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Introduccion

CAPITULO I: INTRODUCCION

1. Importancia del tema. Objetivos generales.

La coagulacion de la leche es el proceso béasico mas importante en la manufactura
del queso. Influye en la economia de la fabricacién de los mismos en tres aspectos:
1) la velocidad de este proceso determina la velocidad a la cual las plantas
elaboradoras pueden procesar la leche para fabricar queso; 2) las caracterisiticas de
la coagulacion determinan el rendimiento en la produccién de queso a partir de
leche y 3) la coagulacion juega un rol predominante en la determinacion de la
calidad del queso producido.

Aunque la produccion de quesos es un arte practicado desde hace muchisimos
afios, las bases fisicoquimicas de este proceso permanecen, atin hoy, poco claras.
Asi por ejemplo, la cinética de las varias etapas involucradas en la transformacién
de la leche hasta dar un queso firme no estdn totalmente descriptas en términos
matematicos. Conocer los aspectos fisicoquimicos del proceso de coagulacién de la
leche es esencial para el desarrollo cientifico y tecnolégico ya que permitiria
predecir y planificar mejor el funcionamiento de las plantas modernas, no sélo para
la fabricacién de queso sino también de otros productos lacteos (yogurts, cremas,
concentrados de suero, etc.).

La leche estd constituida por una gran cantidad de componentes: proteinas,
minerales, grasas, etc. De la fraccion proteica, las micelas de caseina constituyen el

elemento fundamental sobre el que se basa el proceso de cogaulaciéon. Son
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estructuras aproximadamente esféricas con un didmetro entre 20-300nm Estan
formadas por varios tipos de caseina: o), 052, B y k. Esta ultima, muy hidrofilica se
ubicaria en la superficie de estas estructuras asegurando la estabilidad del sistema
por proyeccion de su porcion hidrofilica al entorno acuoso.

La coagulacion enzimatica de la leche comprende una serie de etapas. El
agregado de quimosina, contenida en el cuajo, cataliza la hidrélisis de la k-caseina
de las micelas mencionadas, luego sobreviene la agregaciéon de las micelas asi
modificadas y finalmente el proceso de fomacién y afirmado del gel. Cada una de
estas etapas tiene caracteristicas diferentés ¢ igualmente fundamentales para la
obtenci6n de un queso con alto rendimiento y calidad.

En este trabajo de tesis se planted, a través del estudio de las propiedades
fisicoquimicas de las micelas de caseina, aportar y/o reforzar evidencias acerca de
las variables y caracteristicas fisicoquimicas que conducen la etapa de agregacion.

La técnica seleccionada para realizar los estudios no permite trabajar en las
condiciones de las plantas elaboradoras, o sea con leche pura, sino con diluciones
de las mismas. No obstante se plantearon las experiencias a la temperatura de las
plantas elaboradoras y se estudiaron fundamentalmente las variables que las
mismas manejan durante la fabricacion de quesos, como por €j. concentracién de
caseinas, concentracién de Ca®*, pH, concentracién de sales. Para completar algunos
aspectos fisicoquimicos se estudiaron otras variables como la viscosidad y la

temperatura.



Introduccion

1.1 La leche. Resumen de composicién, estructura y propiedades.

1.1.1 Compeosicion:

La leche es un liquido complejo que contiene gran variedad de componentes en
diferentes estados de dispersion. La composicion determina su calidad nutritiva, su
valor como materia prima para fabricar productos alimenticios y muchas de sus
propiedades. La Tabla 1.1. muestra sus principales componentes y los porcentajes

aproximados de los mismos.

Tabla 1.1. Composicién aproximada de la leche *

Componente Contenido medio en
Porcentaje (P/P)

Agua 87.3

Lactosa 4.6

Grasa 3.9

Proteinas 3.25
-Caseinas 2.6

Sustancias minerales 0.65

Acidos organicos 0.18

Varios 0.14

“Datos de la leche holandesa de las razas tipo: Rojo Danesa, Holstein, Ayrshire.’

Los componentes principales son los que se encuentran en mayor proporcion. Sin
embargo hay otros, las vitaminas por ej., que se encuentran en concentraciones
pequeiias y son nutritivamente muy importantes, o las enzimas que son catalizadores
de las reacciones deteriorantes, o algunos componentes menores que contribuyen

mucho al sabor de 1a leche.
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La lactosa es el aziicar caracteristico de la leche; le da un sabor ligeramente dulce
y constituye la principal fuente de carbono de la mayoria de los microorganismos
que crecen en ella. Posee también otros hidratos de carbono pero en cantidades
mucho menores.

La grasa de la leche la forman numerosos lipidos diferentes; los triglicéridos
constituyen mas del 98% de la grasa lactea. Entre los otros lipidos presentes se
encuentran el colesterol, acidos grasos libres, fosfolipidos y cerebrésidos.

Existen diversos tipos de proteinas lacticas que se clasifican generalmente en
caseinas y proteinas del suero. Las primcras' representan aproximadamente el 80%
de las proteinas lacteas. La leche contiene numerosas “proteinas menores”,
especialmente enzimas, que son despreciables por su peso pero no por su actividad.
Respecto a la fraccion proteica de la leche volveremos a referirnos en la seccion 1.2.

Los minerales de la leche son principalmente sales inorganicas, algunas se
encuentran ionizadas y otras en forma de sales complejas. Una porcién importante
de la materia inorganica (como los fosfatos) se encuentra unida a las proteinas. La
Tabla 1.2. muestra la composicion salina total de la leche sin detallar la distribucién
en los distintos elementos estructurales de la misma; sobre este punto volveremos a
referirnos en la seccién 1.3.

En la leche hay muchos otros componentes distintos; a medida que mejoran las

técnicas analiticas se van identificando mas componentes.
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Tabla 1.2. Composicion salina de la leche.

Cationes mmol/k Aniones mmol/k
Sodio (23)* 17-28 Cloruro (35.5) 22-34
Potasio (39.1) 31-43 Carbonato (60) ~2
Calcio (40.1) 26-32 Sulfatos (96.1) ~1
Magnesio (24.3) 4-6 Fosfatos® (95) 19-23
Aminas ~1.5 Citrato (189) 7-11
Acidos organicos ~2
Esteres fosforicos 2-4

Nota: Dentro de los datos se incluyen la mayoria de los datos bibliograficos. Estan
excluidos los datos del calostro, leche final de lactacion y leches mastiticas. Las leches de
vacas individuales presentan mayor variacion.
* Entre paréntesis se da el peso atomico o el del radical.
®Solo el inorganico.
1.1.2 Estructura y propiedades:

Las propiedades de un producto biolégico no se establecen totalmente con su
composicion y la leche no es una excepcion, también es conveniente conocer la
ditribucion de sus componentes. Ademds, son importantes las fuerzas que

interactian entre sus componentes ya que son las responsables de la integridad de

todo el sistema bajo diversas condiciones.

plasma A
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Introduccion

Los principales elementos estructurales se muestran esquematicamente en la Figura
1.1 Estan a escala microscdpica o submicroscopica.
En la Tabla 1.3 se muestran en forma simplificada algunas propiedades de los

elementos estructurales de la leche.

Tabla 1.3. Algunas propiedades de los principales elementos estructurales de la leche.

Plasma
Suero
Globulos grasos Micelas de Proteinas Particulas
caseina globulares lipoproteicas
Componentes Lipidos Caseinas, agua,  Proteinas del Lipidos,
principales sales suero proteinas
Considerado Emulsion Fina dispersion Solucion Dispersion
como: coloidal coloidal
Diametro de la| 100-1000 nm 20-300 nm 3-6 nm ~10 nm
particula
Visible con: Microscopio  Ultramicroscopio  Microscopio Microscopio
electrénico electronico
Separable con: Desnatadora Ultracentrifuga  Filtracion por | Filtracion por
gel gel

Exceptuando los glébulos grasos, todos los demas componentes constituyen el
plasma de la leche; es similar pero no idéntico a la leche descremada ya que la
separacion (o descremado) nunca es completa.

Las llamadas micelas de caseina se componen de agua, caseinas, compuestos
morganicos (fundamentalmente fosfato, calcio, magnesio, citrato) y algunos
componentes menores, incluidos lipasa y proteinasa; existen vestigios de caseinas

que estan en solucion sin formar parte de esta estructura.
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El suéro de la leche se define como el plasma desprovisto de las micelas de
caseina. La eliminacion de las micelas de la leche descremada, coagulandolas con
renina, origina un liquido que no equivale exactamente al suero lacteo (Tabla 1.3.)
fundamentalmente porque contiene algunos polipéptidos derivados de la caseina por
accion de la renina: es el llamado suero de queso. No obstante, las principales
proteinas de ambos sueros son proteinas globulares que se presentan como tales o
como pequefios oligdbmeros.

Las particulas lipoproteicas, llamadas a veces microsomas de la leche, varian en
cantidad, composicion y forma; estan coﬁstituidas por restos de membranas

celulares, micropelillos, etc.

1.2 Proteinas licteas. Generalidades.

La leche de vaca contiene ~5.3 g de nitrégeno por kg; a veces el "contemido
proteico” se calcula multiplicando el nitrogeno total por cierto factor. Sin embargo
s6lo un 95% del nitrégeno estd en forma de proteinas (~32 g/kg), el 5% restante
corresponde a moléculas pequefias y se lo denomina nitrégeno no proteico. Las
proteinas lacteas fundamentales son las caseinas y las proteinas de suero.

Caseinas: Alrededor del 80% de las proteinas lacteas (~26 g/kg) son caseinas; este
grupo de proteinas es dificil de definir; la propiedad comin que poseen es su baja
solubilidad a pH 4.6 y esto permite una clasificacién conveniente y operativa. Son
ademéas especificas de la leche y con alto contenido de fosfato. Casi toda las

caseinas de la leche estan formando parte de las llamadas micelas de caseinas.
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Bajo la denominacién de caseinas se incluyen cuatro tipos de cadenas
polipeptidicas llamadas caseinas: oy, oz, B, y k, ademas de algunos derivados
formados por la protedlisis de estas cadenas (y). Estas cadenas tienen caracteristicas
distintas, todas en general tienden a autoasociarse en las condiciones de pH y fuerza
i6nica de la leche aunque presentan ciertas diferencias frente a los niveles de calcio
y a la temperatura del medio. La caseina-a,; presenta dos regiones
predominantemente hidrofobicas y una polar muy cargada. La caseina-a, presenta
una estructura dipolar. La caseina-B presenta un N-terminal muy negativo, el resto
no presenta carga neta, es similar a un detergente anionico: cabeza negativa y cola
sin carga, esencialmente hidrofobica. La caracteristica llamativa de esta cadena es la
dependencia de su autoasociacion con la temperatura (con o sin calcio). Por ejemplo
a 4°C es un mondmero y a temperatura ambiente forma polimeros de 20-24
monomeros. La caseina-y es en realidad la porcion C-terminal de la caseina-B
resultante de la accion de la plasmina; los fragmentos mas pequefios forman parte de
la fraccién proteosa-peptona. La caseina-k es una cadena con alto contenido de
carbohidratos aunque 1/3 de la misma carece de ellos; se han identificado por lo
menos tres oligobmeros glicosilados distintos. La porcion C-terminal es muy
hidrofilica, con una carga negativa considerable, esta caracteristica es clave para
mantener estable en solucién la porcién proteica correspondiente a caseinas.
Proteinas de suero: Las proteinas que permanecen en solucion a pH 4.6
corresponden a un 19.5- 20% de las proteinas lacteas (~6 g/kg) y se llaman

proteinas del suero de queso (o proteinas del suero ldcteo); estan constituidas por
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un grupo variado de proteinas en el que se incluyen principalmente la o-
lactoalbimina, [-lactoglobulina, albumina del suero (sanguineo) bovino,
mmunoglobulinas y péptidos de bajo peso molecular procedentes de la proteodlisis
de algunas caseinas.

Ademas, el suero lacteo contiene cierto nimero de las llamadas proteinas
menores y algunas enzimas; en la membrana de los glébulos grasos se localizan
otras proteinas y enzimas que constituyen unos 0.35 g/kg de leche.

La proporciéon aproximada de cada una .de las proteinas lacteas se encuentra

esquematizado en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Concentracién de las proteinas licteas

Concentracion Porcentaje
(gkg) (P/P)

Proteina total 33.0 100.0
Caseina total 26.0 79.5

- caseina d 10.0 30.6

- caseina o, 2.6 8.0

- caseina f 9.3 284

- caseina y 0.8 2.4

- caseina k 3.3 10.1
Proteinas del suero 6.3 19.3

a-lactoalbiimina 1.2 3.7

- lactoglobulina 3.2 9.8

Albumina sérica bovina 0.4 1.2

Inmunoglobulinas 0.7 2.1
Proteinas de la membrana del
gloébulo graso. 0.4 1.2
Varias (incluidas proteosa-peptona) 0.8 2.4

Nota: Valores medios aproximados de varias fuentes'
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1.3 Micelas de caseina: composicion, estructura y propiedades

1.3.1 Composicién y estructura:

Composicion: En la leche casi todas las caseinas se presentan como particulas mas
o menos esféricas, con un diametro de 20-300nm, que comprenden de 20 a 150.000
moléculas de caseina, son las llamadas micelas de caseina (MC). Contienen
ademas, materia inorganica, principalmente fosfato célcico (~ 8g por 100 g de
caseina). Estas particulas son voluminosas,_ contienen mas agua que caseinas e
incluyen también otras proteinas menores como enzimas lacteas (lipasa y plasmina)
y parte de la proteosa-peptona.

Estructura: La Figura 1.2 ilustra la estructura de las micelas de caseina.’> Este
modelo se ha desarrollado con los afios y con la contribucién de varios autores™*’
especialmente Schmidt® y Schmidt y Payens.’

Ya nos referimos a la propiedad de autoasociarse que tienen las caseinas (seccion
1.2)), pero muchos estudios: microscopia electronica, difraccion de rayos X,
difraccion de neutrones,” han demostrado que también son capaces de coasociarse
formando pequefios agregados de distintos tipos de caseinas, ain en ausencia de
calcio. Estos agregados tienen una porcion central densa e hidrofoba en la que se
sumergen la mayoria de las porciones hidrofobicas de las distintas caseinas y una
capa hidrofila, externa, no tan densa y que contiene la mayoria de los grupos acidos
(carboxilicos y fosforicos) y algunos de los basicos. No existe acuerdo sobre el

tamafio de estas unidades, habiéndose sefialado diametros de 10-15 nm y pesos
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moleculares de 2.5 x10°-2.0 x10°, de aqui que contengan entre 15 y 25 moléculas de
caseina. La asociacion de las caseinas en tales agregados se mantiene por uniones
hidrofébicas, puentes hidrgenos y también por puentes salinos internos.’ Presentan
un equilibrio entre las moléculas libres y las asociadas. Estos pequefios agregados
de caseinas se denominan habitualmente submicelas y contienen diversas moléculas

de caseina.

.” g O submicela

> ~ ~ proyeccion
..‘ ." de cadena
s / \

R . Il ‘ - fosfato de
' ’V’ calcio

100 nm

Figura 1.2. Esquema de la seccion transversal de una micela de caseina.?

Las caseinas se organizan en estas submicelas cuando la concentracién de las
distintas caseinas, pH y fuerza iénica son las de la leche, y la actividad de calcio es
menor a la normal (<2,5mM). Al aumentar la actividad del Ca®’ aumenta
considerablemente la posibilidad de asociacién entre submicelas. Pero las
submicelas no son idénticas en composicion, basicamente se presentan dos grupos

de submicelas: uno rico en caseina-x y otro con poca cantidad de la misma.
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Ya hicimos referencia a que la porciéon C-terminal de la caseina-x es muy
hidrofilica, especialmente aquellas que contienen carbohidratos, y que tiene una
carga negativa considerable. Esta porcion de la molécula se extiende al medio que la
rodea como un pelo flexible, comportandose como una cadena polimérica enrollada
al azar. Existen evidencias de esto a través de estudios hidrodinamicos'*'""'>"? y de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de protones en D,0 los cuales sefialan que

la x-caseina tiene una considerable libertad de movimiento.'*!’

Por lo tanto una submicela con alto con‘;enido de caseina-k exhibira repulsion
(estérica y electrostatica), al menos en parte de su superficie, y la posibilidad de
asociacion con otra submicela en tal zona estara dificultada e incluso impedida.

Bajo las condiciones que se dan en la leche (en particular la presencia de fosfato
y calcio) las submicelas se agregan para dar micelas. (La palabra micela se esta
usando en un sentido amplio, como un pequefio agregado de moléculas y no en el
sentido estricto de la ciencia de los coloides). El fosfato calcico actiia como un
agente cementante o puente pero se desconoce aiun qué enlaces estan implicados.
Estudios de RMN de protén en D,O muestran que las submicelas sueltas tienen una
gran libertad de movimiento y en presencia de fosfato de calcio esa libertad se
pierde por completo.'’

Si no hubiera caseina x, que actia como coloide protector, la agregacion
continuaria hasta la formacion de un gel o un precipitado. La presencia de una
repulsion estérica y electrostatica debida a la casefna-x superficial hace que la

agregacion de las submicelas continiie s6lo hasta que la superficie de la micela esté
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mas o menos cubierta de caseina-k. Esto no significa que solo haya caseina-x en la
superficie, esta localizada también en el interior entrecruzada con otras caseinas.
Mediante esta estructura la fraccidn proteica correspondiente a las caseinas se

mantiene estable en solucién. Sobre este punto volveremos a referirnos (seccién

1.3.3)

Tabla 1.5. Distribucién de algunos componentes inorginicos entre las MC y el
suero.

Componentes mg por 100g  Porcentaje  mgpor 100g  mg por g de

de leche en el suero de suero caseina

desecada
Na' 48 95 49 0.9
K* 143 94 145 3.3
Mg?** 11 66 8 1.5
Ca* 117 32 40 31.0
Fosfato® 203 53 116 37.0
Citrato 175 92 173 5.6

Nota: Media de los datos de distintas procedencias.
* Fosfato inorganico, como PO,

La fraccion mineral dentro de la estructura micelar es muy importante. La
Tabla 1.5 muestra la distribucién aproximada de esta fraccion entre el suero y las
micelas.

Las MC contienen una porcién importante de fosfato calcico (sin disolver) y una
porcion menor de citrato. El primero se denomina habitualmente Josfato de calcio
coloidal (PCC) no porque se encuentre como tal sino porque forma parte de
particulas coloidales; esta involucrado en los puentes de unién entre las distintas
submicelas que originan las micelas. La composicién del PPC ha sido y es aun hoy

motivo de mucha controversia. El Ca** también formaria puentes entre las
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submicelas.'® El Ca’y Mg se asocian ademas, al igual que el Na'y K, a las
porciones negativas de las proteinas.

