deducir que en la etapa de tratamiento térmico el
pH, la concentracion de proteina y la fuerza iénica influyen sobre el tamafio de particula
[50, 51], favoreciendo el incremento del mismo cuando aumentan cada uno de los

factores experimentales.

Segun la literatura, los agregados formados durante el tratamiento térmico
presentaban un mayor peso molecular cuando se incrementaba la concentracion de p-Lg
(proteina mayoritaria), lo que demostrd que el tamafio medio de los agregados aumentd
con la concentracion de proteina [16]. En cambio, se observaron diferencias importantes
cuando varia el pH, consiguiéndose un mayor tamarfio de particula cuanto mayor es el
valor del pH. En este caso, el mayor tamafio de los agregados tuvo lugar a pH 7. Sin
embargo, se ha descrito anteriormente en previos trabajos que el mayor tamafio de
agregado deberia darse en el punto isoeléctrico (pl) [52]. El pl de la B-Lg es
aproximadamente 5,1 [51] y a este pH la carga neta de la proteina es nula, y por tanto no
existen repulsiones electroestaticas entre las proteinas. Como consecuencia de ello, se

establecen interacciones hidrofobicas, fuerzas de van der Waals y atracciones
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electrostaticas localizadas entre grupos positivos de una proteina y grupos negativos de
otra que van ser responsables de la gran tasa de agregacion de proteina a ese pH [53].
Por tanto, segun los resultados que se obtuvieron, el mayor tamafio de particula deberia
obtenerse a un pH lo mas proximo al pl de la B -Lg, que en este caso correspondio a pH

5,5y noapH 7, contradiciéndose con los resultados experimentales.

Sin embargo, estudios previos describieron que para cualquier pH comprendido
entre 4,5 y 7, puede probarse que el nimero de particulas de B-Lg covalentemente
enlazadas disminuye con la caida del pH [25], es decir, la unidn entre proteinas tiende a
disminuir, reduciéndose el tamafio de los agregados. Ademas, se describié también que
el tamafo de particula estuvo fuertemente influenciado entre pH 6,7 y 5,5,
disminuyendo el mismo con la caida del pH [25]. Por tanto, esta referencia apoyaria los
resultados experimentales que se obtuvieron, ya que la continua disminucién del pH

generd menores tamafos de particula.

Se describié también que el efecto del pH fue muy complejo. Cuando este
decrecia, se necesitaba mas energia para exponer el grupo tiol de la B-Lg, que inducia a
interacciones covalentes [11], por lo que seria mas dificil formar enlaces covalentes y
por tanto, mas complicado enlazar proteinas de p-Lg para que el tamafio sea mayor. En
cambio, cuando se incrementd el pH, tuvo lugar la formacion de puentes disulfuro [11],
favoreciendo la uniéon entre particulas y aumentando el diametro de los agregados. Otras
investigaciones también concluyeron que el aumento del pH determind una mayor
transformacion de las proteinas nativas (mondémeros/dimeros) a proteinas agregadas
[11]. Por tanto, el incremento del pH justifico la formacién de agregados de mayor

tamafio como se observa en la figura 49.

Estudios realizados entre pH 6,5 y 8, determinaron que la B-Lg sufre un cambio
conformacional y un replegamiento de las proteinas, conocido colectivamente como
transicion Tanford, provocando una mayor reactividad del grupo tiol de la proteina. De
la Fuente et. al [16], identificaron el amino4cido responsable Glu89, que se encuentra
oculto a pH 6,2, y queda expuesto a pH 7,1 y 8,2. Este cambio conformacional de la -
Lg tiene implicaciones funcionales para la liberacion y union reversible de ligandos. A
pH 8 el grupo tiol de la B-Lg estéa facilmente disponible para las reacciones, aumentando
la tasa de polimerizacion a través de la interaccion del grupo tiol y el enlace disulfuro,

mientras que a valores por debajo de pH 7, la molécula tiene que ser desplegada de otra
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forma para exponer el grupo tiol [16]. A pH neutro, los grupos tioles son los
responsables del mecanismo de agregacion durante el tratamiento térmico y en el caso
de condiciones &cidas se piensa que los grupos tioles son inactivos [54]. En funcion a lo
descrito, parece ser que a pH 7 se favorecio la agregacion debido a una mejor
disponibilidad del grupo tiol, lo cual explicaria por qué se generaron agregados de

mayor tamafo respecto a los que se obtienenapH 5,5y 4.

Otro parametro que influy6 en el tamafio de particula es la fuerza iénica. Se

observa en la figura 49 que el tamafio de particula se incrementa con la fuerza ionica.

Segln estudios, la tasa de agregacion de proteinas se correlaciond con el
aumento de la concentracion de sal y de proteina, y el efecto se aceleré con la
temperatura [55]. Ademas, las altas temperaturas indujeron interacciones hidr6fobas que
conducen a la agregacion en presencia de sal [55]. Marangoni et al., [50] aseguraron
que la adicion de sales de CaCl, conduce a una disminucion de las repulsiones
electrostaticas entre las proteinas. Como consecuencia de ello, aumentd la tasa de
agregacion debido al efecto de reticulacion del Ca*? (crosslinking) mediante la
formacion de enlaces cruzados (puentes salinos) entre las proteinas [50], a través de un
puente idnico entre dos grupos carboxilo adyacentes de diferentes cadenas de péptidos
[56]. Por tanto, el aumento de la fuerza iénica condujo a la formacién de particulas con

un mayor didmetro [11, 51].

8.2.2.2 Viscosidad

La viscosidad es otra de las variables de respuesta que ha sido analizada en el
tratamiento térmico. La superficie de respuesta construida en base a los resultados
experimentales presenta un ajuste r* del 99,90 % (Figura 50).

96



Resultados experimentales

800 F T T : —
600 [ -

400 o -

observado

200 -

(o] 200 400 600 800
predicho

Figura 50. Comparativa de los resultados de viscosidad observados con los predichos.

En la figura 50 se observé una alta exactitud entre los valores experimentales y
los predichos por la superficie de respuesta, confirmando el buen ajuste que presenta la

viscosidad.

La viscosidad se representa con la siguiente féormula matematica, donde se

aprecia el efecto de las variables experimentales sobre la respuesta:

Viscosidad (100 s~ 1)
= —1759,16 + 693,98 - pH + 9,06508
- Concentracion alimentacion — 3,74708 - Fuerza idnica
— 69,1539 - pH? + 3,66873 - pH - Concentracioén alimentacion
+ 1,28422 - pH - Fuerza iénica — 0,804457
- Concentracion alimentaciéon?® + 0,661638
- Concentracion alimentacion - Fuerza idénica — 0,0593116

- Fuerza i6nica?

A continuacion, se representan las graficas que relacionan el efecto que tienen
los distintos variables experimentales sobre la viscosidad, en funcion del pH empleado

en la experimentacion (pH 4, 5,5y 7).
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Figura 51. Superficie de respuesta de la viscosidad (100 s™) (cP), en funcién de la
concentracion proteica de la disolucion y la fuerza iénica (mM CaCl,) apH 4,55y 7 en la
etapa de tratamiento térmico.
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Figura 52. Representacion del peso y la tendencia de cada factor experimental sobre la
viscosidad.

Observando la figura 51 y 52, se puede concluir que la viscosidad del producto
tratado térmicamente, aumento con la concentracion de alimentacion y la fuerza ionica.
Ademas, existen diferencias en la viscosidad cuando varian las condiciones de pH,

obteniéndose valores inferiores de viscosidad a pH 4 respecto apH 5,5y 7.

A su vez, se demostré mediante estudios experimentales que la disminucion del
tamafio de particula daba lugar a un descenso de la viscosidad y que se producian
aumentos de viscosidad debido a una mayor agregacion de las proteinas [57]. Por tanto,
parece ser que puede existir una correlacion entre el tamafio y la viscosidad, lo que

explicaria que a pH 4 se alcancen también valores més bajos de viscosidad.

Por otro lado, es a pH 5,5 donde se consiguen los mayores valores de viscosidad
porque es el pH maés cercano al pl, donde las repulsiones electroestéticas entre las
proteinas son minimas y mas se favorecera la agregacion de proteinas y mayor seré la
viscosidad. Mientras que a pH 7 la viscosidad resultd ser menor al alejarse del pl,
predominando las cargas negativas y por ello, las repulsiones electroestaticas entre las
proteinas serdn mayores lo que disminuirdn la asociacion de particulas. Sin embargo,
cuando se incrementa la fuerza ionica se alcanzaron valores muy similares de viscosidad
tanto a pH 5,5 y 7 y ademas aumenta también a pH 4. Esto pudo ser debido a que al
aumentar la concentracion de CaCl, disminuyeron las repulsiones electroestaticas entre
las proteinas y se establecieron enlaces ionicos que favorecen la asociacion entre las
particulas proteicas [50], favoreciendo el incremento del tamafo de los agregados y por

tanto, la viscosidad del producto tratado térmicamente.
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Ademas del estudio de la viscosidad, se analiz6 también el comportamiento

reoldgico de los fluidos en el tratamiento térmico.

En el comportamiento reologico de los fluidos se estima “n” (indice de
comportamiento del fluido). La superficie de respuesta construida en base a los

resultados experimentales presenta un ajuste r®, del 99,97 % (Figura 53).

0,6 - .

04 -

observado

0 0,2 0,4 0,6 0,8
predicho

Figura 53. Comparativa de los resultados de ’n”” observados con los predichos en el tratamiento
térmico.

Con la figura 53 se demostro que el ajuste de "n" es Optimo ya que los valores

experimentales coinciden con los predichos por la superficie de respuesta.

Ademas, este indice cumple la siguiente ecuacion predictiva de la superficie de

respuesta:

n = 4,93305 - 1,51943 - pH + 0,0217979 - Concentracion alimentacion
—0,00691602 - Fuerza iénica + 0,115511 - pH? + 0,00928187 - pH
- Concentracion alimentacion + 0,00283728 - pH - Fuerza ionica
—0,00775483 - Concentracion alimentacion® — 0,00102467
- Concentracion alimentacion - Fuerza ionica — 0,0000600493
- Fuerza iénica?

A continuacion, se representan las gréaficas que relacionan el efecto que tienen
las diferentes variables experimentales sobre “n”, en funcién del pH empleado en la

experimentacion (pH 4, 5,5y 7).
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Figura 54. Superficie de respuesta de ” n” en funcién de la concentracion de proteina de la
disolucion y la fuerza iénica (mM CaCl,) apH 4, 5,5y 7 en la etapa de tratamiento térmico.

101



Resultados experimentales

n
07 e E
06F =
05EF E
04
03 3
02 3
01f r\ 3
ok 3
4,0 7,0 3,0 11,0 0,0 90,0
pH Concentracion alimentacién  Fuerza idnica

Figura 55. Representacion del peso y la tendencia de cada factor experimental sobre “n” en el

tratamiento térmico.

Antes de entrar en detalle con los resultados y su discusion, cabe recordar que
los fluidos se clasifican en newtonianos (n=1) y no newtonianos (pseudoplasticos
cuando n<1 y dilatantes n>1).

Teniendo en cuenta las superficies de respuesta (Figura 54) y las tendencias de
cada factor experimental (Figura 55), el fluido resulté ser mas pseudoplastico (mas
disminuye el valor de "n"< 1) cuanto mayor es la concentracion de proteina, ya que al
haber mas proteina es mas facil que se agreguen a través de enlaces hidrofobicos y
disulfuro[58]. En cambio, el efecto del pH fue mas complejo, ya que en la figura 60 se
observa un minimo ¢pH 5,5) que corresponde al punto donde menor es el valor de “n”,
indicando que el fluido fue mas pseudoplastico que a pHs inferiores o superiores a
dicho punto. Varios estudios confirmaron que los fluidos con bajas viscosidades tienden
a tener un comportamiento newtoniano, por tanto, como a pH 4 la viscosidad fue menor
respecto al resto, esto justificaria que el fluido sea el menos pseudopléstico de todos
[58]. Por otro lado, un aumento en la fuerza iénica condujo a la formacién de fluidos
mas pseudoplasticos. Posiblemente esto pudo deberse al efecto del CaCl, al disminuir
las fuerzas electroestaticas entre las proteinas, las cuales estimulan la formacion de
agregados de mayor tamafio produciendo consecuentemente una mayor viscosidad del
fluido.
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8.2.2.3 Porcentaje de agregacion tras centrifugacion

La dltima variable de respuesta a estudiar es el porcentaje de agregacion tras
centrifugacion. La superficie de respuesta construida en base a los resultados
experimentales presenta un ajuste r* del 96,09 %, siendo la bondad del ajuste observable

en la figura 56.

observado
[ PRI B

L

0 20 40 60 80
predicho

Figura 56. Comparativa de los resultados del porcentaje de agregacion tras centrifugacion
observados con los predichos.

En la figura 56, los valores experimentales se ajustan adecuadamente con los
predichos por la superficie de respuesta. No obstante, en algunos casos los resultados
que se obtuvieron en la experimentacion no coinciden en muchos casos con los
predichos por la superficie de respuesta, por tanto, no presenta un ajuste r’tan 6ptimo
como en otras variables de respuesta. Una de las principales causas que explique estas
ligeras diferencias entre lo observado y lo predicho, pudo deberse a los posibles errores
en la metodologia empleada para calcular los voliumenes que determinan el porcentaje

de agregacion tras centrifugacion.
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Esta variable de respuesta se representa segun los datos experimentales usados

para construir la superficie, con la siguiente ecuacion matematica:

Agregacion tras centrifugacion(%)

—15,2989 — 3,1213 - pH + 9,35927

- Concentracion alimentacion + 0,857532 - Fuerza ionica

+ 0,881481 - pH? — 0,7925 - pH - Concentracién alimentacién
—0,122333 - pH - Fuerza ionica + 0,0167708

- Concentracién alimentacion® — 0,00859722

- Concentracion alimentacion - Fuerza ionica — 0,000876132
- Fuerza iénica®

A continuacion, se representan las graficas que relacionan el efecto que tienen

los distintos factores experimentales sobre el porcentaje de agregacion proteica

centrifugacion, en funcion del pH empleado en la experimentacion (pH 4, 5,5y 7).

Centrifugacion (% )

Centrifugacion (% )

pH=4,0

3 ) -
5 7 9 11 0 Fuerza iénica (mM )
Concentracién alimentacion ( %)

” zzz :
e ——
40 L ——
————
===
20 =

5 7
Concentracién alimentacion ( %)

9 11 0 Fuerza iénica (mM )

Figura 57 (parte 1).
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Figura 57. Superficie de respuesta del porcentaje de agregacion tras centrifugacion, en funcién
de la concentracion proteica de la disolucion y la fuerza iénica (mM CaCly) apH 4,55y 7 en

la etapa de tratamiento térmico (parte 2).
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Figura 58. Representacion del peso y la tendencia de cada factor experimental sobre el
porcentaje de agregacion tras centrifugacion.

En referencia a la figura 57 y 58, se observéd que el pH y la concentracion de
alimentacidon son los principales factores que influyeron en el porcentaje de agregacion

tras centrifugacién, mientras que la fuerza idnica tuvo un efecto mucho mas ligero.

El porcentaje de agregacion tras centrifugacion aument6 con la concentracion
proteica de la disolucién, probablemente porque facilitaria la formacién de agregados

multiméricos con mayor peso molecular [59].

Se observaron diferencias importantes en el porcentaje de agregacion tras
centrifugacion en funcién del pH, ya que la mayor agregacion se obtuvo a pH 4 y la

menor a pH 7. Por tanto, segun los resultados experimentales la agregacion aumento a
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menor pH. Como se comentd en la discusion del tamarfio de particula, el pI de la B-Lg
(5,1), es el pH donde existe la mayor agregacion de proteinas porque las cargas de las
mismas son neutras y no existen repulsiones electroestaticas [53]. Como el pH 5,5 se
encuentra mas cercano al pl, en un principio se espera que exista mayor agregacion
respecto a pH 7, sin embargo, segun los resultados existio mayor agregacion a pH 4 que
a pH 5,5. Varios estudios describieron que en el pl de la B-Lg las proteinas eran mas
estables a la desnaturalizacion, en cambio a medida que el pH se iba haciendo mas
acido, el efecto protector de la lactosa sobre la B-Lg disminuia [25], favoreciéndose mas
la desnaturalizacion de las proteinas y una mayor agregacion de las mismas,
justificandose de este modo que exista una mayor proporcion de agregacion proteica a
pH 4.

Por otro lado, estudios previos determinaron que a pHs comprendidos entre 3,7 y
5,2, se produce una asociacion de B-Lg en forma de octamero de 144 kDa de peso
molecular [53]. Ademas, se observd que los ensayos a pH 5,5, se presentan en forma de
tetrameros con un peso molecular de 74,2 kDa y a pH 7 en forma de mondmeros con
12,5 kDa de peso molecular [53]. A su vez, Dissnayake et al.,[54] describieron que
existe una mayor tendencia a formarse agregados de alto peso molecular cuando el
medio era acido que a pH 6, debido a la presencia de asociaciones covalentes entre los
agregados. También, de la Fuente et al. [16], expusieron que los agregados formados
durante el tratamiento térmico a pHs comprendidos entre 6,4 y 6,8, presentaban
mayores pesos moleculares, una conformacién mas compacta y una menor carga
negativa en comparacion a los agregados formados a pH mas altos. En definitiva,
cuanto mas acido fue el pH, los agregados que se formaron presentaban un mayor peso
molecular y por tanto una mayor agregacion proteica tras la centrifugacion (Figura 59),
justificandose que la mayor proporcion de agregacion tras la centrifugacion fuera mayor
apH 4.
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Figura 59. Comparacién de dos ensayos con distinto porcentaje de agregacion tras
centrifugacién en el tratamiento térmico. Teniendo en cuenta el sedimento formado, el ensayo A
presenta mayor agregacion (pH 5,5, 3% p/p, 0 mM CaCl2) que el ensayo B ( pH 7, 3% p/p, 45
mM CacCl,).

En la figura 59 se observd que el ensayo A (pH 5,5) presentdé mayor porcentaje
de agregacion que el ensayo B (pH 7) tras la centrifugacion, posiblemente a que en este
ultimo, las particulas dificilmente sedimentaron por su menor peso molecular y

consecuentemente permanecieron en el sobrenadante.