Un pardmetro muy util para caracterizar a las MC es la voluminosidad (v). Se
define como el cociente entre el volumen de las particulas (con el agua asociada) y
la masa de las mismas. Ha sido motivo de estudio de muchos investigadores.'”'®
Hay una gran variedad de valores en la literatura (1,5-7,1 ml/g de caseina). Las
diferencias radican, fundamentalmente, en cémo se considera la capa pilosa de las
micelas. Considerando el volumen de las particulas sin capa pilosa las
microfotografias electrénicas indican que la voluminosidad es de aproximadamente
2 ml por gramo de caseina. Aproximadamente la mitad de ese volumen puede
corresponder a las submicelas; el resto (situado entre las submicelas) es agua o
estrictamente suero. En el interior de las micelas el suero esta desprovisto de parte
de las moléculas de gran tamafio, ya que el espacio entre submicelas es de unos
pocos nanometros, permitiendo el ficil acceso a muchas moléculas pequefias de
soluto pero impidiéndoselo a las proteinas. Si se toma en consideracién la capa
pilosa externa la voluminosidad de la micela es mayor, aproximadamente 4 ml por
gramo de caseina que es lo determinado por medidas hidrodinamicas (como por
ejemplo, coeficiente de difusion, viscosidad intrinseca).

Los pelos son flexibles y tendrian movimiento browniano permanente, aunque
son demasiados finos para observarse por microscopia electrénica. El espesor

efectivo de la capa pilosa es de al menos 7 nm.

14



Introduccion

Este modelo de la estructura micelar es el que mas concuerda con las
observaciones realizadas sobre las propiedades y estabilidad de las MC, incluida la
coagulacion. Muchos aspectos del mismo son admitidos por todos los investigadores
del tema, pero existen otros que son todavia motivo de debate. En los altimos afios
han surgido otros aportes, por ejemplo la caseina-P podria estar involucrada en la

formacién de puentes (ademas del PPC y Ca®") entre las distintas submicelas.'®

1.3.2 Propiedades:
De la descripcion de las MC no resulta sorprendente inferir que no son estaticas,
entre las micelas y su entorno se pueden admitir tres equilibrios dinamicos:

1. Entre las moléculas de caseinas libres y las submicelas; una parte muy
pequefia de la caseina estd en solucién verdadera, pero se desconoce exactamente
cuanta porque no resulta facil su separacién. El equilibrio depende mucho de la
temperatura.

2. Entre el calcio (disuelto y coloidal) y el fosfato. La existencia de este
equilibrio dindmico es un prerequisito para el punto 3.

3. Entre las submicelas libres y las micelas. El equilibrio de asociacién de las
submicelas y, por lo tanto, la distribucién de tamafio de las micelas depende
principalmente de la cantidad relativa de caseina «, pero también lo afectan otros
factores, especialmente el contenido de fosfato calcico.

Las micelas de caseina son muy variables, sobre todo si provienen de la leche

de vacas diferentes; la composicién de caseina cambia, la proporcién de caseina k
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oscila por ejemplo entre el 9-15%, y esto se refleja en cambios del tamafio medio y
voluminosidad de las micelas. Estas variaciones se deben también a la variacién del
contenido de material inorganico; varia de 6 a 9 g por 100g de caseina seca.
Integridad micelar: Las MC se dispersan a unidades mas pequeiias con cualquier
tratamiento que, a pH constante, disuelva una porcién considerable del fosfato de
calcio. Por ejemplo el agregado de agentes quelantes como el citrato o el 4acido
etilendiaminotetracético (ED.T.A.), o la dilisis frente a una solucién libre de
calcio. Las disminuciones pequefias de PCC no ocasionan cambios significativos del
tamafio micelar, aunque pueden ocasionar taﬁto una desintegracion parcial como un
aumento de la voluminosidad de las micelas, dejando practicamente igual su tamaiio
medio.

La adicién de NaCl (un aumento de la proporcién Na'/Ca?* y de la fuerza i6nica)
también produce una desintegracién parcial, todos estos cambios revierten al llevar
la leche a su composicion original.

El aumento de pH, da lugar a la precipitacién de fosfato de calcio y a la
desintegracion parcial de las micelas.

Cuando la leche se somete a grandes presiones (por ejemplo, 100MPa durante 1
hora) las micelas se dispersan en submicelas, esta desintegracién es irreversible y
puede originarse al formarse hidroxiapatita a partir del fosfato calcico.

Las MC también se disolveran al disociarse las submicelas. Las moléculas de
éstas se mantienen unidas debido principalmente a la interaccién hidrofébica y alos

enlaces H del interior hidrofobico de la submicela. En consecuencia el agregado de
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grandes cantidades de caotrépicos como urea o cloruro de guanidinio disuelve las
micelas, al igual que el agregado de dodecil sulfato de sodio. Las interacciones
electrostaticas (es decir los puentes salinos internos) también participan en la unién
de las submicelas, y no pueden romperse si no es disolviendo el fosfato calcico. Los
reactivos que rompen las uniones -S-S- no desintegran las micelas por completo.

La disminucién de temperatura (por ejemplo a 5°C) afecta mucho a las micelas
de caseina; las interacciones hidrofobicas se debilitan y parte de la caseina, en

especial la B-caseina, se disocia de las micelas. La voluminosidad de las mismas

aumenta, en parte, debido al aumento de pilosidad ya que las cadenas de caseina B
sobresalen de la superficie micelar.>'® Una pequefia porcion del fosfato de calcio se
disuelve. Estos cambios serian los responsables de la desintegracién parcial de las
MC al bajar la temperatura; a pesar del aumento de voluminosidad su tamafio medio
disminuye levemente.

El aumento de temperatura también afecta la estructura micelar pudiendo llegar
incluso a la agregacion térmica (hecho no explicado muy claramente, desde el punto
de vista fisicoquimico, con las teorias propuestas hasta el momento). Dependiendo
del valor de temperatura a la que es sometida la leche y del tiempo de exposicién a
la misma son distintos los efectos producidos sobre las micelas.""*°

Para nuestro trabajo resulta interesante conocer lo que sucede al calentar la leche
a temperaturas > 70°C. Si bien las caseinas son bastante estables térmicamente, esta
temperatura permite la desnaturalizacion gradual de las proteinas del suero

(especialmente la B-lactoglobulina). Estas proteinas desnaturalizadas se unen a la
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k-caseina de la superficie micelar formando complejos y modificando ampliamente
la superficie de la misma y en consecuencia su estabilidad.?"** En la formacion de
estos complejos estarian implicadas uniones por puente -S-S-,%%% aunque también
jugarian un rol importante las interacciones hidrofébicas en los estadios iniciales de
la formacion de estos complejos.

Las modificaciones causadas por la temperatura en las MC afectan la coagulacion
enzimdtica de la leche, por esto la accién del calentamiento previo es motivo de

innumerables investigaciones.***

1.3.3 Estabilidad de las MC:

En base a la descripcion de las MC realizadas hasta este punto y con lo
desarrollado en el Apéndice I respecto de los coloides en general se puede inferir
que la estructura de las MC no se correponde con la de un coloide liofobico estripto.
Sin embargo, la teoria electrostatica aplicada a la estabilidad de los mismos (teoria
D.L.V.0.) es util y ha sido ampliamente utilizada por muchos investigadores para
analizar la estabilidad de las MC.%

Existen varios tipos de agregacién:

1) Simple floculacién, como ocurre en particulas liofébicas que llevan
eventualmente a la formacién de un gel.
2) Fusién de micelas floculadas en micelas mas grandes. En este caso aparecen

particulas visibles y probablemente sedimentan.

18



Introduccion

3) Adsorcién, por parte de las micelas, de material (macromolecular) que conecte

unas con otras y lleva a la formacién de un gel.

Tabla 1.6. Causas de agregacion en las micelas de caseina

Causa Agregacion Agregacioén a baja
reversible? temperatura?

1. Largo tiempo (gelacion al envejecer) |No No

2.Alta temperatura (coagulacion por|No

calor)

3. Acidez (pH = 4.6) Si No

4. Exceso de Calcio, etc. Si Si

5. Frizado Parcialmente

6. Etanol No ?

7. Enzimatica No No

8. Algunos polimeros Principalmente Si

El primer tipo es el mas comin en las MC. La fusién se puede observar en la
coagulacién enzimatica y también en la coagulacién por alta temperatura.

La Tabla 1.6. muestra una lista de las posibles causas de floculacion de las MC,
expone ademas si serdn o no reversibles y cémo las afecta la temperatura.

Las causas 1.y 2. no tienen una explicacién clara.

La causa 3. corresponde a la precipitacion de las caseinas a un pH cercano al
punto isoeléctrico.

La causa 4. se puede comparar con un salting out, aunque no completamente.
Una alta concentracién de PCC lleva a la fusion de micelas; aparentemente los
factores responsables de la estabilidad son contrarestados cuando se deposita gran
cantidad de PCC. Este hecho ocurre espontaneamente en las leches con la
"anormalidad de Utrecht", es decir leches con bajo contenido de citrato y alta

actividad de calcio.
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La causa 5. es un verdadero salting out que se produce por el aumento de la
fuerza idénica (i), debido al congelamiento del agua. Es practicamente irreversible,
se produce una modificacion del PCC que impide su redispersion luego de
descongelar.

La causa 6., muy estudiada por Horne y colaboradores, %2930 o5 15 que llevo a
confirmar que la capa peluda es esencial para proveer estabilidad estérica a las MC
aunque el efecto electrostatico también estid presente. El etanol disminuye la
constante dieléctrica (g) lo que se traduce en una disminucién de la repulsién
electrostatica, y ademas disminuye la solubilidad de la porcién macropeptidica de la
x-caseina en el medio de dispersion. Este ltimo hecho, sumado a la posibilidad de
interactuar que tienen los grupos negativos, causa un enrollamiento de los pelos que
finalmente colapsan.

Respecto a la causa 7. la trataremos en detalle (seccion 1.3.4.) por ser motivo de
este trabajo de tesis.

Notar que a baja temperatura, atin cuando las MC ya han sido modificadas (por
accién enzimitica, calor, deshidratacién, etc.), se manifiestan estables frente a la
agregacion. Esta estabilidad seria cinética, no mnecesariamente estabilidad
termodinamica. (Apéndice I:estabilidad de coloides)

La teoria D.L.V.O. explica muchas situaciones del comportamientq de las MC,
aunque no todas. Hay que tener en cuenta que las MC no cumplen todas las
suposiciones de la teoria, por ejemplo no son perfectas esferas homogéneas.

Ademés tienen una estructura muy dinimica frente a los cambios en el medio.
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Analizaremos algunas predicciones de la teoria D.L.V.O. aplicadas a las
MC.(Apéndice I)

1. A mayor diametro de las particulas mayor es la energia libre de interaccion y las
particulas deberian ser mas estables. Esto no siempre se cumple en las MC.

2. A altos valores del potencial electrostatico superficial (y,), 0 sea a mayor carga
superficial, se debiera observar mayor estabilidad. Esto concuerda con lo observado
para las MC (al menos en algunos casos).

3. Un aﬁmento de la p produciria una pérdida de la estabilidad (Apéndice I:
interacciones elecrostaticas). En las MC no Ksiempre es asi; el agregado de iones
produce disolucién del calcio micelar con aumento de la voluminosidad y este
hecho promueve mayor estabilidad.

Este punto (contrapuesto a la teoria D.L.V.0.) es el presentado en la literatura
como el “mas grave” de solucionar para considerar a las MC un coloide liof6bico.?®
La regla de Schulze-Hardy predice que las MC deberian coagular a concentraciones
de sales ~ 50mM para electrolitos 1-1 y a ~ 1mM para electrolitos 2-1.%! Esto no

sucede con la leche donde la concentracién libre de Ca® es ~2,5 mM y la p total es

~0.075M, es decir que las concentraciones de electrolito para coagular a las MC es
mucho mayor que la que predice la teoria D.L.V.O. para un coloide liofobico
estricto.

4. A constantes dieléctricas (¢) bajas se debiera producir cierta pérdida de la

estabilidad ya que esto causa una disminucién de la repulsién electrostatica
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(Apéndice I). Esto podria ser la explicacién para el efecto desestabilizante de los
alcoholes en las MC (causa 6. de la Tabla 1.6.)
3. Un valor alto de la constante de Hamaker (A) originaria pérdida de la estabilidad
(Apéndice I.fuerzas atractivas). Esta constante es una propiedad material y da una
medida de las fuerzas atractivas de van der Waals que actian entre las particulas.
Mide la diferencia en propiedades de las particulas y la fase continua (el solvente).
Si las MC tienen alta voluminosidad, es decir contienen mas solvente, la diferencia
entre ellas y el solvente se hace menor, esto origina una A menor que se acompaiia
con mayor estabilidad. Esto concuerda con la observacién general de que la alta
voluminosidad de las micelas va acompafiada con un aumento de estabilidad >

No obstante haberse sefialado algunos acuerdos con la teoria D.L.V.O,, hay una
serie de observaciones que indican que debe existir un mecanismo adicional para
proveer estabilidad a las MC.% Se trata de una repulsion estérica causada por los
pelos de la x-caseina.'®13?7-283335 gy, 1y repulsion estérica pueden distinguirse dos
mecanismos. Si la presencia de una segunda particula restringe el libre movimiento
de los pelos flexibles sobre la superficie de las particulas, esto siempre causara
repulsion. Es el llamado término de restriccion de volumen y su magnitud es
proporcional a la densidad de pelos. Si las capas de pelos de dos particulas se
superponen, interpenetran, la calidad del solvente sobre la solubilidad de los
mismos determinard que sucedera: si es buen solvente, el llamado término de
mezclado sera repulsivo (repulsién osmética) y si es un solvente pobre, el término

puede ser atractivo. A menudo el término de mezclado es predominante y su
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magnitud es proporcional a la densidad al cuadrado de los pelos. Teorias para el
calculo de la repulsion estérica, a diferencia con la teoria D.L.V.O., no estan aun
disponibles y ademas son aiin muchas las incertidumbres que aparecen al tratar de
aplicarlas a las MC. (Ver Apéndice I: repulsion estérica)

No obstante, hay evidencias de esta repulsion y debe ser importante para explicar
por ejemplo que al centrifugar a las MC a alta velocidad, donde los pelos se
compactan, empaquetan y deforman materialmente unos contra otros, las MC
pueden resuspenderse. Esto no podria explicarse si no hubiese un fuerte
componente estérico. Teniendo en cuenta los tres componentes: atractivos (van der
Waals), repulsivos (electrostaticos) y estérico se pueden explicar gran cantidad de

situaciones de las MC.

Figura 1.3. Esquema simplificado de la interaccion entre dos micelas de caseina.
Configuracién de los “pelos” y su carga en la superficie micelar.’
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La Figura 1.3 representa la superficie micelar sumamente simplificada. Los pelos
en si mismos estan cargados, ademas de la carga propia de la micela (seria un efecto
electroestérico: ver Apéndice I) y esto tiene dos efectos. Primero: la repulsiéon
electrostatica se extiende a una distancia mayor de la superficie micelar que en el
caso de que los pelos no fueran cargados o no estuvieran. El espesor de la doble
capa eléctrica, es decir la distancia sobre el cual el potencial electrostatico
disminuye (debido a la proteccion de los contraiones) a 1/e de su valor en la
superficie, es en la leche cerca de 1.1 nm (en presencia de pelos no cargados o en
ausencia de ellos)** mientras que el espesor- de la capa peluda es mas amplia, no
menos de 7 nm. Segundo: la carga afecta la conformacion de los pelos en si misma.
A valores altos de pH la carga de los pelos es predominantemente negativa y esto
provoca un estiramiento de los mismos extendiéndose }a mayor distancia de la
superficie micelar. A valores bajos de pH se producen mas cargas positivas, quedan
menos cargas negativas y esto produce un enrollamiento de los pelos. Al pH
isoeléctrico no hay capa peluda cargada.>

La temperatura es una variable interesante para analizar en relacién a la
estabilidad de las MC ya que introduce evidencias importantes del componente

estérico.
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p caseina soluble
{mlyg)

Voluminosidad
{miig) \

5
{mokmol) N

T T
o 20 40

Temperatura (C)

Figura 1.4. Propiedades de las micelas de caseina a pH fisiologico en funcion de la
temperatura. Potencial electrocinético: w; o £ Porcentaje de P-caseina soluble en el

sobrenadante luego de una centrifugacion a alta velocidad. Voluminosidad (v) de las
micelas

La Figura 1.4 muestra que a bajas temperaturas la voluminosidad de las micelas es
alta y esto presumiblemente se debe a una proyeccion hacia el exterior de la caseina
B que provee una repulsion estérica adicional.'® La alta voluminosidad se puede

traducir en una baja constante de Hamaker y todo contribuye a una mayor

estabilidad a bajas temperaturas.
El valor absoluto del potencial electrocinético (y) (estimacién de Yo) €s mas

bajo a bajas temperaturas. Si analizamos esto con la teoria D.L.V.O. se podria
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predecir una pérdida de la estabilidad. Sin embargo, nos encontramos con un
aumento de estabilidad (aunque sea cuestionable la medicién de potencial en estas
condiciones) y una adsorcién de iones Ca”**disminuida. La explicacién probable
radica en el hecho de que el espesor de la capa de pelos produce que el plano de
corte donde se mide el potencial esté mas alla de la superficie micelar, es decir a
una distancia donde ya ha decaido considerablemente el valor del mismo.
Considerando nuevamente la informacion de la Tabla 1.6 respecto al marcado
efecto de la temperatura sobre la velocidad de agregacion de las MC bajo ciertas
condiciones, es necesario sefialar que esto ﬁo indica que las uniones hidrofébicas
son las responsables de mantener unidas a las micelas luego del contacto. Es
indudable que la fuerte repulsion estérica que se produce a bajas temperaturas por la

proyeccién de los pelos de 1a B-caseina tienen su origen en las uniones hidrofébicas

que ligan a la B-caseina y que en estas condiciones se encuentran debilitadas; pero
eso causa un aumento de la energia libre de activacion para la agregacion y no una
débil energia de union entre micelas. Esto se evidencia muy bien al observar los
valores del médulo de corte para geles obtenidos por accién enzimatica o acida, los

3738 Gi las uniones

cuales aumentan considerablemente a bajas temperaturas.
hidrofébicas fueran las responsables de mantener unidas a las micelas en los geles
estos modulos disminuirian e incluso los geles podrian disolverse.

En la seccién 1.3.2. (Integridad micelar) se describieron los cambios superficiales

producidos por tratamientos térmicos a temperaturas superiores a 70°C. Los

complejos formados entre la B-lactoglobulina desnaturalizada y la k-caseina de las
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MC producen cambios superficiales que modifican el componente estérico de las

mismas. Este punto sera analizado en este trabajo de tesis.

1.4 Coagulacién enzimitica:

Una de las causas de agregacion planteadas en la Tabla 1.6, especificamente la
causa 7., corresponde a la accion enzimatica sobre las MC. Desarrollaremos esta
causa (con sus aspectos cinéticos) como parte de un proceso mas complejo y muy
importante, cual es la coagulacién enzimatica de la leche.

La coagulacion enzimatica involucra tres pfocesos:

1) Hidrdlisis enzimdtica: la quimosina u otra enzima proteolitica escinde la porcion
macropeptidica de la k-caseina y genera micelas de para caseina (MpC).
2) Floculacion de las recién formadas MpC.

3) Formacion y desarrollo de la estructura de gel.