El otro factor que también influyé sobre el porcentaje de agregacién en el
tratamiento térmico, aunque ligeramente, fue la fuerza idnica. Tanto a pH 4 como a pH
5,5 la fuerza ibnica aumentd la agregacion, siendo mayor el efecto a pH 4. En cambio, a
pH 7 la fuerza idnica disminuy6 ligeramente el porcentaje de agregacion (Figura 57 y
58).

Como se dijo en la discusion del efecto de la fuerza idnica sobre el tamafio de
particula, la fuerza idnica a cualquier pH conduce a una disminucion de las repulsiones

electroestaticas entre las proteinas, favoreciendo la agregacion proteica [50].

Se ha descrito que a bajos contenidos de lactosa, el Ca™ tiene un efecto
estimulante sobre la desnaturalizacion, promoviendo el establecimiento de puentes
ionicos y compensar las particulas cargadas negativamente [25]. Como a pH &cido
disminuye el efecto protector de la lactosa frente a la desnaturalizacion térmica de la -
Lg, se favorece una mayor agregacion [25]. Por tanto, esta explicacion determina que a

medida que el pH se va haciendo mas acido, mas se favorece la accidn de las sales de
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CaCl; en el aumento de la agregacion. Luego a pH 4 y 5,5 la fuerza idnica incrementa

ligeramente el porcentaje de agregacion.

Andersson et al., [11] describieron que la concentracion critica de sal necesaria
para favorecer la agregacién aumenta cuando se incrementa el pH, debido a la
neutralizacion de las carga negativas de las proteinas por los iones Ca*?. Esto significo,
que cuanto mayor fue el pH, méas concentracion de sales fue necesaria para neutralizar
las cargas y favorecer la agregacion. Por tanto, segln los resultados experimentales, a
pH 7 la fuerza iénica tiende a disminuir la agregacion, debido a que en esas condiciones

de pH se necesita una mayor concentracion de CaCl..

8.2.3 Comprobacion de la superficie de respuesta del tratamiento térmico

Para comprobar las superficies de respuesta se ha llevado a cabo la optimizacién
de la respuesta a través de Statgraphics con el objetivo de obtener las condiciones del
ensayo experimental con un mayor porcentaje de agregacion, ya que corresponde con
una mayor cantidad de proteina agregada térmicamente y por tanto, dara lugar a una

mayor cantidad de proteina microparticulada en el futuro tratamiento mecéanico.

Las condiciones experimentales con los valores correspondientes de cada

variable de respuesta se muestran en la tabla XVIII:

Tabla XVIII. Condiciones del ensayo tras la optimizacidn con el maximo porcentaje de

agregacion.
Ensayo D(v, 05)(um) | 5 100s™(cP) Agregacion (%)
pH4, 10,91% p/p, fuerza
. 76,14 367,56 73,44
ionica90 mM CacCl,

Estas condiciones del ensayo se modificaron por dos razones: en primer lugar, el
pH pas6 de 4 a 6, ya que dicho producto como esta destinado a la comercializacion
como ingrediente, deberia venderse lo mas cercano a la neutralidad para no producir
desestabilizaciones indeseadas en el producto sobre el que se vaya afadir. En segundo
lugar se modificé la concentracion proteica de la disolucion de 10,91% a 8% p/p con el
fin de evitar problemas de atascamiento en el homogenizador cuando se trabaja en

condiciones de alta concentracién de alimentacion. Dichas modificaciones en los
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ensayos dieron lugar a las predicciones de cada una de las variables de respuesta

ilustradas en la tabla XIX.

Tabla XIX. Condiciones del ensayo 6ptimo de interés para comprobar la superficie de

respuesta.

Ensayo 6ptimo

D(v,0,5) (um) | # 100 s™*(cP)

Agregacion (%)

pH 6, 8% p/p, fuerza idnica31,26 mM CacCl, 79,11 343,56

36,47

Para comprobar lo predicho por la superficie de respuesta se selecciono dicho

ensayo optimo (Tabla X1X), del cual se decidid realizar tres réplicas para comprobar el

ajuste de los valores. Posteriormente, estos ensayos fueron aprovechados para el estudio

de la etapa del tratamiento mecénico cuando varian las condiciones de presion y nimero

de pases en el homogenizador.

A continuacién, se muestra en la tabla XX la comparacién de los resultados que

se obtuvieron en cada una de las tres réplicas experimentales con las predicciones de la

superficie de respuesta de cada variable de respuesta de estudio.

Tabla XX. Comparacion de los resultados experimentales con la prediccion de la superficie de
respuesta a pH 6, 8% concentracién de proteina de la disolucion y fuerza i6nica 31,26 mM

CacCl, en el tratamiento térmico.

pH 6,8% p/p, fuerza idnica ) .
D(v, 0,5)(um) n 1005 (cP) Agregacion (%)
31,26 mM CacCl,
Ensayo 1 45,58 420,10 33,87
Ensayo 2 50,12 347,40 29,92
Ensayo 3 43,51 348,10 32,81
Predicho 79,11 343,56 36,47

En la tabla XX, se representan los valores obtenidos de cada una de las variables

de respuesta analizadas en las tres réplicas del ensayo seleccionadas como 6ptimas (pH

6, 8% pl/p, fuerza ionica 31,26 mM CaCl,). Se observo bastante similitud entre cada una

de las variables de respuesta con las predicciones establecidas, salvo en el tamafio donde

las diferencias son algo mayores. En definitiva, en funcién a los resultados descritos, la

superficie de respuesta en el tratamiento térmico resulté bastante optima.
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8.3 TRATAMIENTO MECANICO INVARIABLE

Aprovechando los ensayos anteriores, cada uno de los productos del tratamiento
térmico fueron sometidos a un tratamiento mecanico a través de un homogeneizador a

unas condiciones fijas de presion y numero de pases (300 bar, 1 pase).

8.3.1 Resultados del tratamiento mecanico

En la siguiente tabla se muestran los resultados de cada una de las variables de
respuesta en el tratamiento mecénico en funcion de las condiciones experimentales de

cada ensayo.

Tabla XXI. Resultados del tamafio D (v, 0,5), viscosidad (100s™) y porcentaje de proteina
microparticulada en la etapa de tratamiento mecanico.

Concentracion Fu erza 1 Proteina
Ensayo pH alimentacion lonica Dty W) 7 100s microparticulada
(% plp) I %)
CaCly)

1 55 7 45 3,65 6,04 23,57
2 55 7 45 3,06 6,23 27,34
3 5,5 7 45 2,52 6,48 26,77
4 4 3 45 3,42 4,29 13,28
5 55 11 90

6 7 7 90 2,91 4,93 20,93
7 5,5 3 0 2,45 2,06 10,24
8 7 3 45 1,16 2,16 5,08
9 4 7 90 8,20 62,76 34,16
10 55 3 90 1,42 1,48 10,24
11 4 11 45

12 7 11 45

13 4 0 2,29 13,67 28,35
14 7 7 0 3,62 7,80 6,15
15 5,5 11 0 4,52 82,17 40,32

En la tabla XXI, los resultados de los ensayos 5 y 12 no fueron representados
porque el producto que se obtuvo tras el tratamiento térmico no pudo ser pasado por el
homogeneizador y por tanto, no se pudo recoger muestra para realizar el analisis de
cada una de las variables de respuesta. Por otro lado, se ha descartado también el ensayo

11 por la presencia de valores il6gicos en cada una de las variables de estudio.
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Comparando los resultados de la tabla XXI con los correspondientes a la etapa
de tratamiento térmico, se observd que el tratamiento mecanico disminuye notablemente

los valores de cada una de las variables de respuesta.

A continuacion, se expondran las graficas correspondientes a dos ensayos del
tratamiento mecéanico bastante diferenciados y comentar las diferencias entre ellos en

cuanto a las variables de respuesta de estudio.
Los ensayos seleccionados se muestran en la tabla XXI1I:
Tabla XXI1. Comparativa del tamafio D(v, 0,5), viscosidad a 100 s y porcentaje de agregacion

proteica por centrifugacion de dos ensayos que difieren en los factores de experimentacion en la
etapa de tratamiento térmico.

Ensayo D(v, 0,5)(m) n a 100 s*(cP) | Agregacion proteica (%)
pH 4;7%;0 mM CaCl, 2,29 13,67 28,35
pH 5,5;3%;90 mM CaCl, 1,42 1,48 10,24

8.3.1.1 Tamario de particula

En la figura 60 se comparan el tamafio de particula de dos ensayos distintos en

cuanto a pH, concentracion de alimentacion y fuerza ionica.

Diametro de particula

10
8 AA
5 /N
S // \\ —— pH 4/7%/0 mM
S 4 cacl2
*
/) \  nss/me0mm
? cacl2
NN VS

0,01 1 100
D (um)

Figura 60. Comparativa del diametro de particula D(um) de dos ensayos diferentes en la etapa
de tratamiento mecanico.

Al igual que en el tratamiento térmico, en el eje de ordenadas se representa el D

(um) y en el de abscisas el porcentaje en volumen.
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En la figura 60 se observo que el mayor tamafio de particula corresponde al
ensayo que se realiz6 a pH 4, una concentracion proteica de la disolucion al 7% y una
fuerza ionica de 90 mM CaCl,, ya que el pico se sitda a una escala de mayor didmetro
de particula respecto al otro ensayo. Comparando el tratamiento térmico con el
mecanico, en este Ultimo se observo que el tamafio de particula es mucho menor, debido
al efecto del homogenizador. No obstante, no se observaron diferencias importantes
entre el tamafio de ambos ensayos, mientras que en el tratamiento térmico las

diferencias eran mucho mayores.

8.3.1.2 Viscosidad

La siguiente variable que se analizo fue la viscosidad a 100 s™.En las graficas de
la figura 61, se muestra la reologia de dos réplicas de cada uno de los dos ensayos a

comparar.
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== f(A)
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Figura 61. Representacion de la reologia de dos ensayos: A ( pH 4, concentracion de proteina
de la disolucién 7% p/p, fuerza i6nica 0 mM CaCl,) y B (pH 5,5, concentracién de proteina de
la disolucion 3% p/p, fuerza ibnica 90 mM CacCl,) en la etapa de tratamiento mecanico.

Tabla XXI111. Comparacién de los pardmetros que caracterizan la reologia del fluido de cada
uno de los ensayos de estudio en el tratamiento mecanico.

Ensayo r k n 7 100 s*(cP)
pH 4,7% plp, fuerza ibnica 0 mM CacCl, 0,75 0,65 0,14 13,67
pH 5,5, 3% p/p, fuerza iénica 90 mM CacCl, 0,87 | 0,002 | 0,86 1,48

Observando la figura 61, el ensayo correspondiente a la grafica A se caracteriz6

por presentar
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pseudopléastico(n<1), debido a que la viscosidad aparente disminuye al aumentar el
esfuerzo cortante. Se tratd de un fluido con un ajuste (r) del 75% y una viscosidad a 100
st de 13,67cP.

Por otro lado, el fluido del ensayo B presentd un comportamiento menos
pseudopléastico que el anterior, porque el valor de "n" cada vez se aproxima mas a un
fluido newtoniano (n=1). A su vez, present0 un ajuste (r) del 87% y una viscosidad a

100 s™'de 1,48 cP, muchisimo menor que en el caso anterior.

El efecto del tratamiento mecanico disminuye la viscosidad respecto al
tratamiento térmico (de 46,32 a 13,67 cP en el ensayo A y de 37,07 a 1,48 cP en el B),

no obstante, se estudiara su influencia con mayor detalle mas hacia delante.

8.3.1.3Porcentaje de proteina microparticulada

Otra de las variables de respuesta que se analiz6 es el porcentaje de proteina
microparticulada en base a la centrifugacion. Se observo que el ensayo a pH 5,5, con
una concentracion de alimentacion del 3% p/p y una fuerza i6nica de 90 mM CacCl,
presentaba mayor porcentaje de proteina microparticulada (28,35%) que el ensayo pH 4,
con una concentracion de alimentacion del 7% p/p y una fuerza i6nica de 0 mM CaCl,,
Se demuestra, por tanto, que las diferencias en las variables experimentales influyen en

el porcentaje de proteina microparticulada en el tratamiento mecanico.

Posteriormente se analizara con mayor detalle la influencia de los diferentes
factores experimentales sobre cada una de las variables de respuesta de estudio en el

tratamiento mecanico.

8.3.2 Superficie de respuesta del tratamiento mecanico

Al igual que se coment6 con el tratamiento térmico, los resultados de cada una
de las variables de respuesta del tratamiento mecanico se introducen en el programa
matematico y estadistico Statgraphics, con el objetivo de construir una superficie de
respuesta y estudiar el efecto de los factores experimentales sobre las variables de

respuesta de estudio de manera independiente mediante la representacion grafica.
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8.3.2.1 Tamaiio de particula

El tamafio de particula es la primera variable de respuesta que se estudio en el
tratamiento mecénico. La superficie de respuesta construida en base a los resultados

experimentales presenta un ajuste r> del 98,23 % (Figura 62).

12 T T T T T ™/

10 F .

observado
[o2]
T
|

0 2 4 6 8 10 12
predicho

Figura 62. Comparativa de los resultados del tamafio de particula observados con los
predichos.

En referencia a la figura 62, los valores experimentales coinciden préacticamente
con los predichos por la superficie de respuesta, justificando el buen ajuste r’. No
obstante, existen un par de valores que se alejan de la recta y que pudo deberse a la

dificultad de ajustar la presion (300 bar) en el homogenizador.

El tamafio se representa con la siguiente férmula matematica, donde se aprecia el

efecto de las variables experimentales sobre la respuesta:

Tamaiio D(v,0,5)
= 13,1346 — 3,47025 - pH — 1,00732 - Concentracion alimentacion
+ 0,0746921 - Fuerza iénica + 0,340648 - pH? + 0,0235417 - pH
- Concentracion alimentacion — 0,0245 - pH - Fuerza ionica
+ 0,0811849 - Concentracién alimentacién? + 0,0100903
- Concentracion alimentacion - Fuerza ionica + 0,000203189
- Fuerza iénica?

A continuacién, se muestran las graficas que relacionan el efecto que tienen los
distintos factores experimentales sobre el tamafio de particula en el tratamiento

mecanico, en funcion del pH empleado en la experimentacion (pH 4, 5,5y 7).
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Figura 63. Superficie de respuesta del tamafio de particula D (v, 0,5) (um), en funcion de la
concentracion de proteina de la disolucion y la fuerza iénica (mM CaCl,) apH 4,55y 7 en la
etapa de tratamiento mecénico (300 bar, 1 pase).
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Figura 64. Representacion del peso y la tendencia de cada factor experimental sobre el tamafio
de particula.

En la figura 63 y 64, se observo que en la etapa de tratamiento mecénico, al
igual que ocurre en el tratamiento térmico, cuanto mayor es la concentracion de proteina
y la fuerza ionica mayor fue el tamafio de particula. En cambio, la influencia del pH
sobre el tamafio de particula en ambos tratamientos fue diferente. En el tratamiento
mecénico cuanto menor fue el pH mayor resulté ser el tamafio de particula, mientras
que en el tratamiento térmico ocurrio lo contrario. Por tanto, el mayor tamafio de los

agregados en el tratamiento mecanico fue a pH 4 y en el tratamiento térmico a pH 7.

Diversos autores han descrito que la homogenizacion a alta presiéon reducia
significativamente el tamafio de particula y la mejora de la estabilidad y la
sedimentacion [58]. A su vez, el tamafio de particula también se reducia a un ritmo
creciente a través de la velocidad de cizallamiento [25]. En definitiva, segin los
estudios descritos se confirmé que el tamafio de particula disminuyé con el tratamiento

mecanico.

Segun Erabit et al. [60], la fuerza de cizalla tuvo un mayor efecto sobre los
agregados de mayor tamafio. Segun estos autores, se puede pensar que los agregados de
mayor tamafio cuando son sometidos a una determinada presion en el tratamiento
mecanico, se generan tamarfios de particula finales mas pequefios que en el caso de que
agregados mas pequefios sean sometidos al mismo tratamiento. En funcién a esta
hipdtesis, se pudo comprender por que en el tratamiento mecanico cuanto mas bajo es el
pH mayor es el tamafio de particula, y al contrario con el tratamiento térmico. En

definitiva, esto justificd que en el tratamiento mecanico se obtuvieran mayores tamafios
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de particula a pH 4 respecto a pH 5,5 y 7, aunque teniendo en cuenta la escala, no

existen diferencias muy destacables entre ellos.

8.3.2.2 Viscosidad

La viscosidades la siguiente variable de respuesta a estudiar en el tratamiento
mecanico. La superficie de respuesta construida en base a los resultados experimentales
presenta un ajuster® del 99,99 %, representandose el grado de dicho ajuste en la figura
65, observandose un ajuste perfecto ya que los valores experimentales coinciden
exactamente con los predichos por la superficie de respuesta.

150 F T T T T ™
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30 - —
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Figura 65. Comparativa de los resultados de viscosidad observados con los predichos en el

tratamiento mecanico.

La viscosidad se representa con la siguiente formula matematica, donde se

aprecia el efecto de las variables experimentales sobre la respuesta:

Viscosidad(100s™1)
= 87,7361 — 27,363 - pH — 11,4759 - Concentracion alimentacion
+ 0,530559 - Fuerza iénica + 3,88585 - pH? — 2,47675 - pH
- Concentracion alimentacion — 0,19247 - pH - Fuerza ionica
+ 2,5079 - Concentracion alimentacion? + 0,0658181
- Concentracion alimentacion - Fuerza ionica + 0,00360107

- Fuerza iénica?
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A continuacion, se representan las graficas que relacionan el efecto que tienen
los distintos factores experimentales sobre la viscosidad, en funcion del pH empleado en

la experimentacion (pH 4, 5,5y 7) en el tratamiento mecéanico.

pH=4,0

240 ¢
200
160
120

Viscosidad (cP)

5 7

Concentracion alimentacion (%)

9 1 0 Fuerza iénica (mM)

Viscosidad (cP)

5 7

Concentracién alimentacion (%)

9 11 0O Fuerza i6nica (mM)

Figura 66 (parte 1).
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Figura 66. Superficie de respuesta de la viscosidad100 s™ (cP), en funcion de la de
concentracién de proteina en la disolucién y la fuerza i6nica (mM CaCl,) apH 4,55y 7enla
etapa de tratamiento mecanico (parte 2).