1.4.1 Hidrolisis enzimatica:

La hidrdlisis enzimatica es la primera etapa en la coagulacién de la leche. La
reaccion involucra la hidrélisis de la k-caseina para formar micelas para caseina
(MpC) y caseinomacropéptidos (CMP). La velocidad de la reaccién enzimatica se
determina por la liberacién de los CMP solubles® o por la formacién de para
caseina luego del agregado de enzima.*

La enzima habitualmente usada es la quimosina (a veces llamada renina), una

endopeptidasa que constituye el principio activo de la renina. Se sintetiza en el

27



Introduccion

abomaso (cuarto estomago) de los terneros jovenes como un precursor denominado
proquimosina o prorenina. La quimosina, al igual que otras endopeptidasas, escinde
especialmente el enlace Phe-Met de la caseina x, es decir el enlace entre el resto
105 de la fenil alanina y el 106 de la metionina. Es una reaccién relativamente
rapida, también se escinden los péptidos mas pequefios que tienen ese mismo enlace
pero lo hacen a mucho menor velocidad. La para caseina es insoluble en el suero
lacteo aﬁn en ausencia de calcio, pero las micelas de para caseina, es decir en
presencia de las otras caseinas, pueden mantenerse en suspensién. Los CMP en
cambio son muy solubles y no forman asociaciones; en el suero se presentan como
una estructura extendida casi como un rollo al azar. Los CMP son muy
heterogéneos en cuanto a su contenido glucidico. A los macropéptidos ricos en
grupos glucidicos se los denomina glicomacropéptidos (GMP); se han planteado
técnicas analiticas para diferenciarlos del otro grupo pobre en componentes
glucidicos.

La reaccion de hidrélisis ha sido interpretada por una cinética de Michaelis-
Menten. La energia de activacion de esta reaccion se encontrd alrededor de 10
kecal/mol.* La velocidad es pH dependiente y alcanza un maximo cerca del pH 5.6.
La ecuacion de velocidad no es sencilla debido a que la enzima reacciona o se une a

otros péptidos.
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1.4.2 Floculacién de las micelas de para caseina MpC):

Luego de la hidrdlisis de la x-caseina se produce la floculacioén de las MpC. Estas
micelas “peladas” han perdido la accién estabilizante de la x-caseina. No obstante,
la accién enzimatica no destruye las micelas aunque cambie algunas de sus
propiedades: la voluminosidad media se reduce ampliamente, el valor absoluto del
Y disminuye aproximadamente en un 40%.°° Estos cambios disminuyen la

repulsion entre micelas; ahora pueden aproximarse mucho entre si y flocular.

50 Agregacién

T
0 20 40
Tiempo (min)

Figura 1.5. Esquema de las etapas de la coagulacion de la leche. Porcentajes del grado de
escision o hidrolisis de la k-caseina y de la agregacion de las micelas de paracaseina en
funcion del tiempo transcurrido luego de adicionada la renina. Varias procedencias.

Como se observa en la Figura 1.5 solamente floculan cuando se ha escindido la
mayor parte de la k-caseina. Esto concuerda con lo postulado por Walstra respecto a

que ain la presencia de un pelo puede causar repulsién, por lo tanto es necesario

escindir la mayoria (~ 60-85%) para que la floculacién ocurra.? El % es variable de
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acuerdo a los autores y a las técnicas utilizadas para detectar el avance de la
hidrélisis enzimatica."*°

Las fuerzas involucradas en mantener juntas las MpC floculadas no serian sélo
las de van der Waals, éstas serian muy débiles en las micelas pequefias (Ver
Apéndice 1. fuerzas atractivas). Existen pruebas de que estarian involucradas
interacciones electrostaticas entre los grupos cargados positivamente que quedan
expuestos luego de la hidrolisis; el bloqueo de esos grupos evita la coagulacion.'
Podrian estar involucrados enlaces hidrofobicos por la dependencia que existe con
la temperatura de la velocidad de coagulacién, pero sélo parcialmente (recordar lo
planteado en el tltimo parrafo de la seccion 1.3.3.). Una vez que las micelas han
floculado pierden su identidad, es decir se funden en unidades mayores. En la
region micelar posiblemente tiene lugar una redisposicion del fosfato calcico y entre
las MpC puede observarse una unién similar a la que ocurre entre las submicelas
para dar las micelas de caseina.

Luego plantearemos los aspectos cinéticos de esta segunda etapa.

1.4.3 Formacién y desarrollo del gel:

La floculacién de las MpC forma al principio agregados pequefios que tienen a
menudo una forma irregular y elongada. Luego los agregados se organizan en una
red con poros de unos pocos micrometros de diametro. Los glébulos grasos se
engloban en la red pero no forman parte de ella, a menos que tengan caseinas en la

superficie. Tan pronto como se organiza la red tridimensional se produce la
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gelificacion o, para utilizar un término mas comun, la coagulacién. En poco tiempo
el gel se hace mas firme, lo que implica la formacién de nuevos y mas enlaces entre
las MpC; este proceso continia con un empaquetamiento mas compacto: se ha
formado el codgulo. Luego se produce la expulsién de liquido (suero de queso)
desde el coagulo, es la denominada etapa de sinéresis.

La formacién de nuevos enlaces esta dificultada porque la rigidez de la red
esconde o protege los lugares reactivos de las MpC impidiendo que contacten unas
con otras. Probablemente antes de que se formen nuevos enlaces deben romperse
otros, una prueba es la poca tendencia a la-sinéresis por parte del coagulo. En la
practica se la favorece aplicando externamente gradientes de presion y cortes sobre
la cuajada. No obstante el centro de la cuajada presenta poca sinéresis y lograr el
equilibrio o distribucion homogénea de humedad requiere de mucho tiempo.

Hay factores propios de esta etapa que decidiran las caracteristicas del producto
final como por ejemplo: tamafio de las cubetas que contienen la cuajada, gradientes
de presion utilizados, tiempo de corte, etc.; pero hay otros factores que también
influyen ‘fueﬂemente y su accién comienza en las etapas anteriores (la enzimatica y
de floculacién). Ellos son: los niveles de Ca*', el pH, temperatura, fosfato de calcio
coloidal de las micelas, etc. Estos parametros se encuentran muy relacionados entre

si.
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En la Figura 1.6 se puede observar un esquema de las etapas de la coagulacion

enzimatica de la leche.

entrecruzamiento sinerésis

< - globulos de grasa
e =~ micelas de caseina

Figura 1.6. Ilustracion de las etapas de la coagulacion enzimatica de la leche. 1. Suspension
2. Floculacion 3. Gelacion. 4. Entrecruzamiento 5. Sinéresis.
1.4.4 Aspectos cinéticos de la floculacion:

En 1917 von Smoluchowski present6 lo que se recuerda como la teoria original
que describe la cinética de aglomeracion de particulas coloidales. Esta teoria predice
que la velocidad de disminucién de la concentracién en niimero de particulas
independientes (N) de una solucion seguiria una cinética de segundo orden, es decir
que:

ON() . ..
S = TN

1.1
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donde k, es constante de velocidad de segundo orden. Para el caso de particulas no
cargadas, en ausencia de repulsién, no interactuantes excepto cuando hacen
contacto (ver Apéndice), k; esta dada por la siguiente expresion:

_ 8k,T
3n

kO

2

1.2

donde kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y n es la
viscosidad del medio. Esta es la expresion que se le asigna a la floculacion rdpida
(ver apéndice) y plantea, sobre la base de un estado estacionario, la velocidad a la
cual dos particulas esféricas idénticas se encuentran una con otra cuando se mueven
por movimiento Browniano en un medio de viscosidad n. En el caso de situaciones
donde no se cumplan todas las premisas planteadas como por ejemplo, particulas no
esféricas o de distinto tamafio, etc. estas expresiones pueden cambiar (aunque no
significativamente).

Para muchos coloides el valor de la constante de segundo orden es mucho menor
que el planteado por la ec. 1.2. Este es el caso de las micelas de caseina. La
diferencia se atribuye, tal cual se planteara en el Apéndice I, a la existencia de un
impedimento o resistencia a la floculacién que origina una barrera de energia entre
las particulas y que evita el contacto de las mismas cuando difunden con
movimiento Browniano. Como se demostrara en el Apéndice, la expresion de k;
para particulas esféricas en estas condiciones esta dada entonces por la siguiente

expresion:
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k; _k

T W 1.3

o \' '

2R exp(i) x2dx
2R kBT

k, =

y esta expresion corresponde a la floculacion lenta.

En esta ecuacion R es el radio de la particula, x es la distancia, ® es la funcién de
energia potencial que describe la energia potencial de interaccién entre las
particulas y k,” es el valor limite de k, cuando ® = 0 (es decir en ausencia de
barrera) y estd dado por la ec. 1.2. Por otro lado W es el denominado factor de
estabilidad y su valor estd sefialando cuéanta dificultad existe para que ocurra el
fenémeno de floculacion; adopta el valor 1 cuando @ = 0 (es decir cuando no hay
barrera) y valores mucho mayores que 1 cuando existe una barrera de energia que se
opone al proceso.

Cuando desarrollamos las teorias que explican la estabilidad de los coloides en
general, para posteriormente aplicarlas a las MC, analizamos la complejidad en
conocer la dependencia del ® con la distancia. Mediante simplificaciones y
aproximaciones de la teoria electrostitica D.L.V.O. se obtuvieron algunas
expresiones, al menos para el potencial atractivo de van der Waals y el repulsivo
electrostatico. Se discutié mas cualitativamente el fenémeno de la repulsién estérica
debido a la presencia de pelos de k-caseina que actilan como porcién estabilizante.
En este caso, cuando se plantea la floculacién por previa accién enzimatica,
debemos evaluar la estabilidad de las MpC; la situacién y expresiones son

semejantes, excepto en algunas situaciones que iremos detallando oportunamente.
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La funcion de energia potencial, @, tiene (tal cual fuera discutido en el Apéndice)
tres componentes; un potencial atractivo,®,, debido a las fuerzas atractivas de van
der Waals, un potencial repulsivo electrostatico, ®@g, debido a la presencia de una

doble capa eléctrica alrededor de la particula y por dltimo un potencial estérico, ®g,
que puede ser atractivo o repulsivo de acuerdo a las condiciones y para el cual no
hay una expresiéon que lo refleje enteramente y correponde a los fenémenos
estéricos debidos a la presencia de los pelos de la k-caseina que se proyectan al
medio. Se podria plantear:
D= Dy + Dy + D 1.4

La determinacion de ese ®,, €s muy complicada en si misma y se agrava debido
al hecho de que cada componente va cambiando a medida que las particulas
interactian.

Si recordamos las expresiones de los potenciales, el atractivo resultaba asi:

_AR
12x 1.5

D, =
donde A es la denominada constante de Hamaker, R es el radio de la particula y x es
la distancia de separacion entre las mismas.

Para el caso de potencial repulsivo surgia:

D, z%sR\uf, exp(—x x) 1.6
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donde ¢ es la constante dieléctrica del medio, , es el potencial superficial de las

particulas, R y x fueron ya definidos, y « es la inversa de el "espesor" de la doble

capa eléctrica y tiene la siguiente expresion:

2
= 8ne"N, 1 17
1000k, T

donde e es la carga del electron, N, es el niimero de Avogadro, . es la fuerza iénica
, kp constante de Boltzmann y T la temperatura. A su vez u se puede expresar:

b= 1/23zM; 18
donde z; es la carga de los iones y M; es la concentraciéon molar de los mismos. La
Figura 1.7 muestra un perfil del potencial atractivo y repulsivo entre dos particulas

en funcion de la distancia.

¢nlh

A\

Figura 1.7. Perfil ilustrativo del potencial atractivo y repulsivo entre dos particulas en
funcion de la distancia.
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Para el potencial estérico no planteamos expresiones, el analisis fue amplio pero
siempre cualitativo.

Por lo planteado observamos que el ®,, depende (entre otras cosas) del vy, el
cual no es posible medir en forma directa, sin embargo se puede estimar con el
potencial electrocinético o potencial zeta, y,. Este es un potencial superficial
aparente de una particula cargada cuando se mueve en un liquido dentro de un
campo eléctrico. Fisicamente representa el potencial eléctrico en un plano de corte
en algun punto fuera de la superficie de la particula cargada. Numericamente es
menor que el yo pero es util como estimacién. (ver apéndice). Existen datos de
para MC y también para micelas de para x-caseina que son las que nos interesan en
el proceso de floculacion y reflejan una disminucién en el valor absoluto de ¢ de
un 40% luego de la accién enzimatica .*' Los . en el caso de micelas atacadas por
enzima (MpC) no son faciles de medir debido a que coagulan inmediatamente. Esto
se evita manteniendo, durante la determinacion, temperaturas bajas (< 10°C) donde
las MpC no coagulan, pero como el potencial también depende de la temperatura no
permite comparar con los valores correspondientes a las MC a otras temperaturas;
son sOlo estimaciones y tendencias.

El @, , también depende de la p del medio. Un aumento de la misma produce

una disminucion del espesor de la doble capa eléctrica alrededor de la particula, esto
permite un acercamiento mayor de las mismas y las fuerzas atractivas actuando a

corto rango producen la floculacion de las mismas. En principio esta seria la forma
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de actuar de la p en los coloides liéfobos, pero las MC y las MpC sufren cambios
ante el agregado de sales, hay cierta proyeccion de la B-caseina hacia el medio,
disolucién del calcio micelar etc., hechos que indudablemente causan un aumento
de la voluminosidad lo que implica una disminucién de la A (constante de Hamaker)
y en consecuencia disminucién de las fuerzas atractivas promoviéndose mayor
estabilidad. Si habra o no estabilidad depende de los valores de la p, de la sal
utilizada para conseguir esos valores, etc., estas cuestiones seran evaluadas en este
trabajo de tesis.

El ®@,¢, también depende de las diferencias entre el solvente y las particulas, esto
se refleja en los valores de la A y en consecuencia en el componente atractivo.
También depende de la calidad de solvencia del medio sobre los pelos lo que puede
analizarse a través de la estabilidad estérica y puede traducirse en repulsion o
atraccion entre las particulas.

Si las MC o MpC seran estables en un determinado medio depende de una serie
de interacciones que deben considerarse en cada caso en un intento por aclarar cual

de ellas predomina .
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1.5. Objetivos de la tesis:

El objetivo general fue estudiar, dentro de las propiedades fisicoquimicas, la
estabilidad de las micelas de caseina bovina luego de la accioén enzimatica.

Se plantea realizar el estudio a través de medidas de la velocidad de agregacion
(segunda etapa de la coagulacién enzimatica) y utilizando la turbidimetria como
técnica.

Para realizar lo propuesto se plantearon los siguientes objetivos parciales:

1. Poner a punto técnicas que permitan verificar la separacion de la etapa
proteolitica de la de agregacion. |

2. Desarrollar y optimizar técnicas que permitan caracterizar a las micelas de
caseina, antes de la accion enzimatica, en todas las condiciones propuestas para el
estudio. Estas técnicas incluyen estimar tamafio, forma, concentracion, etc.

3. Optimizar el uso de técnicas cinéticas que permitan obtener valores de la
velocidad de agregacion por medidas de turbidez.

4. Comprobar si la teoria de von Smoluchowski para la agregacion de particulas
coloidales limitada por difusion (DLA) se cumple en este sistema. Se plantea
evaluar la velocidad de agregacion frente a la concentracion de caseina, temperatura
y viscosidad del medio.

5. Preparar micelas de caseinas modificadas superficialmente y posteriormente
verificar si la teoria de von Smoluchowski se cumple en este nuevo sistema. Las

micelas de caseinas modificadas se plantea obtenerlas por calentamiento.
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6. Estudiar la velocidad de agregacion de las micelas con y sin modificacion frente a
otras variables que permitan obtener informacién de los mecanismos estabilizantes
de las mismas luego de la accion enzimatica. Se plantea evaluar:

*El efecto de iones monovalentes (Na*, K*, Li’, Cs").

*El efecto de la concentracion de Ca®* en el medio.

*El efecto del pH del medio.
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APENDICE: Estabilidad coloidal.

A.1 Coloides. Generalidades.

Definicién: Definir un coloide no es simple. En una solucién homogénea o
verdadera existe una mezcla de especies diferentes que se dispersan como
moléculas individuales y donde el tamafio molecular de los materiales es
comparable y generalmente no mayor a 1nm. Sin embargo, hay una gran cantidad de
sistemas donde una fase es dispersada en otra en unidades mucho mayores que las
unidades moleculares (clasicos soles) o sistemas donde el tamafio molecular del
material dispersado es mayor que el de la fase continua (por €j. una macromolécula
en agua). Tales sistemas se denominan coloides.

En general es un sistema consistente en una sustancia (la fase dispersada: solida,
liquida o gaseosa) "finamente dividida" y distribuida en una segunda sustancia (el
medio de dispersion o fase continua: sélida, liquida o gaseosa).

No hay un acuerdo total con respecto al tamafio de la fase dispersada para
establecer si se trata de un coloide. La bibliografia establece, en base a los casos,
para la expresion "finamente dividida" un rango de 1-1000nm, sin embargo hay
sistemas de tamafios mayores a 1000nm y son coloides por sus caracteristicas.

Hay moléculas de soluto que tienen dimensiones por si misma mayores a 1000nm
(por €j. macromoléculas) y que dispersadas en un disolvente forman un coloide, a

estos se los denomina: coloides obligados.
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Hay otros, lamados coloides de asociacion que consisten en un gran nimero de
unidades o moléculas que se asocian en un sistema dinamico constituyendo al
mismo tiempo un sistema coloidal y una solucidn, por ejemplo las micelas, bicapas,
vesiculas.

Ultimamente la definicién en uso seria "Si parece un coloide y actiia semejante a
un coloide es un coloide, despreciando cualquier otra restriccion”. **

Hay otros tipos de coloides y también coloides multiples (sistema con varios

tipos de coloides) en los que la complejidad crece de acuerdo al niimero de coloides

que lo constituyen.

Clasificacién: De acuerdo a la estructura de las fases surgen clasificaciones utiles
en el campo de los coloides.

La primera es la originada por la naturaleza de las fases: aerosoles (solidos o
liquidos dispersados en gas), emulsiones (liquidos dispersados en liquidos),
dispersiones coloidales (sélidos dispersados en liquidos), espumas (gases
dispersados en liquidos o sélidos), geles (liquidos en sélidos) y las suspensiones
solidas (solidos dispersados en sélidos).

Otra clasificacion muy conveniente es la establecida por Freundlich que clasifica
a los coloides de acuerdo a la afinidad de la fase dispersada por la fase continua.
Cuando no tienen afinidad por la fase continua se denominan coloides lidfobos y
cuando presentan dicha afinidad coloides lidfilos Si la fase continua es agua se

denominan hidrdfobos e hidrdfilos respectivamente. Estos tltimos podrian ser
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soluciones homogéneas o dispersiones coloidales (aqui toma importancia el tamafio

de las unidades dispersadas).

Tabla A.1. Caracteristicas diferenciales entre los coloides lidfilos y li6fobos.

LIOFILOS

LIOFOBOS

Admiten altas concentraciones de fase
dispersa.

Estables s6lo a pequeiias concentraciones
de fase dispersa.

No son afectados por altas
concentraciones de electrolitos.
Desestabilizados por altas
concentraciones (salting out).

Facilmente precipitados por bajas
concentraciones de electrolitos.