Viscosidad
100 F =
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PH Concentracion alimentacion (%6) Fuerza iénica (mM)

Figura 67. Representacion del peso y la tendencia de cada factor experimental sobre la
viscosidad en el tratamiento mecanico.

Al igual gue se menciond en otro apartado, las areas blancas observadas en las
diferentes gréaficas de la figura 66 corresponden a valores negativos, los cuales se
descartan en la explicacion de los resultados. No obstante, cabe decir que los descensos
por debajo de cero no son nada bruscos atendiendo al sentido y direccion de las

superficies.

Las superficies de respuesta (Figura 66) y las tendencias (Figura 67), determinan
que el incremento en la concentracion de alimentacion generd un aumento importante
de la viscosidad, mientras que el incremento de la fuerza ionica tuvo un efecto més

reducido. A su vez las variaciones en el pH influyeron sobre dicha variable de respuesta,
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encontrandose mayores viscosidades a pH 4 que a pH 5,5 y 7.Por tanto, la viscosidad

aumenta cuanto méas disminuye el pH, del mismo modo que el tamafio de particula.

En conclusion los comportamientos observados en el producto microparticulado
tras el tratamiento mecanico son muy similares a los observados en el tratamiento
térmico, ya que en ambos casos el aumento del tamafio de particula conduce a un
incremento de la viscosidad. La principal diferencia es que el tratamiento mecanico
reduce el tamafio de particula y por tanto, la viscosidad. Varios autores describieron
que aquellas soluciones que fueron tratadas térmicamente y no homogenizadas
presentaban viscosidades mas altas que las homogenizadas, debido a que las primeras
formaban una red tridimensional a partir de la capacidad que tenian los agregados de
gran tamafo de atrapar grandes cantidades de disolvente en las cavidades de los poros
[58].

Al igual que en el tratamiento térmico, se analiz6 también el comportamiento
reoldgico de los fluidos a partir de los valores de "n" (indice de comportamiento del
fluido) obtenidos para cada ensayo para construir las superficies de respuesta
correspondientes. La superficie de respuesta, en base a los resultados experimentales,
presenta un ajuste r? del 99,48 %, siendo un ajuste perfecto, al coincidir los valores
experimentales con los descritos por la superficie de respuesta (Figura 68).
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Figura 68. Comparativa de los resultados de ’n” observados con los predichos en el tratamiento
mecanico.
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Esta variable "n" cumple la siguiente ecuacion matematica, donde se aprecia el

efecto de las variables experimentales sobre la respuesta:

n = —3,18914 + 1,55166 - pH — 0,256614 - Concentracion alimentacion
+ 0,00595 - Fuerza iénica — 0,130752 - pH? + 0,0188896 - pH
- Concentracion alimentacion — 0,00142389 - pH - Fuerza ionica
+ 0,00993503 - Concentraciéon alimentacion?® + 0,000664792
- Concentracion alimentacion - Fuerza ionica — 0,0000208233

- Fuerza iénica?

A continuacion, se representan las graficas que relacionan el efecto que tienen
las diferentes variables experimentales sobre “n”, en funcion del pH empleado en la

experimentacion (pH 4, 5,5y 7) en el tratamiento mecanico.

3 5 7
Concentracion alimentacion ( % )

9 11 0 Fuerza iénica (mM )

Figura 69 (parte 1).
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pH=5,5

15F¢
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Figura 69. Superficie de respuesta de” n” en funcion de la concentracion de proteina de la
disoluciéon y la fuerza iénica (mM CaCl,) apH 4, 5,5y 7 en la etapa de tratamiento mecanico
(parte 2).
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Figura 70. Representacion del peso y la tendencia de cada factor experimental sobre “n” en el
tratamiento mecanico.

La mayor parte de los ensayos presentaron un comportamiento pseudoplastico,
ajustandose al modelo Otswald de Waele, aunque en determinados ensayos los fluidos
eran menos pseudoplasticos, acercandose a un comportamiento newtoniano por la
proximidad de los valores de "n" a 1. Sin embargo, en el tratamiento térmico todos los

fluidos fueron pseudoplasticos al ajustarse correctamente al modelo Otswald de Waele.

Teniendo en cuenta las figuras 69 y 70, la influencia de los distintos factores
experimentales sobre “n” es muy compleja. Por un lado, la influencia de la
concentracion de proteina fue bastante baja, ya que se observé un discreto aumento de
“n” en los extremos de la concentracion de proteina (3-11% p/p aproximadamente).
Ademas, aunque también la influencia de la fuerza idnica fue bastante baja, se mostrd
también que las altas concentraciones de CaCl, aumentaron ligeramente el valor de “n”,
tendiendo a comportarse los fluidos como newtonianos. En cambio, en el tratamiento
térmico el efecto de la fuerza idnica fue al contrario, donde los fluidos fueron més
pseudoplasticos a altas concentraciones de sales. Por ultimo, las variaciones en el pH
produjeron cambios en el comportamiento reoldgico del fluido, observandose a pH 4 un
comportamiento del fluido méas pseudoplastico (n<1), mientras que a pH 5,5y 7 los

fluidos tienden a presentar un comportamiento méas cercano al newtoniano (n=1).
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8.3.2.3 Porcentaje de proteina microparticulada

La altima variable de respuesta a estudiar en el tratamiento mecénico invariable
es el porcentaje de proteina microparticulada. La superficie de respuesta construida en
base a los resultados experimentales presenta un ajuste r* del 99,43 %, representandose
el grado de dicho ajuste en la figura 71, donde se determina que los valores

experimentales coinciden exactamente con los predichos por la superficie de respuesta.
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Figura 71. Comparativa de los resultados del porcentaje de proteina microparticulada
observados con los predichos.

Esta variable de estudio cumple la siguiente ecuacion matematica, donde se
aprecia el efecto de las variables experimentales sobre la respuesta:

Proteina microparticulada(%)
= —9,62894 + 9,2869 - pH + 3,08797
- Concentracion alimentacion — 0,214384 - Fuerza ionica
—1,01241 - pH2 —0,792917 - pH - Concentracion alimentacion
+ 0,0332222 - pH - Fuerza ionica + 0,359505
- Concentracion alimentacion® + 0,0285972
- Concentracion alimentacion - Fuerza ionica — 0,00060144
- Fuerza ionica?

A continuacion, se representan las graficas que relacionan el efecto que tienen
los distintos factores experimentales sobre el porcentaje de proteina microparticulada,
en funcién del pH empleado en la experimentacion (pH 4, 5,5 y 7) en el tratamiento

mecanico.
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pH=4,0

Centrifugacion (%)

9 11 O Fuerza i6nica (mM)
Concentracion de alimentacion (%)

pH=5,5

Centrifugacion (%)

9 11 0 Fuerza iénica (mM)
Concentracion de alimentacion (%)

pH=7,0

Centrifugacion (%)

5 7
Concentracién de alimentacién (%)

9 11 0 Fuerza i6nica (mM)

Figura 72. Superficie de respuesta del porcentaje de proteina microparticulada, en funcion de la
de concentracion de proteina de la disolucidn y la fuerza iénica (mM CaCl,) a pH 4,0; 5,5y 7,0
en la etapa de tratamiento mecanico.
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Figura 73. Representacion del peso y la tendencia de cada factor experimental sobre el
porcentaje de proteina microparticulada.

Examinando la figura 72 y 73, se determind que las tendencias de los distintos
factores experimentales son las mismas que en el tratamiento térmico, ya que el
porcentaje de proteina microparticulada aumentd con la concentracion de proteina, con
la fuerza idnica y cuanto menor fue el pH. Sin embargo, varios estudios determinaron
que los valores de solubilidad de proteinas de las soluciones microparticuladas a bajo
pH fueron mas altos en comparacion con aquellas a pH neutro [61]. Por tanto, segun
estos autores cuanto menor fuese el pH, menor seria el porcentaje de proteina
microparticulada, contradiciéndose de esta forma los resultados de la superficie de

respuesta.

Comparando el porcentaje de agregacion en el tratamiento térmico y el de
proteina microparticulada se observaron diferencias destacables, salvo a pH 4, donde
fueron menores. Segln estudios experimentales el tratamiento por microfluidizacion
(tratamiento mecéanico) de una solucion de suero lacteo tratado térmicamente a pH
3,8,presentd valores de sedimentos mas bajos que aquellas soluciones que no fueron
microfluidizadas [62]. Esto se debi6 a que como consecuencia del tratamiento
mecénico, aquellos agregados insolubles se conviertieron en particulas de tamafio mas
reducido, disminuyendo los valores de sedimentacion [62]. Segun los resultados que se
obtuvieron, las muestras correspondientes al tratamiento térmico presentaron un
sobrenadante mas transparente, mientras que en las muestras microfluidizadas fue mas
turbio, como se ilustra en la figura 74. Esto se debié a la accion del tratamiento

mecanico sobre los agregados macroestructurales formados durante la etapa térmica,
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formando estructuras mas reducidas que se dispersan en la solucién [62]. De este modo,

se justifica que exista un mayor porcentaje de agregacion en el tratamiento térmico que

de proteina microparticulada en el tratamiento mecénico.

Figura 74. Comparacion de los agregados (A) y sobrenadantes (B) de un determinado ensayo
obtenidos tras la centrifugacion de la disolucién inicial (DI), tratamiento térmico (TT) y
tratamiento mecénico (TM).