Estables a la dialisis (remocion de
electrolitos)

Inestables a 1a remocion de electrolitos
por dialisis.

Se dispersan reversiblemente luego del | Coagulan irreversiblemente por
secado por evaporacion. desecacion.
Coagulan dando geles. Coagulan dando granulos.

Efecto Tyndall y dispersion de la luz
débiles.

Efecto Tyndall y dispersion de la luz
fuertes.

Tensi6n superficial menor que la del
medio dispersante.

Tension superficial similar a la del medio
dispersante.

Viscosidad muy aumentada respecto
de la del medio dispersante.

Viscosidad poco aumentada respecto de
la del medio dispersante.

Estabilidad: La etapa siguiente a la definicién de un coloide es establecer que se

entiende por estabilidad e inestabilidad del mismo.

En este punto es 1til la clasificacion en liéfobos y liéfilos. A estos altimos Kruyt

(1952) los denomind reversibles debido a la facil redispersion que presentaban en

el caso de una separacion de fases.

A los liéfobos en cambio los denominé

irreversibles por presentar el efecto opuesto, es decir no se redispersan facilmente

una vez separados. Esto esta indicando que la dispersion de un coloide liofilo es

espontanea mientras que la de un liéfobo no lo es. En términos termodinamicos, un
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sistema espontaneamente tendera a alterar su condicién (quimica y/o fisica) en un
esfuerzo por llegar a la condicion de minima energia libre total. Esto sin mencionar
la rapidez con que ocurrira la transformacion o si el sistema pasara por estados

intermedios o de configuracion metaestable.

Estabilidad de coloides lidfilos: La dispersion de un coloide liéfilo o reversible en
un disolvente adecuado implica una disminuciéon de la energia libre (proceso
espontaneo) para obtener un sistema (coloidal) que sera termodinamicamente
estable. En este caso son importantes las interacciones de las moléculas de la
sustancia dispersada (alguna macromolécula por ej.) con las del dispersante en el
seno de la solucion.

Estos sistemas suelen estudiarse, desde el punto de vista termodinamico, con
enfoques similares a los utilizados para soluciones verdaderas. Los cambios de
energia libre, entalpia y entropia que se producen en el proceso de solubilizacion de
una macromolécula en un disolvente dado pueden calcularse de diversas
maneras.***-%647 yarias teorias (del desarrollo del virial, de Flory y Huggins, etc.)
desarrollan el calculo de po y W, potenciales quimicos del disolvente y del soluto
respectivamente, a través de distintos modelos propuestos para la disolucion. Para
concentraciones en las que po < po’, donde o’ es el potencial quimico del
disolvente puro en las condicones de trabajo, la macromolécula sera soluble dando

un solucién coloidad estable. Para concentraciones en las que po > po° el exceso de
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soluto por encima de una concentraciéon S; se separara como soluto solido. S, esla
llamada solubilidad de la macromolécula en el disolvente considerado.

La solubilidad es funcién del sistema disolvente, constituido por el disolvente
mismo y otros solutos tales como sales desnaturalizantes, etc., denominados
cosolventes. Timasheff y colaboradores expresan la calidad del sistema disolvente a
través del paramétro de interaccién preferencial. ***

Cuando los valores de este parametro son negativos, es decir que el agregado de
cosolvente esta provocando un aumento de po, ese cosolvente sera excluido de la
superficie proteica con la consiguiente hidratacién preferencial de la misma. Estos
cosolventes en alta concentracion son utilizados como precipitantes de las proteinas
globularés (salting out). Los ejemplos para este caso lo constituten los aziicares
(glucosa, sacarosa), glicerol y otros polioles, aminoacidos, sales neutras (en
concentraciones de 1 hasta 4M). La exclusion puede deberse a distintas causas que
dependen de si el cosolvente es inerte con respecto a la superficie proteica
(exclusion estérica o por efectos sobre la tension superficial del agua) o si reconoce
sitios quimicamente particulares en la superficie de la cual es rechazado (efecto
solvofébico o por repulsion de cargas). Los cosolventes precipitantes de las
proteinas globulares presentan la caracteristica comin de que a bajas
concentraciones producen, debido a la mencioanda hidratacion preferencial, una
estabilizacion de las estructuras nativas de las mismas.

Cuando los valores del parametro de interaccién preferencial son cercanos a cero

o pequeiios, es decir que el agregado de cosolvente no provoca cambios importantes
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de po, ese cosolvente no produce separacion de fases, mas bien colabora (atin a
concentraciones bajas) con la solubilizacion de la proteina (salting in). Ejemplos de

este grupo son el KSCN, MgCl,.

Estabilidad de coloides liéfobos: En el caso de un coloide liofébo o irreversible la
dispersion se lleva a cabo con un aumento de energia libre. La asociacion de sus
particulas o separacién de fases progresa con disminucién de la energia libre
(proceso espontaneo). Esta asociacion puede ser no deseada y se puede prevenir
imponiendo (por algin mecanismo) una barrera que evite la transformacién de
manera que el sistema permanezca en un estado metaestable por algiin tiempo que
resulte util o vital para alguna aplicacion.

En un coloide liofobico, la energia necesaria para la transformacién de estados
estd dada por las colisiones al azar de las particulas coloidales o moléculas en el
medio de dispersion, este es el denominado movimiento browniano. La energia
traslacional promedio (por particula) debida a este mecanismo es 3/2 kg T, siendo kg
la constante de Boltzman y T la temperatura, resultando la energia a temperatura
ambiente (298K) para una particula promedio de ~ 5 x 107 J. Para dos particulas
colisionando la energia promedio involucrada es ~ 1072°J.

Si entre las particulas existe una barrera de energia equivalente a unos n kgT, la
probabilidad de colisiones con suficiente energia como para superar la barrera
estara en relacion al valor de m, es decir, a mayor valor de m menor es la

probabilidad de que dos particulas hagan contacto. A los fines practicos, un valor
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de n=10 es habitualmente citado como representante de un coloide considerado
estable. Por el contrario, si una barrera es disminuida a un valor de n cercano a uno
sera inducida la inestabilidad.

Hasta ahora las definiciones fueron en términos de estados energéticos sin
considerar los tiempos, es decir la cinética de los procesos.

A los fines practicos el término metaestable puede confundir. Habitualmente se
describe a un coloide como estable si permanece en un estado energéticamente
metaestable por un tiempo arbitraria o funcionalmente fijado y se considera
inestable si el sistema comienza a perder propiedades coloidales (por ejemplo grado
de dispersién o tamafio, etc) antes que el tiempo predeterminado haya pasado. No
necesariamente tiene que llegar al estado termodinamicamente estable que seria la
separacion de fases e intimo contacto entre las unidades dispersadas.

Pero estos términos también son relativos y deben ser utilizados en el contexto de
una aplicacién. Es decir, un coloide puede mantener sus caracteristicas por 2 dias y
ser considerado estable mientras que otra aplicacién puede requerir un minimo sin
cambios de 2 afios y ser por lo tanto inestable en el caso anterior.

En este punto es necesario establecer como esta formada la barrera de energia
que permitird establecer la estabilidad de un coloide liofébico. Son dos los
componentes principales que deciden la intensidad de la barrera y ellos son las

fuerzas atractivas y las fuerzas repulsivas.
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A.2 Fuerzas atractivas:

Dos particulas coloidales de la misma composicion se atraen entre si por una
serie de interacciones que en forma general se denominan fuerzas atractivas de Van
der Waals. Las principales interacciones involucradas en estas fuerzas son las
siguientes: dipolo permanente-dipolo inducido (ecuacién de Debye), dipolo
permanente-dipolo permanente (ecuacion de Keesom) y dipolo inducido-dipolo
inducido (ecuacién de London). Tienen siempre signo negativo y la intensidad de
las mismas depende de la distancia con la inversa de la sexta potencia. Cuando la
distancia entre los centros de las dos particulas es igual al diametro de las mismas
toman importancia fuerzas repulsivas, de signo positivo, cuya intensidad depende
de la distancia con la inversa de una potencia variable entre la 9-15 y que por
razones matematica se usa con la doceaba potencia. El efecto combinado de las
fuerzas atractivas de van der Waals y las fuerzas repulsivas a distancias atémicas se
puede expresar por la ecuacién de Lennard-Jones:*

Fa = & x1? —Bx™® Al
S1i consideramos dos esferas iguales de radio R separadas a una distancia x, siendo x
<< R, la‘ energia de atraccion asociada a estas fuerzas varia con la distancia de

separacion entre las mismas con la siguiente expresion:

__AR
A 2% A2
siendo A la constante de Hamaker. Esta constante puede expresarse asi:
2 A3
(2
M
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Siendo (pNa/M) el niimero de moléculas en la particula por cm’ y P una constante
que representa la suma de varias constantes de las ecuaciones de Debye, Keeson y
London que son las tres interacciones principales englobadas dentro de la
denominacién de Van der Waals. Obtener el valor de A no es facil, si se puede
evaluar cudles son las interacciones que mas predominan (Debye, Keeson y/o
London), estimar la polarizabilidad y obtener ciertas aproximaciones ftiles. Es un
parametro propio de la particula en el medio dispersante en estudio.

Si la energia de atraccion planteada es del orden de kT o menor, el movimiento
browniano es suficiente para mantener separadas las particulas, pero si la atraccion
es mucho mas fuerte debe existir una barrera energética, originada por alguna fuerza
de repulsion, que evite el contacto permanente entre las particulas para asegurar la

estabilidad del sistema.

A. 3 Fuerzas electrostaticas repulsivas:

La adsorcion de iones o la ionizacion de los grupos de la superficie de una
particula le proporcionan carga eléctrica, la superficie posee entonces un potencial
electrostatico . Esto determina una fuerza de repulsién entre las particulas que
tienen un o del mismo signo, la fuerza aumenta al hacerlo el valor absoluto de .
La repulsion previene un acercamiento demasiado intimo de las particulas. La carga,
al igual que el y, y las fuerzas de repulsion, depende en gran parte del pH.

La fase acuosa que rodea a las particulas contiene siempre iones y los de carga

opuesta a la particula (contraiones) se acumulan cerca de la superficie protegiendo
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la carga. Cuanto mayor es la proximidad a la superficie mayor es la concentracion
de contraiones, esta capa se denomina doble capa eléctrica o capa difusa. Son
muchas las teorias que explican la dependencia del potencial eléctrico con la
distancia a través de esta capa hasta el seno de la solucién, sin embargo se podria
considerar en este caso la aproximacién de Debye-Hiickel que surge de la ecuacién
de Poisson-Boltzmann y que tiene la siguiente expresién:>

Vv = Yo exp (-Kx) A4
siendo y el potencial, y, el potencial en la superﬁcie de la particula, x la distancia y
x el denominado parametro de Debye que luego ampliaremos. Esta aproximacion se
utiliza s6lo a potenciales bajos, lo que representa para un ién monovalente y a 25°C
un valor mas o menos cercano a 25 mV. Esta expresion satisface dos situaciones
limites importantes que son: cuando x— 0 (superficie de la particula) y—y, y
cuando x—» o (seno de la solucion) y — 0.

De la aproximacién de D-H surge un parametro importante: x. De acuerdo a la
ecuacion A.4 se puede deducir que siendo (x x) adimensional « debe tener
unidades inversas de longitud, por lo tanto k' tiene unidades de longitud y es el
denominado en forma imprecisa "espesor” de la doble capa, este parametro es muy
importante y todas las distancias son juzgadas en funcién de si son mayores o
menores que K.

Sabiendo que « tiene la siguiente expresion:

o |4m e’y zn, A5
ek,T
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siendo e la carga del electron, z; la carga del electrolito, ny el nimero de iones en el
seno de la solucion, € la constante dieléctrica, kg la constante de Boltzmann y T la
temperatura, es muy importante analizar la dependencia de k con la concentracion e
incluso con la valencia de los electrolitos en solucion. Esta expresion puede
reescribirse si relacionamos n; con la concentracion molar de electrolito de acuerdo

a la siguiente expresion:

. M.N, A6
' 1000

siendo M; la concentracién molar de electrolito y N, el nimero de Avogadro, y

sabiendo ademés que la fuerza i6nica () tiene la siguiente expresion:

A7
h=iyzM,
25
la ecuacion A.5 resulta
_ [4ne’N,Yzin,, _ [8me’N,p A8
1000ek,T 1000k, T

Esta expresion muestra la relacion entre el "espesor” de la doble capa y la p del
medio (concentracion y valencia de los iones). La Figura A.1 muestra estas
relaciones.
El "espesor" varia inversamente con la valencia de los iones (z) e inversamente con
la concentracion de los mismos. Estas conclusiones seran luego analizadas en el
contexto del trabajo a desarrollar.

La fuerza io6nica (p) se determina habitualmente con facilidad, pero no el

potencial superficial (o). Si puede medirse el potencial electrocinético o potencial
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zeta () dejando que las particulas se muevan en un campo eléctrico, pero al
moverse toman parte de solvente y el plano de deslizamiento al que se mide el
potencial estd a una distancia desconocida de la superficie, por eso el y, resulta
menor que el o, no obstante suele usarse como una estimaciéon teniendo en cuenta

sus limitaciones.

08
electrolito 1-1

<=

1 1
20 40 80 80 100 120

Figura A.1. Fraccion del potencial de la doble capa en funcion de la distancia de acuerdo a
la aproximacion de Debye-Hiickel. (A) Curvas para un electrolito 1-1 a tres concentraciones
diferentes. (B) Curvas para electrolitos simétricos a una dada concentracion (0.001M) con
tres valencias diferentes

A. 4 Teoria D.L.V.O:
Hasta aqui se plantearon por separado los dos tipos de fuerzas involucradas en la

estabilidad de un coloide li6fobico. La teoria D.L.V.O. (Deryagin, Landau, Verwey
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y Overbeek ) estudia los efectos combinados de la repulsion electrostatica y de la
atraccion de Van der Waals.

En esta teoria se calcula la energia necesaria para acercar dos particulas desde el
infinito hasta una dada separacion entre ambas. Nuevamente nos encontramos con
una
gran namero de expresiones, en este caso, del potencial de interaccion, de acuerdo a
si se trata a la particula como un carga puntual, un plano o una esfera.

Teniendo en cuenta lo expuesto en fuerzas repulsivas, para valores bajos de
potencial, dos esferas de radio R y a una separacion x entre particulas tal que x<<

R, la energia de interaccion electrostatica tendria la siguiente expresion:

@, ~—eRy, exp(-k x)

N |

A9
En las mismas condicione, la energia atribuible a la atraccién de Van der Waals es
(ecuacion A.2.):

_AR
A 12x

Analizando cada expresion de @ surge lo siguiente:

Cuando x — 0 (superficie de la particula) ®x— constante y ®p—> —

Cuando x — « (seno de la solucién) ®p y ®p—> 0 con ®p disminuyendo mas
rapidamente. Esto muestra que la atraccion predomina a muy corta y largas

separaciones y en situaciones intermedias deben ser considerado las dos

contribuciones.
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La interaccion neta sera:
(Dneta = (DR + (DA A.10
Reemplazando en la ecuacion A.10 las expresiones de las ecs. A.9 y A.2 resulta:

1 AR A.11
@, == Rylexp(- —(———)
e = 5 RS exp(—rx) -| —

Esta expresion esta representada en la Figura A.2 en forma cualitativa.

d) neta

ér

Figura A.2. Perfil ilustrativo del potencial atractivo y repulsivo entre dos particulas en
funcion de la distancia.
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Puede observarse un maximo y dos minimos, aunque alguno de estos puede a
veces ser imperceptible si hay un amplio predominio de alguna de las
contribuciones.

La altura del maximo (medido desde @ = 0) representa la barrera de energia. El
minimo mas profundo es el 1lamado minimo primario y el menos profundo minimo
secundario. La profundidad se mide desde @ = 0. La atraccién predomina a grandes
separaciones, es decir que el minimo secundario, aunque generalmente estd
presente, este suele ser poco profundo.

Ahora podemos considerar las implicancias de la curva de energia potencial
(Figura A.2) sobre dos particulas que se aproximan una con otra por medio de la
difusion:

1. Si la barrera no esta presente o su altura es despreciable comparada con la
energia térmica (k7)) las particulas "caeran” al minimo primario, es decir contactaran
y permaneceran juntas. El sistema ha floculado y es inestable.

2. Si la altura de la barrera de energia es apreciable comparada con la energia
térmica (~ 10 k7") las particulas no contactaran y el sistema sera estable.

3. Pueden existir situaciones en los que ocurra floculacién en el minimo
secundario (es decir a cierta distancia una de otra), pero los fldculos formados
pueden separarse con facilidad, es decir que la floculacién es reversible, esto no
sucede cuando la floculacién ocurre en el minimo primario, de alli que en este

ultimo caso se la denomine coagulacion.
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4. En forma general y aproximada, la altura de la barrera determina si el coloide

sera estable o suftira floculacion.
De la ecuacion A.11 podemos ademas obtener algunas consideraciones mas
cuantitativas. Analizaremos los efectos del potencial superficial (y,), el contenido

de electrolitos a través de k y la constante de Hamaker (A).

1. Efecto del wo: La Figura A.3 muestra el efecto de variacién de w, sobre la
energia potencial total de interaccion cuando el valor de A y x son mantenidos
constantes. La altura de la barrera incrementa con el incremento de los valores de

lo cual resulta razonable si pensamos que esto estd aumentando la repulsion entre
las particulas. Este parametro es dificil de obtener, suele usarse como una
estimacion el valor del potencial electrocinético que como ya comentamos es

numéricamente menor que .

% 257ms

&, (unidades kT)
)

K
o
L]

0 20 36 40 S0 & 70 80
x (A

Figura A.3. Potencial neto (®,) en funcion de la distancia. Curvas obtenidas con
diferentes valores de y, manteniendo valores constantes de (107cm'1) y A (2x107 ergios).
Unidades de la ordenada: multiplos de kgT a 25°C.
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2. Efecto de la concentracién de electrolito: esta variable se puede evaluar a través

de la fuerza i6nica (1) que se relaciona con el "espesor" de la doble capa (k) por
la ecuacion A.8. Como ya expresaramos x depende de la concentracion y la
valencia de los iones inertes o indiferentes del sistema. La Figura A.4 muestra como

afecta a la @, la concentracion de electrolito 1:1 cuando se mantienen constante

el Yoy A.

30F

. (unidades kT)

250 500 750 1000
s (A)

Figura A.4. Potencial neto (@) en funcion de s (separacion entre las superficies), para
dos esferas de igual radio. Curvas obtenidas con diferentes valores de x manteniendo
valores constantes de de A (10" %ergios) y v, (25,7mV)

Para concentraciones menores que 10° M (x =3 x 10 ° o mayores) existe una

barrera de energia considerable, pero a concentraciones mayores (entre 107 y 1072
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M), el espesor (¥ ) disminuye, en consecuencia disminuye considerablemente la
barrera, las particulas han disminuido su repulsion y este coloide pasara de
dispersién estable a coloide floculado. Esta variable es muy facil de modificar de
modo que es muy utilizada para "manejar" la estabilidad de un coloide.