En la figura 74, se aprecio que el sobrenadante del tratamiento térmico fue mucho
mas transparente que el obtenido tras la homogenizacion, debido a que la accién del
tratamiento mecanico genera particulas mas pequefias que se dispersan en el

sobrenadante. Por tanto, esta imagen confirma las diferencias entre ambos tratamientos.

8.3.3 Comprobacion de la superficie de respuesta del tratamiento mecanico

Con el objetivo comprobar la superficie de respuesta en el tratamiento mecénico,
se partio del ensayo 6ptimo que se establecio en el tratamiento térmico. Mediante el
programa Statgraphics, se determinaron los valores predictivos de cada una de las
variables de respuesta en el tratamiento mecanico (300 bar, 1 pase), que se muestran en
la tabla XXIV.
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Tabla XXIV. Resultados predichos por la superficie de respuesta en el tratamiento mecanico
(300 bar, 1 pase).

4 Proteina
Ensayo D(v, 0,5)(um) n 100s™~ (cP) ) )
microparticulada (%)
pH 4, 10,91% pl/p, fuerza idnica
90 mM 13,86 177,92 69,07
(300 bar, 1 pase)

Estas condiciones del ensayo fueron modificadas por dos razones que fueron

comentadas anteriormente en el apartado del tratamiento térmico. Dichas variaciones en

los factores experimentales de cada ensayo, dieron lugar a las predicciones de cada una
de las variables de respuesta de estudio (Tabla XXV).

Tabla XXV. Resultados predichos por la superficie de respuesta segln las condiciones
experimentales de interés en el tratamiento mecanico (300 bar, 1 pase).

) ) D(v, 0,5) n 100s* Proteina microparticulada
Ensayo de interes
(Hm) (cP) (%)
pH 6, 8% p/p, fuerza idnica 31,26
mM 3,31 13,73 25,39
(300 bar, 1 pase)

El producto del primer ensayo que se obtuvo del tratamiento térmico se hizo

pasar por el homogenizador a 300 bar y 1 pase. A continuacion, se comparo en la tabla

XXV1 los resultados de cada variable de respuesta con las predicciones de la superficie
de respuesta del tratamiento mecanico.

Tabla XXVI. Comparacion de los resultados experimentales con la prediccién de la superficie
de respuesta a pH 6, 8% concentracién proteica de la disolucion y fuerza iénica 31,26 mM
CaCl, en el tratamiento mecanico (300 bar, 1 pase).

Producto
H 6, 8% p/p, fuerza 100s* Proteina
i(’)(:ica 31,26pmpM CaCl,) D, 0.3)(um) ' (cP) microparticulada (%)
(300 bar, 1 pase)
Ensayo 1,91 5,12 26,40
Predicho 3,31 13,73 25,40
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En la tabla XXVI, se observa una alta exactitud en el porcentaje de proteina
microparticulada y bastante similitud en el tamafio de particula. Sin embargo, existen
diferencias destacables en la viscosidad debido a que posiblemente algin ensayo sea
responsable de generar esos altos valores de viscosidad. Parece ser que el ensayo
anormal seria el realizado a pH 5,5, 11% p/p de concentracion proteica de alimentacién
y una fuerza ionica de 0 mM de CaCl,, aunque es dificil de determinar, puesto que no
existe ningln tratamiento para compararlo ya que todos los que no han pasado por el
homogenizador son a condiciones de pH 5,5y 11% p/p de concentracidn proteica de
alimentacion. Una posible solucion para minimizar las diferencias de viscosidad entre lo
obtenido experimentalmente y lo predicho por la superficie de respuesta, seria descartar
el ensayo, no obstante, esto no podria llevarse a cabo ya que el programa no podria
construir la superficie de respuesta si son descartados mas ensayos ya que los grados de

libertad del sistema se ven afectados.

8.4 TRATAMIENTO MECANICO: EFECTO DE LA PRESION Y EL NUMERO
DE PASES

Ademaés de estudiar la superficie de respuesta del tratamiento mecénico en
condiciones prefijadas, se analizd también el efecto que tiene la variacion de la presién
y el numero de pases en el homogenizador sobre cada una de las variables de respuesta

de estudio.
8.4.3Resultados del tratamiento mecanico variable

Para estudiar la influencia de la presién y el nimero de pases, se selecciono el
producto considerado como 6ptimo segun los intereses buscados (pH 6, concentracion
proteica de alimentacién 8% p/p, fuerza idnica 31,26 mM CaCl,). Como en el
tratamiento térmico se realizaron tres réplicas del ensayo 6ptimo de interés, el primer
ensayo se sometid a una presion de 300 bar, el segundo a 500 bar y el tercero a 700 bar,
realizando 5 pases por el homogenizador y recogiendo muestra en el primer, segundo y
quinto pase. A continuacion, se muestra en la tabla XXVII el disefio de los

experimentos:
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Tabla XXVII. Resultados de cada una de las variables de respuesta de estudio en el tratamiento
térmico y en el tratamiento mecéanico, en funcion de la presién y el nimero de pases, de las tres
réplicas realizadas.

Producto
(PH 6,8% p/p, Tratamiento
fuerza ionica termico y 1 100s™ Proteina
namero de D(v, 0,5) (um) microparticulada
31,26 mM pases en el (cP) (%)
CaCly) homogenizador
Tratamiento 45,58 420,10 33,87
térmico
ENSAYO 1 1 pase 191 5,12 26,40
(300 bar) 3 pases 1,13 3,74 22,83
5 pases 0,99 3,51 23,62
Tratamiento 50,12 347,40 29,92
térmico
ENSAYO 2 1 pase 1,55 4,16 23,85
(500 bar) 3 pases 0,86 3,46 24,03
5 pases 0,79 3,63 21,88
Tratamiento 43,51 348,10 32,81
térmico
ENSAYO 3 1 pase 0,96 3,28 24,81
(700 bar) 3pases 0,75 3,21 23,85
5 pases 0,7 3,18 23,26

En la tabla XXVII, se pueden observar las diferencias que existen en el
tratamiento mecanico a medida que aumenta la presion y el nimero de pases realizados
en el homogenizador. En la columna del porcentaje de proteina microparticulada se
descartaron dos valores (Ensayo 2, 500 bar, 1 pase y el ensayo 1, 300 bar, 3 pases) al
salirse minimamente de la tendencia, ya que son menores que en aquellos casos donde
predominan un mayor numero de pases, cuando en principio cuanto mayor es el nimero
de pases aplicados a una misma presion, menor debe ser el porcentaje de proteina
microparticulada; hipdtesis que se justificara posteriormente. Ademas, hay que tener en
cuenta que la sensibilidad del método de determinacion del porcentaje de proteina
microparticulada no es relativamente alto y se pudieron generar errores en su

determinacion.

A continuacion, se expondran las graficas correspondientes de dos ensayos del
tratamiento mecanico con diferente presion y nimero de pases (Tabla XXVIII),para

comentar las diferencias entre ellos en funcion de la variable de respuesta de estudio:
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tamafio de particula D(v,0,5), viscosidad (100 s') y porcentaje de proteina
microparticulada.

Tabla XXVII1. Comparativa de los valores de cada una de las variables de respuesta analizadas
de dos ensayos a diferente presion y nimero de pases en el tratamiento mecénico.

Producto 1005 )
pH 6, 8% p/p, fuerza idnica | D(v, 0,5(um) 1 . Pro_telrllad o
31.26 mM CaCl, (cP) microparticulada (%)
300 bar, 1 pase (A) 1,91 5,12 26,40
700 bar, 5 pase (B) 0,7 3,18 23,26

8.4.3.1 Tamainio de particula

En la figura 75 se muestra la comparativa del didmetro de particula de dos

ensayos que difieren en la presion y el nimero de pases aplicados en el homogenizador.

Diametro de particula
10
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5 [RYA
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E S )
S 4 I I \ =300 Bar 1 pase
= i II // \\ \\ 700 bar 5 pase
X ~\\
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0,01 0,1 1 10 100 1000
D (um)

Figura 75. Comparativa del didmetro de particula en la etapa de tratamiento mecénico de dos
ensayos a diferente presion y nimero de pases.

En la figura 75, se observan diferencias claras en el tamafio de particula, siendo
los de mayor diametro aquellos productos sometidos a menor presion y nimero de pases
(300 bar y 1 pase). Por tanto, en un principio parece ser que las variaciones en la presion
y el nimero de pases en el homogenizado influyen en el tamafio de particula, aunque se

analizara con mayor detalle mas adelante.
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8.2.3.2 Viscosidad

En las gréaficas de la figura 76 se muestra la reologia de dos réplicas de cada uno
de los dos ensayos comparados, con diferencias en la presion y el nimero de pases

aplicados en el homogenizador durante el tratamiento mecanico.

P15-1-60-H-1PASE-300-1 P17-1-60-H5-700-1
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— Ostwald de Wael — Ostwald de Waele
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. “ . -
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0,054
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Figura 76. Representacion de la reologia de dos ensayos en la etapa de tratamiento mecanico a
diferente presion y nimero de pases.

Tabla XXIX. Comparacion de los parametros que caracterizan la reologia del fluido de de dos
ensayos a diferente presion y nimero de pases en el tratamiento mecanico.