La teoria D.L.V.O. tiene expresiones cuantitativas para calcular la concentracion
de un electrolito inerte necesaria para producir la floculacién de un coloide
liofobico, es la denominada concentracion de floculacién critica (CFC). Esta
concentracion esta relacionada en forma inversa con la sexta potencia de la valencia
de los iones. Es una regla empirica de principios de siglo y que la teoria D.L.V.O le
di6 formulacién, la regla de Schulze-Hardy. A mayor valencia de los iones y
manteniendo la concentracién constante, menor es la CFC.

3. Efecto _de la constante de Hamaker (A): De los parametros variables de la

ecuacion de ., este es uno sobre el que no se tiene demasiado control, su valor
esta determinado por la naturaleza quimica (diferente polarizabilidad) de la fase
dispersada y la fase continua. Su efecto se muestra en la Figura A.5 mientras se
mantiene constante los valores y, y x. Como era de esperar al incrementar los
valores de A la altura de la barrera disminuye y la profundidad del minimo
secundario incrementa. Esto es razonable si pensamos que un valor alto de A
implica mayor atraccién (a corta y larga distancia) y se reflejara en un descenso de

la barrera y mayor inestabilidad del coloide con respecto a la floculacion.
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16 20 30 40 50 60
X (A)

Figura A.S. Potencial neto (®,,) en funcion de la distancia. Curvas con diferentes valores
de A manteniendo valores constantes de o (103mV) y de « (10’cm™). Unidades de la
ordenada: multiplos de kgT a 25°C.

Por lo descripto se puede inferir que existen mecanismos para disminuir o
aumentar la barrera, incluyendo cambios de temperatura, que pueden o no ser
significativos dependiendo de la naturaleza de la barrera, propiedades de los
solventes, composicion de electrolitos, etc.

Aunque la teoria D.L.V.O. predice adecuadamente la estabilidad de muchos
coloides liéfobos, en el caso de las micelas de caseina tiene serias dificultades.

Existe un tercer componente involucrado en la estabilizacion de algunos coloides

que no estd contemplado en la teoria D.L.V.O. pero que es motivo de estudio
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debido a que permite explicar gran cantidad de situaciones no contempladas por la
teoria electrostatica. Es especialmente 1itil en el caso de las micelas de caseina y por

lo tanto lo desarrollaremos. Se trata de la estabilidad estérica.
A. 5 Estabilidad estérica:

A.5.1 Generalidades. Definicién.

La estabilizacion de coloides por la presencia de polimeros fue utilizada desde
hace miles de afios, sin embargo, atin hoy, no hay una teoria que permita calcular la
energia de interaccion cuando las fuerzas repulsivas tienen este origen.

La estabilidad es impartida por la presencia de cadenas moleculares poliméricas
que se adsorben, o adhieren, sobre la superficie de la particula. Si las particulas se
aproximan unas con otras, por movimiento browniano, las zonas que presentan
cadenas sobresalientes pueden penetrar unas en otras o comprimirse entre si, pueden
incluso reaccionar quimicamente si las condiciones son favorables y esto origina
una serie de interacciones que cuando son repulsivas traen como consecuencia una
estabilizacion del sistema coloidal. Si los polimeros adheridos son polielectrolito
pueden impartir estabilidad por un combinacion de mecanismos electrostaticos y
estéricos, es la denominada estabilizacion electroestérica muy utilizada en la
industria.”! La presencia de polimeros libres en solucién también puede influir en la

estabilidad coloidal, es la denominada estabilizacién por deplecion.’!
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Se ha demostrado experimentalmente que los méjores_ estabilizadores son bloque
anfipaticos o copolimeros injertados. Deben consistir en, por lo menos, dos
segmentos quimicos unidos, donde uno de ellos sea soluble en el medio de
dispersion mientras que el otro sea insoluble. Este ultimo haria de ancia )
amarradura y sirve para sujetar la porcion soluble a la superficie de la particula.
(Figura A.6). La cadena soluble que se proyecta lejos de la superficie es la
responsable de la repulsién y como consecuencia de la estabilidad, de alli que se la

denomine porcidn estabilizante.

Figura A.6. Representacion esquematica de la estabilizacion estérica por un copolimero
anfipatico.

La estabilidad estérica es 6ptima cuando la superficie de la particula esta
totalmente cubierta por el copolimero anfipatico. Cuando dos particulas se
aproximan por movimiento browniano y las porciones estabilizantes de una repele

las porciones de la otra se observa estabilidad. Estas fuerzas repulsivas pueden ser
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contrarrestadas por tres mecanismos: 1. desorcion de las cadenas desde la
superficie, esto es evitado si la porcion que actiia de anclaje estd incorporada en el
polimero estabilizador anfipatico. 2. movimientos laterales de las cadenas
estabilizadoras. 3. uniones entre particulas a través de las cadenas estabilizantes de
una en la superficie de la otra. Estos dos ultimos puntos se evitan si la superficie
estd totalmente cubierta por el polimero. Cuando estos tres mecanismos son
excluidos la estabilidad impartida por el polimero es 6ptima y la fuerzas generadas
en la zona de interaccion son contrarrestadas con la difusion de las particulas, cada
una con su capa estérica asociada, y siempre distantes una de otra.

Ahora debemos analizar los factores termodinamicos que limitan esta estabilidad
cuando se han cumplido las condiciones anteriores. Se ha demostrado
experimentalmente que en estos casos la estabilidad se torna independiente de la
naturaleza quimica del polimero de anclaje, de la naturaleza y tamafio de las
particulas y de su concentracion en namero. Esto tiene excepciones, especialmente
cuando se trata de particulas muy grandes con cubiertas muy delgadas.’’ El limite
termodinamico de estabilidad estaria, en principio, relacionado con la naturaleza
quimica de la porcion estabilizante y el medio de dispersién. La inestabilidad puede
ser inducida por disminucion de la capacidad solvente del medio de dispersion sobre
las porciones extendidas y esto puede realizarse por tres mecanismos: cambios de
temperatura, incrementos de presion y agregado de un no-solvente miscible. El paso
de dispersion estabilizada estéricamente a floculacion ocurre bruscamente y se

denomina punto critico de floculacion (CFP) y puede ser originado por cambios de
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temperatura (CFT), por presion (CFP) o por cambio de solvente (CFV). En el caso
de la temperatura, la floculacion puede inducirse por aumento o descenso de la
misma, surgen asi un punto critico de floculacién superior (upper) ¢ inferior (lower)
respectivamente (UCFT y LCFT).

La cuestion seria poder identificar estos puntos de alguna manera. Esto se ha
logrado en muchos sistemas, independientemente de como se induce la floculacion.
Ese ll'mité termodinamico en forma practica esta dado por el punto 6 o punto Flory
de la porcion estabilizante libre en el medio de dispersion. Existe una gran

correlacion entre los puntos 0 y los puntos de floculacion critica.

A.5.2 Punto 0 en moléculas de polimeros:
En forma analoga a la ecuacion para gases ideales se puede plantear para una
solucién de polimero la ecuacion de van't Hoff de presion osmotica.

IT RT A12

siendo IT la presion osmotica a la concentracion ¢, del polimero y (M,) el peso
molecular promedio en namero. Esta ecuacién se cumple para una solucidén de
moléculas pequefias y a dilucion infinita para grandes moléculas de polimeros. Al
igual que para los gases hay desvios negativos y positivos de la idealidad. En un
"buen solvente” (es decir solventes donde las interacciones entre el polimero y el
solvente estan muy favorecidas comparadas con los contactos solvente-solvente y

polimero-polimero) las cadenas de polimero se repelen unas con otras. El volumen
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excluido es finito, la concentraciéon de cadenas es mayor que lo esperado para un
volumen excluido cero y se produce una desviacion positiva de la idealidad. (Figura
A.7). En el caso de un "solvente pobre" donde los contactos de polimero-polimero
estan enérgicamente favorecidos se produce la asociacion de las moléculas de
polimeros y siendo la IT una propiedad coligativa, la asociaciéon lleva a una
disminucion de las especies osmoticamente activas en solucion y se produce un
desvio negativo de la idealidad (Figura A.7) No obstante se puede encontrar una
temperatura a la cual la “solvencia” sea tal que haya un comportamiento ideal de la
I1, aunque sélo sea a concentraciones bajas del polimero. Esta es la denominada
temperatura 6. (Figura A.7). A esta temperatura, las interacciones atractivas y
repulsivas se balancean unas con otras, esto implica que las cadenas poliméricas
contactan sin producirse cambios en la energia libre de Gibbs. Este punto representa
la transicion para la interaccion segmento polimérico-solvente: los segmentos pasan

de la repulsion mutua a la atracciéon mutua.

11/¢y Buen Solvente

/ Punto 0

Solvente pobre

RTi<Mn>

»

Concentracion de Polimero

Figura A.7. La presién osmotica reducida de un polimero en solucién en funcién de su
concentracion en distintos solventes. Bueno, pobre y 0 solventes.
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A.5.3 Implicancia del punto 0 en la estabilizacién estérica:

Por lo planteado hasta este punto es razonable pensar que las porciones
estabilizantes para impartir estabilidad al coloide deben necesariamente ser
repulsivas y esto requiere que el medio de dispersién sea un "buen solvente".
Cuando la solvencia del medio es disminuida la repulsién también disminuye. En
solventes peores que los solventes 6 , las porciones "estabilizantes" llegan a ser
mutuamente atractivas y son las responsables de inducir la floculacion en las
dispersiones coloidales estabilizadas estérigamente. Solamente cuando la capa
estérica es muy delgada y las particulas son muy grandes, las fuerzas atractivas de
van der Waals son las que causan la floculacién.”

Finalmente vemos que los puntos 6 dependen solamente de la naturaleza quimica
del polimero y el solvente en cuestion, esto permite inferir que serfan
independientes del peso molecular del polimero® y los puntos criticos de
floculacion también lo serian. Tanto en polimeros mono o polidispersos en peso
molecular, se confirma lo expuesto, esto no significa que la magnitud de la
repulsion estérica sea independiente del PM, mas bien implica que los factores

termodinamicos de control de la inestabilidad son insensibles al mismo.

A.5.4 Bases termodindmicas de la estabilizacién estérica:
La dependencia con la temperatura de la estabilidad estérica permite plantear los
factores termodinamicos que la controlan. En principio las dispersiones

estabilizadas estéricamente pueden flocular por aumento o descenso de temperatura.
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Cuando dos particulas estabilizadas sufren colision Browniana hay un cambio en la
energia libre de Gibbs (AGg) de las particulas que se puede plantear en términos
entalpicos (AHy) y entrépicos (ASr) de la siguiente manera:

AGr = AHy — TASy A.13
Para que una particula cubierta por el polimero sea estable el AGr debe ser positivo

o al menos no negativo. Esto origina una serie de combinaciones que se exponen en
la Tabla A.2.

Hay tres tipos de estabilizacion: entdipica, entrépica y combinada o entalpica-

entropica. El nombre se atribuye de acuerdo a cual es la contribucion dominante en

el AGg.

Tabla A.2. Combinaciones posibles de los componentes termodinimicos de la

estabilizacion estérica.

AGF AHp ASg |AHE}/ |TASE| Tipo de Floculacion
estabilizacion
>0 + + >1 Entalpica Calentando
hasta UCFT
>0 - - <1 Entrépica Enfriando
hasta LCFT
>0 + — <1 Combinada: no accesible
entropica-
entdlpica

Cuando el AGr pasa de positivo a negativo la dispersion pasa de un regimen
estable a una floculacidon incipiente. Si la temperatura es la responsable de ese

cambio en el AGy se la denomina temperatura critica de floculacién (CFT). El
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cambio puede darse por un aumento o descenso de la temperatura de acuerdo al
signo de

A.14
08Gy _ g
oT

Si AGg es creciente con la T habra una CFT superior (UCFT) y corresponde a una
estabilizacion entalpica, en el caso opuesto habra una CFT inferior (LCFT) y sera
una estabilizaciéon entropica. Los coloides estabilizados por estabilizacion
combinada no pueden ser floculados a una temperatura accesible, sin embargo los
cambios de T pueden convertirla en estabilizacion entrépica o entalpica y hacerlos
asi suceptibles a la floculacion. La Figura A.8 plantea un esquema de lo expuesto.

oot Punto g

Figura A.8. Representacion esquematica de diferentes tipos de estabilizacion estérica sobre
un diagrama entalpia-entropia

La pendiente corresponde a AGr = 0 y representa por lo tanto los puntos 0 de las

porciones estabilizantes y el limite entre la estabilidad y la inestabilidad. Notar que
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no se puede pasar de una estabilidad entalpica a una entrépica sin pasar por una
combinada, de manera que un sistema que tiene UCFT y LCFT necesariamente
debe tener estabilidad combinada en algun rango de temperatura.

Para entender los procesos microscopicos que generan la repulsion estérica
resulta indispensable recurrir a la mecénica estadistica y sus teorias que describen la
termodinamica de los polimeros en solucién. La teoria mas utilizada en estos casos

es la Teoria de Flory-Huggins que expondremos en forma simplificada.

A.5.5 Teoria de Flory-Huggins:

Al mezclar un polimero con el disolvente se puede plantear una energia libre de
mezclado (AGy) :

AGym = AHy — TASy A.15
donde AHy es el término entalpico llamado de disimilaridad de contacto y que
representa las diferencias energéticas entre los diversos contactos: 1-1, 1-2 'y 2-2 (1
representa el solvente y 2 al soluto) y ASy es un término combinatorio que se
puede calcular a partir del concepto de volumen libre.

Se puede demostrar (considerando que la fraccion de volumen libre del soluto es
igual a la del disolvente) que la variacién combinatoria de entropia en el mezclado
es:

ASy == k(n; Inv; + nyIn v,)>0 A.16
siendo n; y n; el namero de moléculas de solvente y soluto respectivamente y v, y

v, las fracciones de volumen respectivos.
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La entalpia de mezclado se considera como una reaccion cuasi quimica entre los
contactos disimilares entre disolvente y entre segmentos de soluto:
1—1+2—2— 2(1—2) A7
Para estos contactos se define el parametro ; tal que kT es la diferencia de
energia de una molécula de disolvente inmersa en polimero puro comparada con una
molécula de disolvente en disolvente puro. Resulta finalmente que:
AHy =nyvoy KT A.18
y quedando
AGu = kT(nyvyy; + nylnv; + nylnvy) A19
Para solventes no acuosos el término y; es a menudo positivo correspondiendo a un
mezclado endotérmico por lo tanto el término de disimilaridad de contacto se opone
al mezclado. Los otros dos términos son negativos y promueven el mezclado. Si
pensamos que el PM del polimero es muy elevado n, resultara pequefio y el término
dominante en el mezclado sera n;klnv;. Esto nos permite evidenciar que la principal
razén por la cual el polimero y el disolvente se mezclan es el aumento de entropia
que experimentan las moléculas del disolvente como resultado del espacio adicional
del que disponen cuando se hacen accesibles los dominios de las moléculas del
soluto.
Otra conclusidn interesante de la teoria de F-H es que la estructura detallada del
polimero seria irrelevante y podria ser tan efectiva una estructura de ovillo como

una de varilla.
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A.5.6 Teoria de los voliimenes libres

Aunque la teoria de Flory-Huggins satisface muchas situaciones de la
termodinamica de los polimeros en solucion, ha sido incluso considerada como el
“paradigma en la ciencia de los polimeros™, hay otras observaciones experimentales,
sobre todo respecto a la estabilidad estérica, que demuestran ciertas limitaciones de
esta teoria. La primera tiene que ver con la dependencia de x; con la temperatura
que permite deducir que aunque se lo considere un término entalpico, en los
solventes no acuosos (principalmente) su valor positivo se debe primariamente a
consideraciones entropicas. Habria un cambio de entropia no combinatorio que se
opone al mezclado que no esta considerado en esta teoria. En segundo hugar se hallé
experimentalmente que y; depende de la concentracion del polimero y se hace mas
positivo al aumentar la misma. En tercer lugar y teniendo presente que el mezclado
es un proceso entropicamente conducido que debiera ser favorecido por el aumento
de temperatura surge que la mayoria de las disoluciones de polimeros experimentan
separacion de fases a T cercanas al punto critico del disolvente.

Esta tltima contradiccion, al igual que la primera, tendria su origen en un error
de la teoria de F-H que no considera la diferencia de volumen libre entre soluto y
solvente. Esta diferencia estda muy magnificada cerca del punto critico del solvente
donde este se comporta similar a un gas, con un gran volumen libre. Las moléculas
de polimero, en contraste, presentan un incremento pequefio del volumen libre al
calentarlas. Cuando las moléculas de polimero toman contacto con el solvente

(similar a un gas) causan una especie de “condensacion” de mismo.”' Esto produce
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una disminucién de la entropia de las moléculas de solvente en contacto con el
polimero que puede predominar sobre la entropia combinatoria de mezclado. Esta
diferencia de volumen libre persiste ain a temperatura ambiente. Concluyendo,
primero: la contribucién entropica a y; que se opone al mezclado a temperatura
ambiente estaria relacionado con la diferencia entre los volumenes libres del
solvente y el soluto, y el mezclado podria considerarse similar a la condensacion de
un gas (el solvente) en un medio mas denso (el polimero). Segundo: el aumento de
x1 por el aumento de la fraccion de volumen del polimero estaria reflejando el
mayor ordenamiento condensacional del solvente por el aumento de la
concentraciéon de segmentos de polimero. Tercero: la separacion de fases de
soluciones polimeros, por calentamiento cerca del punto critico, es también una
consecuencia de la disminucion de entropia por mezclado que predomina sobre el
entropico combinatorio y promueve la floculacion.

Flory (1970) desarrolld una nueva ecuacion que incorpora los cambios en el
volumen libre por el mezclado, al igual que el combinatorio y de disimilaridad de
contacto. Y aunque es muy compleja, sus conceptos pueden ser adaptados para una
discusion cualitativa de los procesos microscopicos que generan la estabilizacion

estérica en dispersiones acuosas y no acuosas.
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A.5.7 Origenes microscopicos de la estabilizacion estérica:

Como se ha descripto, la energia libre de interaccion estérica entre dos particulas
que se acercan desde una distancia infinita tiene varios componentes que adoptan
diferentes valores si se trata de una dispersion acuosa 0 una no acuosa.

Se ha observado que en las dispersiones no acuosas la estabilidad estaria
relacionada con la disminucion de entropia combinatoria que se produciria cuando
al interpenetrarse las capas estabilizantes del polimero se produce la expulsién del
disolvente asociado a ese polimero. Al aumentar la T esto se puede revertir.

Para las dispersiones acuosas cabe sefialar que no hay una teoria satisfactoria
debido, principalmente, a la presencia de fuertes interacciones, tipo puente
hidrégeno, entre las moléculas de agua y numerosos polimeros solubles en agua. De
cualquier manera se puede plantear las distintas posibilidades de valores a asumir

por los componentes del AGy y analizarlos (Tabla A.3.).

Tabla A.3. Contribuciones microscépicas a la energia libre de interaccién para

dispersiones acuosas.