Producto (pH 6, 8% p/p, 31,26 mM CaCl,) r K n 7 100 s*(cP)
300 bar, 1 pase (A) 0,99 | 0,007 | 0,90 4,55
700 bar, 5 pase (B) 0,98 | 0,007 | 0,83 3,18

En referencia a la figura 76 y la tabla XXIX, tanto el ensayo A como el B se
caracterizaron por ser fluidos con un comportamiento pseudoplastico (n<1) pero muy
proximo a newtoniano (n=1). Por otro lado, la viscosidad a 100 s™ es mayor cuanto

menor es la presion y el nimero de pases.

8.4.3.3 Porcentaje de proteina microparticulada

Los ensayos que fueron sometidos a homogenizacion a 300 bar y 1 pase
presentaron un mayor porcentaje de proteina agregada por centrifugacion (26,40%) que
aquellos tratados a 700 bar y 5 pases (23,26%), aunque las diferencias fueron poco

significativas.
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A continuacion, se explicara con mayor profundidad la influencia de la presion y
el nimero de pases en el tratamiento mecénico sobre cada una de las variables de

respuesta de estudio.

8.4.4 Superficie de respuesta del tratamiento mecéanico: efecto de la presion
y el nimero de pases.

Al igual que en anteriores apartados, todos los resultados de cada variable de
respuesta, fueron introducidos en el programa Statgraphics con el objetivo de construir
una superficie de respuesta para poder estudiar la influencia que tienen la presion y el
namero de pases sobre cada una de las variables de estudio.

8.4.4.1 Tamafio de particula

La superficie de respuesta construida en base a los resultados experimentales del
tamafio de particula, en funcién de la presion y el nimero de pases, presenté un ajuster?
del 97,50 %. En la figura 77, se representa un buen grado de ajuste de la superficie, al
coincidir aproximadamente los valores experimentales con los predichos por la

superficie de respuesta.

observado

0 0,5 1 1,5 2 2,5
predicho

Figura 77. Comparativa de los resultados del tamafio observados con los predichos.
El tamafio de particula cumple la siguiente ecuacion matematica, donde se

aprecia el efecto de los factores experimentales sobre la respuesta:

Tamaiio D(v,0,5)
= 3,26132 — 0,0027375 - Presion — 0,725417 - Pases + 1,45833E
— 7 - Presién? + 0,0004125 - Presion - Pases + 0,0595833 - Pases?
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A continuacion, se muestra graficamente la influencia de la presion y el nimero

de pases en el tratamiento mecanico sobre el tamafo de particula.

D(v, 0,5) (micras)

Presion (bar)

Figura 78. Superficie de respuesta del tamafio D (v, 0,5)(um) en funcion de la presion y el
numero de pases en el tratamiento mecéanico.
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Figura 79. Representacion del peso y la tendencia de la presion y el nimero de pases del
tratamiento mecénico sobre el tamafio.

Antes de entrar en detalle en la explicacion de los resultados, cabe sefializar que
la linea roja representada en la figura 78 corresponde a la distancia comprendida entre el

valor real (punto amarillo) y lo predicho por la superficie de respuesta (azul).

La figura 78 y 79 muestran la influencia y la tendencia de la presion y los pases
en el tratamiento mecanico sobre el tamafio de particula. Se observo que cuanto mayor
es la presiéon y el nimero de pases menor es el tamafio de los microparticulados [29].
Sin embargo, existe un limite donde el homogenizador no es capaz de reducir mas el

tamano de particula para una presion considerada.
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La influencia de la presion sobre el tamafio de particula fue descrita
recientemente, indicando que la homogenizacién a altas presiones (414 bar, 1 pase)
reducio significativamente el tamafio de particula y mejor6 la estabilidad vy
sedimentacion[58]. Esta teoria fue reforzada también a partir de estudios que
determinaron que el tratamiento por microfluidizacion de proteinas de suero lacteo
generaba una disminucion del volumen del sedimento [62], otros observaron que el
tamafio de particula disminuia con la velocidad de cizalla [25]. Por tanto, se confirma

que cuanto mayor es la presion aplicada menor es el tamafio de los microparticulados.

8.4.4.2 Viscosidad

La viscosidades la siguiente variable de respuesta a analizar. La superficie de
respuesta construida mediante los valores experimentales, presentd un ajuste r” del
95,15 %, siendo la bondad del ajuste observable en la figura 80, donde los valores

experimentales se encuentran proximos a los predichos por la superficie.
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Figura 80. Comparativa de los resultados de viscosidad observados con los predichos en el
tratamiento mecénico.

La viscosidad cumple la siguiente ecuacion matematica predictiva de la

superficie de respuesta, en funcion de la presién y el nimero de pases.

Viscosidad(100s~1)
= 6,91507 — 0,00316458 - Presion — 1,17354 - Pases
—0,00000191667 - Presién?® + 0,00094375 - Presion - Pases
+ 0,0858333 - Pases?
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La influencia de la presion y el nimero de pases en el tratamiento mecanico

sobre la viscosidad se mostraré a continuacion mediante una serie de graficas.

Viscosidad (cP)

400 500

600 700 ©
Presion (bar)

Figura 81. Superficie de respuesta de la viscosidad (100 s™) (cP) en funcién de la presion y
numero de pases en el tratamiento mecanico.
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Figura 82. Representacion del peso y la tendencia de la presion y el nimero de pases del
tratamiento mecanico sobre la viscosidad.
En referencia a la superficie de respuesta (Figura 81) y las tendencias (Figura
82), la viscosidad disminuyd a mayor presion y nimero de pases [57, 58].

Al comparar la superficie de respuesta del tamafio con la de la viscosidad, se

observo que muestran la misma tendencia cuando varia la presion y el nimero de pases.

En definitiva, el incremento combinado de la presion y el nimero de pases
ocasiono6 una reduccién del tamafio de particula, disminuyendo la capacidad de atrapar
disolvente a través de la cavidad de los poros, generando un descenso de la viscosidad
[58].
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8.4.4.3 Porcentaje de proteina microparticulada

La superficie de respuesta construida en base a los valores experimentales del
porcentaje de proteina microparticulada, presentd un ajuste r* del 96,4%, siendo la

bondad del ajuste observable en la figura 83.

27 F ' ' ' ' ' ' ' ' =
24 4
21 | .
18 4
15 .

observado

o w o ©
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1

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
predicho

Figura 83. Comparativa de los resultados de porcentaje de proteina microparticulada
observados con los predichos en el tratamiento mecanico.

En la figura 83, los valores experimentales se ajustan perfectamente con los

predichos por la superficie.

La ecuacion matematica predictiva de la superficie de respuesta de dicha

variable de estudio es la siguiente:

Proteina microparticulada(%)
= 33,9334 — 0,0316363 - Presion — 0,493375 - Pases
+ 0,000026475 - Presion? + 0,00076875 - Presion - Pases — 0,079
- Pases?
A continuacidn, se muestra graficamente la influencia de la presion y el nimero

de pases en el tratamiento mecanico sobre el porcentaje de proteina microparticulada.
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(%)

Centrifugacion

Presién ( bar)

Figura 84. Superficie de respuesta del porcentaje de proteina microparticulada por
centrifugacién en funcion de la presién y nimero de pases en el tratamiento mecanico.
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Figura 85. Representacion del peso y la tendencia de la presion y el nimero de pases del
tratamiento mecanico sobre el porcentaje de proteina microparticulada.

Las figuras 84 y 85, mostraron que el porcentaje de proteina microparticulada
disminuye cuanto mayor fue la presion y el numero de pases en el tratamiento
mecanico. En cambio, se observé un limite préximo a 700 bar, indicando que el

porcentaje de proteina microparticulada no disminuydé mas por mas presién que se
aplico.

Segun estudios previos, los productos de suero lacteo que fueron sometidos a un
tratamiento de microfluidizacion presentaron menor sedimentacion que antes de ser
sometidos a dicho tratamiento [62]. Es decir, la presion redujo el grado de
sedimentacion porque el tratamiento mecanico convirti6 los grandes agregados
insolubles en particulas de tamafio cada vez mas reducido[62], disminuyendo la

sedimentacion y por tanto, el porcentaje de proteina microparticulada. Luego, cuanto
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mayor es la presion y el nimero de pases menor serd el tamafio de particula y

consecuentemente la proporcion de proteina microparticulada.

8.4.5 Comprobacion de la superficie de respuesta en el tratamiento

mecanico: efecto de la presidén y el nGmero de pases

Para comprobar la superficie de respuesta del efecto de la presion y numero de
pases en el del tratamiento mecanico, se seleccionaron unas condiciones de tratamiento
mecénico diferentes a las que fueron estudiadas (400 bar, 2 pases en el homogenizador).
Mediante el programa Statgraphics se determinaron las predicciones de la superficie de

respuesta para ese tratamiento mecanico.

En la tabla XXX se compararon los resultados experimentales con las
predicciones de la superficie de respuesta del tratamiento mecanico seleccionado (400
bar, 2 pases).

Tabla XXX. Comparacion de los resultados experimentales con la prediccion de la superficie a
400 bar y 2 pases en el tratamiento mecanico.