Efecto Combinatorio Disimilaridad de Disimilandad de
contacto volumen libre
Param. AH AS | AH AS | AH AS
termodinamico
Signo 0 <0 (>0 >0{>0 >0
AGg >0 >0 <0
Promueve Estabilidad Estabilidad Floculacion
A(AG)/oT >0 <0 <0

Puede observarse que en este caso no solo el término combinatorio promueve

estabilidad, también lo hace el término de disimilaridad de contacto. Esto filtimo es
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una consecuencia de las interacciones especificas (tales como puente hidrogeno)
que las moléculas de agua pueden establecer con porciones estabilizantes adecuadas
del polimero, como por ej. grupos éter, oxidrilos, etc. Al interpenetrarse las capas
estéricas las moléculas de agua son expulsadas al medio requiriendo energia para
poblar nuevos grados de libertad (especialmente traslacional y rotacional) lo que
genera un cambio en la entalpia de disimilaridad de contacto que se opone asi a la
floculacion (Figura A.9). Hay también un aumento entropico pero es compensado y

superado por el entalpico. Al aumentar la T se promueve la floculacion.

Figura A.9. Representacion esquematica de los origenes microscopicos de la estabilizacion
entalpica.
A.5.8 Dispersiones con desvios frente al comportamiento general

El comportamiento descripto hasta este punto es presentado por particulas
coloidales estabilizadas estéricamente que presentan una capa relativamente
“espesa” de porcion estabilizante. Las particulas muy grandes y con una capa

estérica relativamente delgada presentan un comportamiento diferente:
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1) Coagulan en medios de dispersion que son significativamente mejores solventes
que los O solventes para la porcidn estabilizante. Esto estaria relacionado con las
fuerzas atractivas de van der Waals, que en estos casos tomarian importancia y
serian dominantes.

2) El punto critico de coagulacion de estas dispersiones presenta una débil
dependencia con la concentracion de las mismas. La entropia configuracional de las
particulas, aunque es pequefia, contribuye a la energia libre total. Como resultado,
las dispersiones mas diluidas de estas particulas serian mas estables.

Otro desvio es presentado por aquellas particulas donde Ias porciones
estabilizantes estan débilmente ancladas a la superficie y/o si la superficie no esta
totalmente cubierta. Las dispersiones de estas particulas también coagulan en
solventes mejores que los 9 solventes. Sin embargo, la coagulacién ocurre por un
desplazamiento de los pelos de la zona de interaccion debido a la fuerza generada
por la colisién browniana y luego actilan las fuerzas de van der Waals,

Existen otros casos de desvios como la estabilizacion estérica mejorada donde
las particulas son estables en medios de dispersién que son peores solventes que los
0 solventes de la porcién estabilizante.

La repulsion estérica es importante para explicar la estabilidad de las micelas de
caseina, ya que estas particulas tienen una estructura polimérica expuesta, la caseina
K, que constituiria la porcion estabilizante de las MC (seccién 1.4.1). Este efecto
depender, en principio, de la calidad solvente de los pelos en el medio dispersante

pero esto se puede modificar de varias maneras. Significa, que asi como se podia
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alterar la barrera de energia actuando sobre las interacciones electrostaticas y/o
atractivas también se puede actuar sobre las repulsivas estéricas favoreciendo o no
la estabilidad del sistema.

En el caso de las MC los pelos estabilizantes pueden estar cargados, lo cual
complica mas el calculo preciso de la energia de interaccién entre las particulas y
hace mas modificable la calidad solvente de los mismos. Esto corresponde a la
estabilizacién electrostérica.

Por otra parte, los desvios presentados en la secciéon A.5.8. son dtiles para
describir el comportamiento de las micelaé de caseinas luego de ser atacadas
enzimaticamente (MpC), es decir cuando parte de la porcién estabilizante (caseina

k) ha sido retirada.

A. 6 Cinética de Floculacién:

Consideraremos, en principio, una situacién simplificada cual seria: particulas
esféricas uniformes cuyo movimiento estd totalmente gobernado por movimiento
Browniano. Asumiremos ademés que las esferas no interactiian excepto cuando se
tocan y alli permanecen adheridas formando un doblete. Aunque es un modelo muy
simplificado permitira luego analizar casos mas realistas. La Figura A.9 muestra un
esquema de la formacion de doblete.

Dado que las particulas primarias se adhieren por contacto, la velocidad de
formacion de dobletes sera igual a la velocidad a la cual las moléculas difunden a

través de la superficie marcada, que corresponde a una superficie esférica de radio
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2R circunscripta alrededor de una esfera que por el momento consideraremos
estacionaria. Luego de la floculacién, el ntmero de unidades cinéticas
independientes disminuye localmente en el sitio de floculacién. Por lo tanto se
puede pensar en un gradiente alrededor de la particula fija como responsable de la

difusion hacia ella.

Figura A.10. Representacion esquematica de la formacién de dobletes por floculacion de
dos particulas esféricas uniformes

En 1917, M. Smoluchowski aplicé la teoria de difusién a esta situacion para
evaluar la velocidad de formacién de dobletes.’> En realidad hay dos etapas
cinéticas: difusion y reaccién. Smoluchowski supone que la etapa de difusion es
mas lenta que la de reaccién, por lo tanto quien rige el proceso es la difusion. Las
particulas al tocarse se adhieren, los choques son 100% efectivos, es la agregacion
limitada por difusion (DLA). Cuando la etapa lenta es la reaccién seria la
agregacion limitada por reaccién (RLA). Desarrollaremos la agregacion limitada
por difusién por ser de interés para este trabajo.

De acuerdo a la primera ley de Fick, el nimero de particulas cruzando una
unidad de area hacia una particula de referencia por unidad de tiempo, J, esta dado

por:
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dN A.20

J=-D—

dx
donde D es el coeficiente de difusion de las esferas y N es el numero total de las
mismas por unidad de volumen. El niimero total cruzando una superficie esférica de
radio x y area A alrededor de la particula de referencia por unidad de tiempo, JA,

esta dado por:

Numero total/tiempo = JA = —-D(4TCX2)(%E) A.21
X

Bajo condiciones de estado estacionario, flujo constante, JA es una constante y si
se integra con adecuadas condiciones de borde, como por ejemplo asumiendo que
N=Np (concentracién inicial de esferas) para x = o y N = 0 para x = 2R (ya que las
particulas pierden su identidad cinética por ¢ontacto), siendo R = radio de la esfera,
la ecuacién A.21 integrada dara:

JA=-82RDN, A22

Esta ecuacion da el namero de particulas que se mueven hacia la particula fija
por unidad de tiempo. Si ahora eliminamos la restriccion de que la particula esta fija
debemos reemplazar el coeficiente de difusion de una particula por el de dos, es
simplemente 2D, cuando las particulas son del mismo tamafio. Por lo tanto la
frecuencia con la cual esferas uniformes colisionan por difusién con una esfera de
referencia en movimiento esta dado por:

(JAY=-16 tRDN, A.23
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Si ahora, en lugar de considerar una unica esfera, consideramos N, esferas
inicialmente presentes como particulas de referencia, la velocidad total a la cual los
dobletes son formados esta dado por:

Velocidad = - (16 = R D Ng) N, = — k,° Ny? A24
donde k,’ es efectivamente la constante de velocidad de segundo orden en una
agregacion limitada por difusion (DLA). Es importante destacar que la ecuacion
A.24 se aplica solamente en los instantes iniciales de la floculacién, cuando las
particulas son Ny esferas uniformes. Esto implica que su aplicaciéon a cinéticas
experimentales esta limitada a velocidades iniciales de floculacion.

Por otro lado, para esferas uniformes podemos plantear que:

k, T kT A.25
f 6mmR

D=

Si ahora reemplazamos este resultado en la ecuacion A.24 resulta:

8k, T A.26

Esta es la constante de velocidad rdpida ya que las expresiones de velocidad
planteadas en la ecuaciones A.24 y A.26 corresponden a la condiciones de
Sfloculacion rapida. Esto significa que no hay barrera que interfiera en el proceso de
floculacion. Trabajaremos ahora el caso en los que existe barrera que es la
denominada floculacién lenta.

Si observamos atentamente la ecuacién A.21 y pensamos en situaciones mas
realistas la misma debe incluir un término de resistencia al proceso de floculacion

resultando una expresion como esta:
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A.27
JA=—-4nDx? (i—N) + término de resistencia
X

El problema ahora es definir ese término de resistencia. Haciendo algunas

consideraciones™ se lo puede definir asi:

2
término de resistencia = (4 r 7; N) ( ((11CD) A28
X

Incorporando este término a la ecuacion A.27:

JA = —4nx2(Dd_N+EEIE) A.29
dx f dx

Aunque esta expresion fue derivada para el caso repulsivo, nada evita que se aplique
la misma expresion para el caso de energias atractivas, en tal caso el d®/dx tendria
signo opuesto y el flujo hacia la particula estacionaria seria creciente.

Sustituyendo f para el caso de esferas se obtiene:

JA =

_MX{D dN DN d(D] A30
dx kT dx

Eliminando nuevamente la restriccion de particula de referencia estacionaria

reemplazamos D por 2D, resultando:

A3l
(JA)‘=—8nx2D(dN+ N dCD]
dx k,T dx

0, escrita de otra forma:

dN+( N ijD__ (JAY A32
dx \k,T/dx 8=nx’D
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Esta es la ecuacion diferencial que se debe resolver para obtener N como una

funcion de x para la difusion en un gradiente de energia. La solucion seria:

A.33
Nexp( J—“I ( J(;Alz 2dx + constante
n

Si eliminamos la constante de integracion considerando que para x = o, N= N,y @

=0, la ecuacion A.33 resulta:

A34
N ,=fex (CD ](JA) xdx] |__ +constante
k, T/ 8D

Analogamente para x = 2R, N= 0, resulta:

! A.35
0=—[fe p( k(DT) %[}Dl “dx] | . +constante

Restando 1a ecuacion A.35 de la A.34 resulta:

N, = —(J—A)’-j“’ exp(

A.36
oD @ )x"zdx
T

k,T
Se puede verificar sencillamente que para ® = 0 se obtiene la original ecuacién 23.
De la misma forma que en aquel caso si multiplicamos (JA)' por N, obtendremos la

velocidad inicial de formacion de dobletes:

_87DN? A37
Velocidad = (JAY' N, = SN, kN

LRexp( (D) Zdx
KT

donde k; es ahora la constante de velocidad para el caso de floculacion lenta.

Si ahora comparamos la ecuacion A.24 (floculacion rdpida) con la ecuacién A.37

(floculacidn lenta) se puede plantear la siguiente relacion :
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k;

2R ; exp(—g) x2dx
k,T

B

k° A38

k, =

Esta ecuacion finalmente revela la disminucion de la constante de velocidad de
floculacion por la presencia de una barrera de energia, esa disminucion es en un
factor W llamado habitualmente factor de estabilidad que tendria entonces la

siguiente expresion:

® () A.39
W =2R| exp x2dx
2R kBT

Cuando W=1 estamos en el caso de una _ﬂoéulacién rdpida, sin barrera; cuando W
adopta valores >1, estamos frente a un sistema estabilizado, existe una barrera que
se opone a la floculacion y seria un caso de floculacion lenta.

Como ya fue expresado en la teoria D.L.V.O. y en el caso de repulsion estérica la
expresion de @ (P,,) como una funcién de la distancia (x) es muy complicada,
por lo tanto la integracion de la ecuacién A.39 se lleva a cabo, generalmente, en
forma grafica de las curvas de energia potencial, excepto que se establezcan
suposiciones y se simplifique el caso.

Existen casos en los que se puede medir el valor de W y a partir de esto sacar
alguna informacién sobre la energia potencial de interaccion. Esto no resulta
sencillo por la complicada relacion entre W y ®,, pero haciendo algunas
suposiciones y aproximaciones hay, sin embargo, un avance importante en este

sentido.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 Preparacion de micelas de caseina (MC):

Se utilizd leche descremada en polvo. La gran variabilidad en composicién
proteica y mineral de la leche, debido a la variedad de razas en las vacas, el periodo
gestacional de las mismas y la variaciones propias de las distintas estaciones del afio
por pasturas, etc., no permitieron el uso de leche fresca.! El polvo, por obtenerse de
una mezcla de leches de distintas procedencias lo que incluye distintas razas,
periodos gestacionales, etc. de las vacas, permitié obtener una muestra de leche
representativa y constante. Esto permitié reproducibilidad en las experiencias y la
posibilidad de comparar resultados de distintas épocas del afio. Se seleccioné el
polvo descremado de la marca comercial MOLICO (Nestlé) por ser obtenido con
tratamientos térmicos a temperaturas menores a la de desnaturalizacion de las
proteinas del suero. La razén del uso de polvo descremado fue la de disminuir los
incovenientes producidos por la presencia de grasa en las lecturas de turbidez.

La preparacion de las MC fue la siguiente: la leche descremada en polvo fue
reconstituida al 10% P/V en una solucién de CaCl, SmM. Esta suspension contiene
micelas de caseina (MC), proteinas de suero, sales y demas componentes de la
leche descremada. Luego de reconstituida se le agregd azida sodica (como
preservante microbiano) en una proporcién no mayor al 0.01% P/V y se guardd en

heladera, por lo menos una noche, antes de ser utilizada. Antes de realizar un
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experimento la leche fue retirada de la heladera. Permaneci6 a temperatura ambiente
hasta adoptar el valor de la misma. Luego se realizaron diluciones de esta
suspensidn de MC en el buffer correspondiente al estudio, se colocaron en un bafio
termostatizado a la temperatura que luego fue realizada la experiencia (por lo
general 35 °C) y se mantuvieron en el bafio hasta que las lecturas de turbidez a 400
nm permanecieron constante. Esto involucré aproximadamente 2 horas y permitié el
equilibrio de las MC en el nuevo medio.

Las diluciones realizadas a la leche reconstituida para originar las suspensiones

de MC fueron (generalmente) 1/100 (v/v).

2.1.2 Preparacién de micelas de caseina modificadas (MCM):

En este caso también, al igual que para las MC, se partié de leche descremada en
polvo MOLICO y se procedié de la siguiente forma: la leche descremada en polvo
fue reconstituida al 10% P/V en una solucién de CaCl, 5 mM. Esta suspension fue
calentada a 95 °C durante 10 minutos. Luego de ser enfriada, la solucién se filtré en
dos oportunidades: primero a través de un papel de filtro comin (con la finalidad de
retirar las proteinas de suero desnaturalizadas que se insolubilizan), y luego a través
de un papel de filtro de vidrio poroso (Whatmann GF/A) para retener los globulos
de grasa y alguna porcion remanente de proteinas desnaturalizadas. Estos
procedimientos de filtrado se realizaron con el apoyo de una bomba de vacio. A la
suspension resultante se le repuso el volumen con agregado de H,O destilada. Esta

suspension contiene micelas de caseina modificadas por calentamiento (MCM). En
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este caso la mayor proporcion de proteinas de suero es retenida en los filtros y no
forma parte de la suspension. Luego de ser reconstituidas y posteriormente
modificadas, las suspensiones de MCM fueron sometidas a los mismos

procedimientos descriptos para las suspensiones de MC.

2.1.3 Preparacion de los buffers:

Las diluciones de las suspensiones de MC y MCM fueron realizadas en
soluciones buffers. La composicion de estas soluciones dependi6 de la experiencia a
realizar. Sin embargo, se prepar6 una solucién que se consideré como buffer base o
de control, siendo su composicion la siguiente: imidazol 20 mM, Ca®>" 5mM, pH =
6.4. El Ca®" se adicion6 como cloruro y el valor de pH se obtuvo con agregados
convenientes de soluciones de HC1 0.1 My Na(OH) 0.1M. La  calibraciéon  del
electrodo para el ajuste de pH de los distintos buffers se realiz6 teniendo en cuenta
la temperatura de trabajo.

En algunos casos, de acuerdo a la variable en estudio, se modificé la constitucion
del buffer base. A continuacion se detalla la composicion de los principales buffers
utilizados en este trabajo.

Buffers para evaluar el efecto de la concentracion de caseina: Se utilizé el buffer
base. En este caso se modificaron las diluciones de la suspension de MC o MCM de
tal manera que permitieran obtener el rango de concentracion de caseina deseado.

Buffers para evaluar el efecto de la temperatura: Se utilizé el buffer base o sea

imidazol 20 mM , Ca* 5mM, pH=6.4.
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Buffers para evaluar el efecto de la viscosidad: Se prepararon los buffers con la
misma composicion del buffer base mas los agregados convenientes de glicerina
que, ademas de cubrir un rango de viscosidad favorable para el estudio, no
resultaran incovenientes para el ajuste de pH y las medidas de viscosidad.

Buffers para evaluar el efecto de los distintos iones: Se prepararon con la
composicion del buffer base mas el agregado de las distintas sales elegidas para el
estudio. Las sales fueron NaCl, KCI, LiCl y CsCl. Los agregados se realizaron de
manera de cubrir los siguientes valores de concentracién de cada catién: 5, 10, 15 y
25 mM. |

Buffers para evaluar el efecto de la concentracién de calcio: En este caso la
composicion fue igual a la del buffer base excepto en la concentracién de Ca®*. Se
prepararon tantos buffers como concentraciones de Ca** se desearon evaluar. Las
concentraciones finales adicionadas comprendieron el rango entre 2,5 y 12ZmM
Buffers para evaluar el efecto del pH: En este caso se us6 el buffer base pero se
ajust6 el pH a los distintos valores deseados. El ajuste se realizé con las mismas
soluciones propuestas para ajustar el buffer base, o sea soluciones de HCI 0,1My

Na(OH) 0,1M. Los pH estudiados comprendieron el rango entre 5,1 y 6,5.

2.1.4 Preparacion de la enzima:
Como enzima proteolitica se utiliz una solucién de cuajo Hansen, proveniente
del abomaso de terneros mamones, proporcionado por una empresa lechera regional

(COTAR). Antes de ser utilizado se evalué su poder coagulante y se compar6 con el
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proporcionado por la empresa comercial. Las soluciones de cuajo utilizadas en cada
experiencia cinética, se obtuvieron por dilucion (generalmente 1/8 v/v) de este cuajo
comercial en agua destilada y fueron preparadas cada vez que se realizé una
experiencia. El poder coagulante de 100 pul de esta dilucion del cuajo comercial fue
el equivailente a 0,030 RU. 1 RU se define como la actividad requerida para
coagular 10 mL de sustrato, es decir 10 mL de una suspension de leche en polvo
descremada reconstituida (~ 10,7%P/V) en CaCl, 10 mM a su pH natural (~ 6,35),

en 100seg. bajo las condiciones especificadas en el IDF Standar 110A (1987).”

2.1.5 Reactivos utilizados:

Las drogas utilizadas en este trabajo fueron (en la mayoria de los casos) de

calidad pro-analisis. Las mas importantes se detallan a continuacion: NaCl (Merck),
LiCl (Merck), CsCl (Merck), KCl (Mallinkrodt Chemical), CaCl, .2H,O
(Mallinkrodt Chemical), imidazol (Merck), Sr(NQOs), (Carlo Erba), EDTA- (sal
disédica del acido etilen diamino tetracético, Mallinkrodt Chemical).
Generalmente se prepararon soluciones stock de cada una de las drogas y en los
casos necesarios se procedi6 a valorarlas antes de ser utilizadas. La solucidn stock
de CalCl, (0.1M), utilizada en la preparacién de los distintos buffers, fue valorada a
pH=12 frente a E.D.T.A. utilizando azul de hidroxinaftol como indicador.