Producto
(pH 6, 8% plp, D(v, 0,5) 7 100s™ Proteina
fuerza i6nica 31,26 (um) (cP) microparticulada
mM CaCl,) (%)
) o Ensayo
Tratamiento térmico . 49,92 325,2 28,24
experimental ; ’ ’
Predicho 79,11 343,56 36,47
Tratamiento
. Ensayo
mecanico (400 bar, 2 1,03 3,22 22,76

experimental
pases)

Predicho 1,31 4,094 24,83

La tabla XXX muestra los valores experimentales del tratamiento térmico y
mecanico (400 bar, 2 pases) con sus predicciones. En este apartado, los que mayor
interés tienen son los del tratamiento mecanico, observandose que los resultados
experimentales de cada una de las variables de estudio mostraron bastante exactitud con

los predichos por la superficie de respuesta.
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8.5 FUTURO: APLICACION INDUSTRIAL DE SUERO
MICROPARTICULADO EN YOGURT

Con las investigaciones y los resultados obtenidos es posible tratar de incorporar

este tipo de microparticulados a productos como quesos, yogures y helados, entre otros.

Una de las investigaciones mas recientes es el empleo de suero microparticulado

en yogurt.

La gran cantidad de suero lacteo que se genera diariamente en las industrias
lacteas se aprovecha en parte en la fabricacion de WPCs-35. Este es sometido a un
proceso de microparticulacion proteica a unas determinadas condiciones (pH,
temperatura y tiempo de calentamiento, presion y nudmero de pases en el
homogenizador) para conseguir un tamafio de particula lo mas similar posible a los
glébulos grasos de un yogurt (1-2 pm). Una vez conseguido el suero liquido
microparticulado, es llevado a una torre de secado por atomizacion con el fin de obtener

un producto microparticulado en polvo con un 96% de extracto seco.

En estos sistemas de secado, el proceso consiste en pulverizar el fluido dentro de
una camara por donde circula una corriente controlada de aire caliente. Este fluido es
atomizado en millones de microgotas mediante un disco rotativo o boquilla de
pulverizacion. A través de este proceso el area de la superficie de contacto del producto
pulverizado se aumenta enormemente y cuando se encuentra dentro de la camara con la
corriente de aire caliente de secado produce la vaporizacion rapida del solvente del

producto, generalmente agua, produciéndose el fendmeno de secado [63].

Una vez conseguido el microparticulado en polvo, se realizan pruebas a escala
de laboratorio para la elaboracion de yogures con el microparticulado. El objetivo
consiste en sustituir parte de la leche en polvo que se utiliza en la formacion del yogurt
por el microparticulado en polvo. EIl proceso consta de una etapa de mezclado del
microparticulado con la leche liquida y en polvo, seguido de un proceso de
pasteurizaciéon (90°C, 5 minutos), homogenizacion (250 bar), fermentacién (3 mL/100
gramos), calentamiento a 45°C, hasta alcanzar el pH 4,6 (4-5 horas aproximadamente),

y finalmente un enfriamiento.

Con dichos yogures se realizan catas con el objetivo de evaluar sus

caracteristicas organolépticas, es decir, se evalla su grumosidad, cremosidad y acidez

140



Resultados experimentales

entre otros méas parametros. Si el producto presenta caracteristicas bastante dptimas, se
realiza una prueba a escala piloto con el fin de obtener un producto lo maés
representativo posible al producto final. Este nuevamente es evaluado y se plantea la
realizacion de una prueba industrial con la idea cercana de lanzar el producto al

mercado.

Otro de los productos lacteos que se estdn comenzando a investigar para

incorporarles proteina microparticulada son los helados.

Durante la congelacion del helado, la accion de batido y la cristalizacion del
hielo desestabilizan la emulsion de grasa. La grasa desestabilizada actia como cimiento
y proporciona soporte a las burbujas de aire primariamente bordeadas por las proteinas.
La combinacion de estas proteinas y las grasas parcialmente fusionadas proporciona

dureza y estructura al helado [7].

Sin embargo, el reto de trabajar con helados bajos en grasa guarda relacién con
el hecho de que la estructura de los glébulos de grasa puede estar rota o ausente, lo que
puede impactar seriamente en la textura del producto [64], resultando ser uno de los

principales problemas en la elaboracion de helados con proteina microparticulada.
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9 CONCLUSIONES

Se estudio el proceso de microparticulacion proteica empleando como materia
prima un WPC-60. Para ello, se analizo la influencia de los diferentes parametros que
intervienen en el proceso de microparticulacién (pH, concentraciéon proteica de la
alimentacion, fuerza idnica y presion y nimero de pases en el homogenizador) sobre las
variables de estudio seleccionadas: tamafio de particula, viscosidad y porcentaje de

proteina microparticulada.

El objetivo de este trabajo consistio en obtener diferentes microparticulados con
un amplio rango de tamafio de particula, viscosidad y porcentaje de proteina
microparticulada con el fin de ser aplicados a diferentes alimentos como ingrediente
sustitutivo de la grasa mejorando las propiedades sensoriales de productos bajos en

grasa.

Las variables de estudio seleccionadas aumentaron con la concentracién proteica
de la alimentacién y la fuerza idénica. Esta ultima, disminuye las repulsiones

electroestaticas entre las proteinas favoreciendo la agregacion de las mismas.

El tamafio de los agregados se incrementd con el pH al aumentar la actividad del
grupo tiol de la B-Lg ya que facilita el establecimiento de puentes disulfuro entre las

proteinas.

En el tratamiento térmico se obtuvo una mayor viscosidad a pH 5,5, debido a su
proximidad al punto isoeléctrico de la B-Lg (5,1), donde las cargas de las proteinas son

neutras, facilitando la agregacion de las mismas.

El porcentaje de agregacion en el tratamiento téermico aument6 al disminuir el
pH, debido a que el efecto protector de la lactosa sobre la desnaturalizacion térmica de
las proteinas disminuye, facilitando el despliegue de las mismas y la posterior

agregacion generandose asociaciones de B-Lg con mayor peso molecular.

El tratamiento mecanico ejercio un efecto de cizalla superior sobre los agregados
de mayor tamafo, del tal forma que, al contrario de lo ocurrido en el tratamiento

térmico, los microparticulados de mayor tamafio se obtuvieron a pH 4.
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Las diferentes variables de estudio se vieron reducidas con la presion y el

namero de pases en el tratamiento mecénico.

Las muestras correspondientes al tratamiento térmico presentaron un
comportamiento pseudoplastico, sin embargo, el producto microparticulado obtenido
tras homogenizacién tendio a ser cada vez menos pseudoplastico, comportandose en

ocasiones como newtoniano a mayor presion y nimero de pases.

Fijando las condiciones de trabajo en pH 4,0-7,0, concentracion proteica de la
alimentacion 3-11% p/p, fuerza ionica 0-90 mM CacCl,, presion 300-700 bar y 1-5 pases
en el homogenizador se obtuvieron microparticulados con tamarios de particula de 0,70-
8,20 um, viscosidades a 100 s* de 1,48-82,17cP y porcentajes de proteina
microparticulada de 5,08-40,32%.

La Metodologia de Superficies de Respuesta (MSR) permitio estudiar la
influencia de los factores experimentales sobre cada una de las variables de estudio. Por
otra parte, se optimizd el tratamiento térmico en base al mé&ximo porcentaje de
agregacion y se obtuvieron superficies y ecuaciones predictivas para cada variable de
respuesta en la etapa de tratamiento mecanico con el objetivo de controlar las

caracteristicas finales del microparticulado.

Con las investigaciones y los resultados obtenidos, la incorporacion de este tipo
de microparticulados a productos como quesos, yogures, helados, batidos y otros
alimentos, sustituyendo a la grasa y confiriendo nuevas propiedades funcionales/
tecnoldgicas y organolépticas (mayor elasticidad y textura, y mejora en la percepcién

del sabor y la cremosidad), es viable.
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10 SIMBOLOS

BSA Albumina de suero bovino.

Ca™ 16n calcio.

CaCl, Cloruro de calcio.

cP Centipoise.

D Diametro.

Da Dalton.

DI Disolucién inicial.

D(v, 0,1) Tamafo por debajo del cual queda el 10% de la distribucion.
D(v, 0,5) Tamario por debajo del cual queda el 50% de la distribucion.
D(v, 0,9) Tamario por debajo del cual queda el 90% de la distribucion.
D(4, 3) Didmetro medio en volumen.

F.i Fuerza idnica.

FIA Fuerza por unidad de superficie.

HCI Acido clorhidrico.

I1Gs Inmunoglobulinas.

mM Milimolar.

mL Mililitro.

Modo CR Modo de velocidad controlada.

Modo CS Modo de esfuerzo controlado.

Modo CD Modo de deformacion controlado.

MSR Metodologia de superficies de respuesta.
n Indice de comportamiento del fluido.
NaOH Hidroxido de sodio.

NNP Nitrégeno no proteico.

P Peso.

Pa Pascales.

pl Punto isoeléctrico.

PM Peso molecular.

r Parametro de ajuste.

RLW Suero reducido de lactosa.

rpm Revoluciones por minuto.
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WPC
WPC-60
WPI

a-La
B-Lg

um

Segundo.

Grupo tiol.

Puente disulfuro.
Tratamiento mecanico.
Tratamiento térmico.

Concentrado de proteinas del lactosuero.

Concentrado de proteinas del lactosuero del 60%.

Aislados de proteina del lactosuero.

a-Lactoalbumina.
B-Lactoglobulina.
Viscosidad.

Velocidad de deformacion.
Esfuerzo cortante.

Micrémetro.
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