Las proteinas necesarias para la preparacion de las soluciones de testigos se
adquirieron en Sigma Chemical Co. y fueron: ay-caseina, B-lactoglobuliba y

albimina bovina.
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Para la preparacion de los buffers con diferentes viscosidades se utiliz6 glicerina

purisima (Cicarelli) donde el glicerol constituye el 99.8 %.

2.1.6 Equipos utilizados:
Medidas espectroscdpicas:

Las medidas espectrofotométricas que involucraron longitudes de onda () en el
ultravioleta (UV) y visible (V) se realizaron en un espectrofotémetro Beckmann
DU 640 equipado con un portaceldas termogtatizable. Las medidas consistieron en
obtencién de espectros, curvas cinéticas y lecturas de absorbancia (A) y turbidez (t)
a una A fija. Las medidas de 7t se realizaron como medidas de A y no se necesitaron
correcciones en las mediciones de 1 por la luz dispersada a pequefios angulos hacia
adelante, debido a que las particulas estudiadas son comparables en tamafio con la
longitud de onda, lo que implica diferencias minimas entre las medidas de turbidez
y absorbancia.>*

Las determinaciones de calcio por absorcién atémica se realizaron en un
Metrolab 250 AA con la lampara correspondiente.

Medidas potenciométricas:

Las medidas de pH se realizaron utilizando un pH-metro digital Corning 125

equipado con un electrodo de membrana de vidrio selectivo a protones combinado

con un electrodo de referencia de calomel saturado.
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Medidas de viscosidad:

Los valores de viscosidad de los buffers y de las distintas diluciones de micelas
se obtuvieron utilizando un viscosimetro de Cannong-Fenske. Para regular la
temperatura se trabajo en una sala calefaccionada.

Medidas de indice de refraccion:

Se realizaron utilizando un refractometro de Abbe equipado con una celda
termostatizable e iluminado mediante una lampara de tunsgteno provisto de un
monocromador de red de difraccién que permiti6 hacer las lecturas a la A requerida
(600nm). La temperatura fue controlada con un bafio de circulacion de agua que se
conecto al refractometro.

Medidas de densidad.:

Se realizaron por picnometria. Se utiliz6 una sala calefaccionada para controlar la
temperatura. Fueron utilizadas en el calculo de las viscosidades del medio.
Ultracentrifugaciones:

Se realizaron en una ultracentriguga refrigerada Beckamnn L-8 -80M.

Equipos de apoyo:
Se utilizaron entre otros, bafios termostatizados, bafios de circulacion de agua,

bomba de vacio.
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2.2 METODOS

2.2.1 Determinacién de la concentracién de proteinas totales y caseina:

Ambas fueron determinadas por el método propuesto por Kuaye, A. en el afio
1994.%> Este método se basa en la capacidad que tienen las soluciones alcalinas
fuertes (pH= 13) de modificar el espectro del aminoécido tirosina a A altas dentro de
la region UV del espectro. En la region entre 248 y 256 nm la absorbancia es una
funcion lineal de la A y la pendiente es directamente proporcional a la concentracion
de proteinas.

Lo importante en este método es la composicion del testigo: debe necesariamente
contener 1 g/L de proteinas en total y respetar las proporciones de los constituyentes
de la muestra a medir. Por ej., para determinar la concentracién de proteinas totales
de la leche el testigo debe contener aproximadamente los siguientes porcentajes:
79.5-80% de caseinas, 5% de albimina bovina, 10-11% de B-lactoglobulina y 3-4%
de a-lactoalbimina de manera de completar el 100% en una solucién de 1g/L. Para
determinar la concentracién de caseinas en la leche, el testigo debe contener 100 %
de caseinas, es decir 1g/L de las mismas (en lo posible respetando las proporciones
de las distintas caseinas en las micelas). Para determinar la concentracién de
proteinas de suero el testigo debe contener aproximadamente 19-20% de o-
lactoalbumina, 52-53% de B-lactoglobulina y 25-27% de Albtmina bovina de

manera de obtener una solucion de 1g/L de proteinas en total.
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Técnica: A las suspensiones de leche que contienen MC (2.1.1) se les determiné la
concentracion de proteinas totales y la concentracion caseinas.

Para determinar la concentracién de proteinas totales se realizaron las siguientes
diluciones en Na(OH) 0,25M: 1/250 (v/v) para la muestra y 1/5 (v/v) para el testigo.
Se registro la absorbancia de ambas diluciones a 248 y 256nm. Luego se aplico la
relacién establecida por Kuaye™:

[ proteinas totales] (g/L) = (Agag™-Anss")/(Azas' - Aass')
donde A con los distintos subindices representa la absorbancia a esa A y el
supraindice sefiala si se trata de la muestra (M) o del testigo (T). La concentracion
obtenida corresponde a la concentracion de proteinas totales en g/L.

Para determinar la concentracion de caseinas en las suspensiones de MC fue
necesario realizar un paso previo. Esta suspension contiene micelas de caseinas pero
también proteinas de suero. Se precipitaron las caseinas de 1a suspension llevando la
solucion a pH 4,6 (pH isoeléctrico) con acido Acético 0,5 M. Luego se filtré y al
sobrenadante se le determiné la concentracion de proteinas de suero con el método
propuesto utilizando el testigo adecuado. Las diluciones en Na(OH) 0,25M fueron
nuevaménte 1/250 (v/v) para la muestra y 1/5 (v/v) para el testigo. Se corrigieron los
valores de concentracion por la dilucién producida con el agregado de acido acético.
Con los valores de la concentracion de proteinas totales y proteinas de suero se
obtuvo, por diferencia, la concentracion de caseinas de la muestra.

A las suspensiones de MCM (2.1.2) se les determiné unicamente la

concentracion de caseinas. La mayor parte de las proteinas de suero fueron retiradas
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en la preparacion de las MCM. Las diluciones en Na(OH) 0,25M fueron 1/500 (v/v)
para las muestras y 1/10 (v/v) para el testigo.

La formulacion utilizada para la determinacién de proteinas por el método de
Kuaye es valida para los casos donde la relacion (Lipidos/Proteinas) < 0,05. Para la
leche, teniendo en cuenta el contenido de proteinas, el contenido de grasa no debe
superar el 1,5% P/P para utilizar esta formulacion. Para los casos que exista una
relacion mayor el método de Kuaye> propone una expresion alternativa que
introduce un factor de correccién. En este trabajo se utilizaron leches descremadas

con menor proporcion de grasa que la sugerida como limite.

2.2.2 Determinacién de caseinomacropéptidos (CMP):

Una manera de evaluar el avance de la reacién enzimatica, correspondiente a la
primera etapa de coagulacion, es estimar la concentraciéon de macropéptidos
liberados luego de la accion proteolitica. Como ya se describi6 en la Introduccion
existen macropéptidos con distintas proporciones de porcion glucidica; todos se
incluyen con la denominacion de caseinomacropéptidos (CMP). Los mas ricos en
glicosidos se denominan glicomacropéptidos (GMP). Aunque existen métodos para
diferenciar unos de otros; esto no es de interés en este trabajo, por lo tanto se utilizd
una técnica que evalia la totalidad de ellos o sea los CMP. Para ello se recurrié al
acido tricloroacético (TCA) al 3% P/V que produce la precipitacion de todas las

proteinas de las suspensiones de micelas, excepto de los CMP y péptidos menores.*®
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Técnica: Varios tubos conteniendo alicuotas de 3 mL de la suspension en estudio se
colocaron en un bafio termostatizado a 35°C (o a la temperatura que
correspondiera). Cuando los valores de 14 de las suspensiones permanecieron
constantes (~ 2horas) se les agregé 100ul (o lo que correspondiera) de la dilucion de
cuajo 1/8 (v/v) a cada tubo. Se agitaron y en el mismo bafio se detuvo la reaccion
agregando, a distintos tiempos en cada tubo, 3 mL de TCA al 6% P/V. Se agitd
nuevamente y se dejaron en el bafio durante 15 minutos mas. Los tiempos
seleccionados para el agregado de TCA fueron: 10, 15, 20, 25, 30, 60, 120 y 180
segundos. Las experiencias para cada tiempo se realizaron por triplicado. Se realizé
un ensayo en blanco, es decir un tubo conteniendo 3ml de suspensiéon y 3mlL de
TCA (sin agregado de enzima). Este ensayo permitié evaluar los péptidos propios
de la suspension. Cuando transcurrieron los 15 min. los tubos se retiraron del bafio y
se centrifugaron para depositar las proteinas desnaturalizadas. Los sobrenadantes
fueron inmediatamente separados y en ellos se determiné el contenido de CMP por
el método de Lowry-Peterson.’’ Este consiste en una modificacién del método
colorimétrico de Lowry original y permite estimar los péptidos solubles del
sobrenadante. Como el interés no fue conocer el valor de la concentracion de CMP
los resultados se expresaron como Assg; es decir, no se procesaron testigos de CMP

en el método de Lowry-Peterson.
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2.2.3 Determinacion del radio promedio de las MC por medidas de turbidez:

La turbidez (t) de una suspension de particulas esféricas polidispersas es una
funcién de la concentracion en nimero de particulas y de la distribucion de tamafio
de las mismas. Sin embargo, la estimacion de la funcioén de distribucion de tamafio
por medidas de 1 no siempre es posible y esto esta relacionado con los valores de
indices de refraccion, tamafio de las particulas y la longitud de onda utilizada.”® Este
es el caso de las MC en nuestras condiciones de trabajo. No obstante, para una
suspension polidispersa de particulas esféricas suficientemente diluidas y
distribuidas al azar, de manera que la dispersion multiple de la luz y las
interacciones entre particulas sean despreciables, la turbidez especifica (1/c),
definida como el cociente entre la t y la concentracion en peso de la particula (c),
puede relacionarse con un radio medio de las particulas (R,,) de acuerdo a la
siguiente expresion’’:

L K[ P(q,R,)(1+cos’0)sen6do
c

2.1

En este caso, Ry, de las MC es un valor numericamente igual al radio promedio
en peso de la verdadera distribucién de tamafio de las particulas. P(q, R,,) es el
factor de forma de las particulas suspendidas y da cuenta de las interferencias de la

luz dispersada por las diferentes partes de una particula. Para particulas esféricas en

la teoria de Rayleigh-Debye-Gans (RDG) este factor adopta la siguiente expresion:

2
P(q,R_ )= [—3—3 (sen qR,. —qR_ coqum)} 2.2

(4R,,)
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0 yq son respectivamente el angulo y el vector de la luz dispersada. Siendo la
expresion de q la siguiente:

4nn, O
” sen2 23

q:

donde ny es el indice de refraccion del medio y K, de acuerdo a Kerker” puede ser

expresada asi:

_16 n*n; (n, - 110)2 R

K
3pAt

2.4

donde p; y n; son, respectivamente, la densidad e indice de refraccion de las
particulas.

Analizando los datos de la literatura, si consideramos un valor de 1,575 paran, a
600nm® y asumiendo un diametro promedio de 200nm para las micelas, las
suspensiones de MC estarian en condiciones favorables para la aplicacion de la
teoria RDG *° (seccion 2.2.5). De esta manera se podria, con las medidas de T y una
serie de parametros realizar un ajuste de la ecuacion 1 y obtener el valor de R,,.
Luego se comprobd experimentalmente el cumplimiento de nuestro sistema con las
condiciones RDG.

Técnica: Se registr6 la v a 600nm de las distintas diluciones de MC. Estas
diluciones, previamente habian sido equilibradas a la temperatura de trabajo hasta
obtener un valor constante de t (seccion 2.1.1). Se trabajé con un portaceldas

termostatizable para mantener la temperatura de trabajo. La t fue medida como
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absorbancia (A) y luego se calculé el valor real de la misma teniendo en cuenta la
relacion entre ambas.®!

1=2303 Ab™ 2.5
Los valofes residuales de 1 debidos a los globulos de grasa todavia presentes, fueron
medidos luego de la disociacion de las MC por adicion de una solucién conteniendo
EDTA 0.11M, Na(OH) 0.15M y 0.1 (v/v) de solucién de Tween 20 y fueron
restados de los valores originales de .
Con los valores de t y de los distintos parametros necesarios para aplicar la
ecuacionl, se procedié al ajuste por computadora de estos datos hasta obtener el
valor de R,, que se correspondiera con el dato experimental de t. Se utilizd el

programa Sigma Plot 2.0 en el entorno de Windows 3.1.

2.2.4 Evaluacién del estado de las MC y MCC por medidas de turbidez.

Para obtener el valor del R, utilizando las ecuaciones de 1t planteadas en la
seccion 2.2.3 es necesario conocer una serie de parametros a los que no siempre es
facil de acceder. Por ejemplo, en el caso de las MCM hay varios parametros
desconocidos y dificiles de determinar en todas las situaciones planteadas para
evaluar. En estos casos, basandonos en las teorias de turbidez, se recurrié a
expresiones alternativas de la T que no requieran los parametros en cuestion y que

permitieran evaluar el tamafio medio de las micelas en cada situacion.
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En el caso de una suspension de particulas monodispersas de masa M,
concentracion ¢ y con indices de refraccion cercanos a los del solvente, la © puede
expresarse de la siguiente forma®

t=HcMQ 2.6
donde H es:

2
on
327'[3113(—8—‘*)
H= ¢ 2.7

~ 3N,

siendo ny y n; los indices de refraccion del solvente puro y la solucién
respectivamente, (on,/dc) el incremento especifico del indice de refraccién, N, el
namero de Avogadro, A la longitud de onda. Q es el factor de disipacién que se
incorpora a la expresion de t cuando las particulas no cumplen con la condicion de
ser dimensionalmente menores que la A incidente, es decir no cumplen con la
aproximacion de Rayleigh. Este factor da cuenta de las interferencias de la luz
dispersada por diferentes partes de una misma particula a todos los angulos 0
(angulo de dispersién de la luz) y es dependiente de la forma y tamafio de las
mismas a través del factor de forma (P(q,R)) donde q es el vector de dispersion de la
luz y R el radio de la particula. Para altos grados de agregacion se debe tener en
cuenta la naturaleza fractal de los agregados a través de un adecuado factor de

forma. Q se puede expresar de la siguiente manera:

Q:%_[P(q,Rm)(l+cos2 0)sen0do 28
0
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Reemplazando la ecuacién 2.7 en la ecuacion 2.6 y derivando se obtiene un

parametro o

on,

olog 5

c

o=-|OlgT|_, 0logQ ] —4-B—y 2.9
Jlog A dlog A dlogA

donde 7y tiene un valor de -0.2 para proteinas como las caseinas en el rango de 400-
800 nm.*

Se ha demostrado que P esta relacionada en forma directa con el cociente de R/A.
Por lo tanto se puede concluir que, a A constante, si R disminuye 3 también lo hara
y en consecuencia el valor absoluto de o (Jof) aumentard. Es decir que |o se

encuentra relacionado inversamente con el tamafio de la particula.

En el caso de las MC y MCM no podemos tratar al sistema como monodisperso.
Teniendo en cuenta la polidispersion de las suspensiones, la 1 es ahora funcién del
peso molecular promedio en peso (M,) y del factor de disipacion promedio z (Q,)
que ahora depende de una funcion de distribucion de tamafios:

1=HcMQ, 2.10
Se puede demostrar la misma relacion entre |a| y el tamafio de las particulas
suspendidas, excepto que ahora se relaciona con un radio promedio en peso de la
distribucién.®

De esta forma los valores del parametro o permiten evaluar cambios en el

tamafio de las micelas, y si esto se acompaiia con los valores de 1 y estimaciones del
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M, se pueden elaborar conclusiones sobre el estado de las micelas en las distintas
condiciones de trabajo.

Técnica: En cubetas rectangulares (1 cm de paso éptico y 3 mL de volumen) de un
portaceldas termostatizable se colocaron alicuotas de las distintas diluciones de MC
0 MCM (previamente equilibradas a la temperatura de trabajo) y se midio la 1 entre

400y 600 nm. La t fue registrada como absorbancia (A) y los valores residuales de

T debidos a globulos de grasa fueron descontados como se describié en la seccién
2.23.

Ologt

se obtuvo de la siguiente manera °!
Blog ’ &u

El valor de o (= -

1 Lo ) -
T= 1“(7) b 2.11
Siendo b el camino optico, Iy e I las intensidades de luz incidente y transmitida

respectivamente.

Y sabiendo que la A tiene la siguiente expresion:

A=log=* 2.12
La 7 resulta (ecuacién 2.5):
1=2303Ab’
Al aplicar log =
log v =log 2,303 + log A —log b 2.13

Al derivar con respecto ala A =
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dlogt _ dlogA
dlogh  dlogh 2.14

de manera que para obtener el valor de o se puede aplicar directamente el logaritmo
a los valores de A y graficarlos en funcion del logaritmo de la longitud de onda. La
pendiente de este grafico permite obtener el valor de o. La Figura 2.1 presenta un
ejemplo, en ella se detalla el maximo desvio y el coeficiente de regresion (%) que
presento esta determinacion en el presente trabajo. Con los valores de o y los de la
T400 S€ evalud el estado inicial de las MC o MCM antes de comenzar el estudio de

las cinéticas de coagulacion por cuajo.

-0.3

-0.4 - - pendiente = a

-0.5

logt

-0.6

-0.7

-0.8

-0.9 T T T T T T T T
2.58 260 262 2.64 2.66 2.68 2.70 2.72 2.74 2.76 2.78 2.80

log A

Figura 2.1. Ejemplo de la obtencion de los valores de o para una suspensién de micelas de
caseina. Pendiente = -2,91(2) y r’= 0,99.
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2.2.5 Determinacién de la velocidad de agregacién:

La velocidad de coagulacion de la leche incluyendo la etapa proteolitica y de
agregacion, fue evaluada por muchos investigadores y por muy diferentes métodos:
viscosidad, dispersion de la luz, microscopia electrénica, etc.** Varios modelos
cinéticos han sido propuestos para resolver el proceso completo, incluyendo
habitualmente el analisis de la etapa proteolitica por una cinética de Michaelis-
Menten y la cinética de agregacion de las MpC a través de la aproximacién de von
Smoluchowski para la agregacién browniana a tiempos iniciales.?**>°

Nuestro objetivo es separar la etapa enzimatica de la de agregacién y estudiar
esta ultima por técnicas turbidimétricas basandonos en la teoria de von
Smoluchowski. La hipétesis de esta teoria plantea que la desaparicion de particulas
primarias de una suspensién diluida de particulas homogéneas para formar dobletes

sigue una cinética de segundo orden:

ON(Y) _ . .,
S = kN

2.15

siendo N(t) la densidad en numero de particulas primarias y k, la constante de
velocidad de segundo orden determinada por la velocidad de difusiéon de las
particulas y la eficiencia de las colisiones. A tiempos iniciales donde N(t) ~ N, la

densidad inicial en nimero de las MpC, la velocidad puede reescribirse:

ON(t
(—-5:—)) =—k,N, 2.16

0
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De esta expresion surge que estimando la desaparicion de particulas primarias a
tiempos iniciales se podria obtener informacioén de la velocidad de agregaciéon en

distintas situaciones.

Estimacion de la k; por medidas de turbidez:

Varios autores han demostrado que la etapa de agregacion no comienza hasta que
la hidrélisis de la x-caseina es completa o ha alcanzado altos porcentajes de
conversion. Estos valores oscilan, de acuerdo a los distintos autores, entre el 60-
85% del total de conversién.***>*465 1 yego que se alcanzan estos porcentajes
comienza la etapa de agregacion y se produce una superposicion de esta etapa con el
final de la etapa proteolitica.

La turbidez ha sido usada para seguir la cinética de coagulacion de las MpC por
otros autores.*® Durante Ia etapa proteolitica se observa una ligera disminucion de la
turbidez debido a la reduccion de tamafio de las micelas por la pérdida de los
caseinomacropéptidos (CMP). Luego la turbidez aumenta progresivamente a medida
que avanza la etapa de agregacion (Figura 2.2). Estos efectos estan simultaneamente
presente cuando el fin de la primera etapa se superpone con el comienzo de la
segunda haciendo muy dificil o imposible obtener datos de turbidez a tiempos

iniciales, es decir que correspondan {inicamente a la agregacion.
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3" etapa
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Figura 2.2. Cambios de la turbidez (1) en funcion del tiempo durante las distintas etapas de
la coagulacion enzimatica de las micelas de caseina.

En el presente trabajo se propuso separar la etapa proteolitica de la de agregacién
trabajando en condiciones adecuadas. Existen trabajos tendientes a lograr esta
separacion usando la propiedad que presenta la leche de no coagular a bajas
temperaturas. En estos trabajos se realiza la protedlisis completa trabajando entre 4-
10°C y luego al elevar la temperatura da comienzo la agregacion; tal como fue
propuesto por Dalgleish.®’ Esta propuesta, aunque fue evaluada como posibilidad de
trabajo, no pudo ser aplicada. La turbidez de las MC, al someter estas a un brusco

cambio de temperatura (4-35°C), sufre un aumento debido a la reacomodacién de su
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estructuré, proceso cuya finalizaciéon demanda tiempos del orden de horas. Por otra
parte, las MC hidrolizadas en frio, al calentar comienzan a coagular con el
consecuente aumento de la turbidez que se lleva a cabo simultineamente con el
aumento por los cambios estructurales impidiendo el estudio de coagulacién por
medidas de turbidez. Trabajando a relaciones de concentracion enzima/sustrato
elevadas, la primera etapa puede completarse en muy cortos tiermpos (segundos)
practicamente antes de que sean detectables aumentos de 1t debidos a la agregacion.
Esta tltima propuesta fue presentada por Carlson et al. *! y resulté apta para

nuestros propositos.

0.50

0.45

0.40

0.35

Ts00 (00 )

0.30

0.25

0.20 -

0.15 1 T | T I
0 100 200 300 400 500

tiempo (s)

Figura 2.3. Cambios de la turbidez (1) en funcién del tiempo durante la segunda etapa de
la coagulacion enzimatica de las micelas de caseina de la leche.
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Se evalud (a través de la liberacion de CMP, seccién 2.2.1) la concentraciéon de
enzima que permitiera completar la etapa proteolitica en un corto tiempo (15-30
segundos) para cada condicion en estudio. De esta forma el aumento de 1 registrado
a partir de este tiempo corresponderia exclusivamente al proceso de agregacion
(Figura 2.3.).

La teoria de Rayleigh-Debye-Gans (RDG) ha sido usada para desarrollar
ecuaciones que evalian la dispersion de la luz para particulas esféricas en proceso
de agregacién que podrian ser aplicada en los estados iniciales de la agregacion de

MpC. (Kerker, 7 de faraday)

La 7 a tiempos iniciales del proceso de agregacion puede ser expresada como:

m (1+cos2 6)sen9d9 217

t=1, +2Kc———N;I(t) " P(@.R, )————Se“z;R
0

m

donde solamente la formacion de dobletes ha sido considerada. En este caso Na(t) es
la densidad en niamero de dobletes al tiempo t y Ny el nimero incial de particulas.
Para particulas esféricas en la teoria de RDG el P(q, R,,) adopta la expresion
planteada en la ecuacién 2.2. Para altos grados de agregacion se deberia considerar
la naturaleza fractal de los agregados de MpC a través de un apropiado factor de
forma, no necesario en nuestro caso.

La velocidad de incremento en la 7 estara dada por:

o ON, () n sen2qR
(a—J=[71—]"[2K°fo PR SR 1 cos enod |31

y si tenemos en cuenta la siguiente relacion :
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ON, () _  19N(t)
ot 2 ot 2.19

se obtiene:

AON(t) =_(arj 1

at E_t— K’ 2.20

Donde K representa el segundo término entre corchetes de la ecuacion 2.18.

A tiempos iniciales:

ON(1) ___[_a_z) 1
ot | \at) K 2.21

De esta manera se demuestra que, siempre que el calculo de K~ sea posible, la
velocidad de incremento en la turbidez a tiempos iniciales, (81/8t),, puede ser usada
para estimar la desaparicién de particulas primarias a tiempos iniciales ([ON(t)/dt]o).

De esta forma teniendo en cuenta la ecuacion 2.16 resulta la siguiente expresion:

ar) 1 5
| A, - =—k,Ng 2.22
(at K

Con medidas de (3t/dt), , el calculo de K* y expresando Nj en términos de la

concentracion y densidad de las particulas se puede obtener el valor de k.
Los parametros para calcular K' no siempre son féciles de conocer a través de la

literatura ni de determinar para las distintas condiciones de trabajo, sobre todo para

las MC en presencia de distintos iones y para las MCM.
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Una propuesta para superar estas dificultades fue seguir el proceso de agregacion
con los valores de turbidez relativos a la turbidez inicial, es decir 1/19 que tiene la

siguiente expresion:

T N
—=14+2—2I(R,)
. N, 2.23
De las ecuaciones 2.1y 2.17 resulta para I(R,, ) la siguiente expresion:
"P(q,R_)sen2qR_(1+cos’0)sen6do
iRy = PG Ra)sen2aR . ) .
[, P(q,R,,)(1+cos’0) sen6dO
I(R) es funcion unicamente de R,,,.
La velocidad de incremento relativo en la turbidez resulta:
a(t/1,) _ 2I(R,)| ON, (1)
= 2.25
ot N, ot

y utilizando nuevamente la relacion de la ecuacién 2.19 se obtiene la siguiente
expresion:

a(t/t,) IRk,
ot N,

N*(t) 2.26
que para tiempos iniciales

ot/1,) _
?L"I(Rm)kz No 2.27

Por lo tanto, la (01/0t)/ty permite comparar la velocidad inicial de agregacion para
muestras en diferentes condiciones, siempre que las mismas tengan el mismo N, y

no presenten variaciones de tamafio.
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Técnica: Tanto para los casos en los que se pudo calcular el valor de K~ (y en
consecuencia el valor de k;) como en los que se estim6 la velocidad de agregacion
por la (0v/dt)/ry de acuerdo a la ecuacién 2.27 la cinética de agregaciéon fue
estudiada siguiendo la t del sistema a 600 nm. Una alicuota de 3 mL de la
suspension de MC o MCM, previamente diluida y equilibrada a la temperatura de
trabajo, fue transferida a una cubeta de 1 cm de paso optico ubicada en un
portacubetas termostatizado a la temperatura de trabajo. Se registré el valor inicial
de la turbidez (1) y se did comienzo a la coagulacion mediante el agregado de 100
ML (o lo que correspondiera) de una diluciéon de cuajo 1/8 (v/v). La mezcla fue
agitada con una varilla de teflon durante 5 sy luego se dejé evolucionar al sistema
durante 5 al0 minutos. Este tiempo dependi6 de la variable y el sistema en estudio.
Los valores de t fueron registrados cada 15 seg. y luego se graficaron en funcién del
tiempo.

La velocidad de incremento en la turbidez a tiempos iniciales ((ot/dt)y) fue
calculada como la pendiente méaxima de este grafico para un tiempo en el cual la
liberacién de CMP podia considerarse completa (Figura 2.4). Con el valor de R,
obtenido. segun lo desarrollado en la seccion 2.2.3. se calculo el valor de K*. Se
utilizé el programa Sigma Plot 2.0 bajo entorno Windows 3.1. Posteriormente
aplicando la ecuacion 2.22 se calcul6 el valor k.

Los valores de incremento en la turbidez relativa a tiempos iniciales (ot/ot)/1y se
calcularon de la misma forma que para (01/2t), y luego se dividio por los valores de

To correspondientes.
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Figura 2.4. Liberacién de CMP, agregacion de MC por accion de cuajo en funcion del
tiempo y (81/6t)o. (@): Concentracion de CMP liberado expresado como A a 750nm. (O): t
expresada como A a 600nm.(----): derivada méaxima de la turbidez respecto al tiempo.

A pesar de las especulaciones de diversos autores, que llevaron en algunos casos
a la propuesta de modelos especiales para la agregacion de las MpC41, la forma
particular de las curvas de 1 vs. tiempo no ha sido completamente explicada,
especialmente en lo que respecta a su apartamiento de la linealidad luego de los
tiempos iniciales. Es interesante destacar que el planteo aqui desarrollado permite,
utilizando los factores de forma propuestos para trimeros, tetrdmeros, etc. de esferas
sin intefacciones, que cumplen con la teoria de RDG”, y la ecuacién de
conservacion de masa planteado para el proceso total de agregacion, la simulacion

de curvas © vs. tiempo reproducen totalmente las caracteristicas de las curvas
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experimentales. Es decir que dichas caracteristicas son propias del proceso de

agregacion, no requiriendo explicaciones adicionales.

2.2.6 Determinacion del indice de refraccién de las micelas de caseina
La aproximacién de la teoria de RDG se puede aplicar a una suspension de

particulas si m, cociente entre el indice de refraccion de las mismas (n,) y el indice
de refraccién del medio (ng) es cercano a 1, es decir jm-1j<< 1y para esferas si
2a|m-1[ << 1, siendo a = 2nR/A = 21‘CRII0/7\.0,‘ donde R es el radio de las particulas y
Aoy A son las longitudes de onda en el vacio y en el medio respectivamente.*’

Walstra mostr6 que para particulas que cumplen con la aproximacion de RDG, si
se varia el no manteniendo constante el valor de o (con una van'écién adecuada de
Mo) y luego se grafica nyVt en funcién de n,, siendo 7 la turbidez de la solucién a la
longitud de onda calculada, se puede obtener por interpolacién en el eje x el valor
de n; donde el mismo se iguala a 1.

En el caso de las MC si consideramos n; ~ 1,5 ® y sabiendo que ny ~ 1,327
resulta un valor de m ~ 1,1. Ademas si consideramos un R promedio de 100nm y Ao
=600nm, el valor de o resulta ~ 1,38 y el valor de 2am-1)~ 0,3. Por lo tanto las MC
cumplen con la aproximacion RDG a 600nm. Se aplicé la técnica propuesta por
Walstra y se utilizé glicerol para las modificaciones del indice de refraccion debido

a que tiene un indice de refraccién mayor que el agua (1,474) y por no presentar

ningin efecto sobre la distribucion de tamafio de las MC.%
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Figura 2.5. Ejemplo de la determinacion del indice de refraccion de las micelas de caseina
n;. Ecuacion: nyVt = -1,723(6) no +2,821(7). n; = 1,631

Técnica: Se prepararon diluciones 1/100 v/v de las MC en buffers conteniendo
glicerol en distintos porcentajes (0, 5, 10, 15, 20, 30% v/v). Luego de equilibrar las
suspensiones de MC durante ~ 2horas a la temperatura deseada se procedio a leer
los indices de refraccién de los buffers respectivos (ng). Se trabajé con un
refractdmetro termostatizado. Con el valor de n, del buffer sin glicerol se calcul6 el
cociente nop/Ag y con los valores de ny de los distintos buffers (con glicerol) se
calculé la A a la que se debia leer la 1 de las diluciones df’ MC de manera de

mantener constante ny/Ay y en consecuencia constante el valor de o de acuerdo a lo
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propuesto por Walstra.*” Luego se grafico noVr en funcién de n,, se realizé una
regresion lineal por cuadrados minimos y se obtuvo el valor de n; para la situacion
de trabajo propuesta. La Figura 2.5 muestra una determinacion como ejemplo y en
ella se sefialan los parametros estadisticos inherente a esta determinacién en las

condiciones del presente trabajo.

2.2.7 Estimacién-de la dimension fractal de los agregado de MpC:

En la vsecci(m 2.2.4. la ecuacién 2.10, que expresa la 1 para suspensiones de
particulas polidispersas, contiene un factor de disipacién (-Qz)-que es funcién de un
factor de forma para monémeros P(q,R). En los casos que existe agregacion deberia
considerarse la naturaleza fractal de los agregados con un adecuado factor de forma.
Reformulando la ecuacion2.8 para estos casos, segin Horne® resulta la siguiente
expresion:

3

Q= !wmkgsmﬂuwmmnmew 28

8
Incorporando esta ecuacién a la expresion de 1, aplicando log y derivando con

rspecto a A se obtiene un expresion similar a ecuacién 2.9

[ (8n1)}
Olog| —*
=_[MJ=4_alogQ_2 oc/|

=4-B-vy
Olog A Jlog A dlog A
Puede demostrarse que B tiende al valor de la dimensién fractal (D¢) cuando se han

formado agregados grandes.” Para medidas de 1 entre 400-800nm un valor de ¥~

0,02 se considera apropiado para proteinas en general. De esta manera conociendo
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el valor de a, cuando las curvas de 1 en funcion del tiempo han llegado a un valor
maximo y constante, se puede calcular la dimension fractal (Dy) de los agregados.

Técnica: Cuando las lecturas de t llegan a un valor constante luego del agregado de
cuajo (final de la técnica para determinar velocidad de agregacion) se registran los
valores de 1 en funcién de A y se procede a obtener el valor de a como fuera
descripto en la técnica de la seccion 2.2.4. Con este valor y aplicando la ecuacion

2.9 se obtuvo el valor de B que estima la D¢ de los agregados.

2.2.8 Determinacién de la concentracién de Ca®* por absorcion atémica (AA):
Cuando se evalué el efecto de los distintos iones sobre la estabilidad de las MC,
la determinacion de los niveles de Ca>* desplazados por cada una de las sales en
estudio se realizaron por AA.
Técnica: Se realizaron diluciones de las muestras y se registraron los valores de A a
la A correspondiente. Para obtener la concentracion, estos valores se interpolaron
sobre una curva de calibracion construida con testigos adecuados para tal fin. Como
la muestra contiene material refractario (particulas de fosfato de calcio) las
diluciones de muestras y testigos se realizaron en una solucién al 1% P/V de
St(NOs),.
Condiciones: A= 422,67nm; paso de corriente:10mA; sensibilidad: 0,050; rango de

linealidad: 1-4ppm. Se utiliz6 una mezcla aire-acetileno.
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CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto de la concentracion de caseina

3.1.1 Resultados:

El estado inicial de las MC se evalud a través de la turbidez especifica a 600nm
(t600/c) y de los radios promedio en peso (R,) de las mismas en las distintas
diluciones. Las diluciones, realizadas con el buffer base, comprendieron el signiente
rango de concentraciones de caseina en (g/L): 0,082-0,439. Ambos resultados son
presentados en la Tabla 3.1.

Los valores de los R,, se obtuvieron como se planteara en la seccion 2.2.3 Se
procedio al ajuste en computadora de la ecuacién 2.1 de manera de obtener el valor
de Ry, que satisfaga el valor experimental de la 140 a cada concentracion de caseina.
Los datos necesarios para aplicar esta ecuaciéon fueron los siguientes:

1) Densidad de las particulas (p;). Se utiliz6 un valor de 1,07 g/cm’ obtenido de la
literatura.*!

2) Indices de refraccion del medio (ng) y de las particulas (n,).

Ambos fueron determinados experimentalmente.

El valor de ny = 1,327 se obtuvo en forma directa a la temperatura y longitud de

onda de trabajo: 35°C y 600nm respectivamente.
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El valor de n; se obtuvo aplicando 1o propuesto en M&M (seccién 2.2.5). Se trabajod
a una concentracion de caseina constante (0,30 g/L) y a 35°C. Graficando ngVt vs.
ny se obtuvo el valor de n; (=1,631).

3) Concentracion de caseina.

La concentracién de caseina se determind por el método de Kuaye descripto en la

seccion 2.2.1.

Tabla 3.1. Turbidez especifica y radios promedio de las MC a diferentes

concentraciones de caseina.

822 859 875 905

*Error max.: + 0,005 (95% de confianza)
*Error max.: + 0,4 (95% de confianza)

La Figura 3.1 muestra la liberacion de CMP en funcién del tiempo (medidos
como Asso) y el aumento de 149 durante la coagulacién enzimatica de las MC para
una determinada concentracion de caseina, temperatura y cantidad de cuajo.

Los CMP liberados alcanzan su valor maximo antes del incremento de t,
indicando que la primera etapa de la coagulacion (hidrélisis) se completd en los
tiempos iniciales de la fase de agregacion. El tiempo de finalizaciéon de la primera
etapa se obtuvo de estos graficos y fueron de 30 segundos para concentraciones
entre 0,082y 0,110 g/ y en 15 segundos para concentraciones de caseina mayores

a 0,110 g/L. Los tiempos de hidrélisis descriptos se obtuvieron con el agregado de
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100 pl de una dilucion 1/8 v/v de cuajo Hansen para 3,0 ml de una dilucién de MC

conteniendo 0,30 g/L. En las demas concentraciones de caseina se mantuvo

constante la relacion de concentracion enzima/sustrato.
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Figura3.1. Liberacién de CMP y agregaciéon de MC por accién de cuajo en funcién del
tiempo. (@): Concentracién de CMP expresado como A a 750nm. (O): © expresada como
A a 600nm. Concentracion de caseina: 0,30 g/L. Temperatura: 35°C.

Luego de finalizado los tiempos de la hidrélisis se calculd, de los graficos de Teoo
vs. tiempo presentados en la Figura 3.1, el valor de la derivada méxima de la

turbidez en los tiempos iniciales (0t/0t),. En la Figura 2.4 de M&M se presentd un

ejemplo.
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Con los valores de Ry, se calcul6 el valor de K™ para cada dilucion de MC
mediante la ecuacion 2.18. Aplicando la ecuacién 2.21 se obtuvo la velocidad
inicial de desaparicién de particulas primarias [ON(t)/ot]lo a partir de datos
experimentales de la (0t/0t),. La Figura 3.2 muestra estos valores en funcién de la

concentracion de caseina al cuadrado.
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Figura 3.2. Desaparicion de particulas primarias para formar dobletes en funcion de la
concentracion de caseina al cuadrado. Temperatura: 35°C
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3.1.2 Discusion

Estado inicial de las MC

Los valores de turbidez especifica (t/c) de las distintas diluciones de MC
muestran una ligera disminucién a bajas concentraciones de caseina. Esto puede
atribuirse a un proceso de disociacién, lo que implica un desplazamiento de la
funcion de distribucion de tamafios hacia valores menores. La ligera disminucion de

los radios promedio de las MC en las mismas diluciones confirman esta suposicion.

Estudios cinéticos

La Figura 3.2 muestra una tendencia lineal de la velocidad inicial de desaparicion
de particulas primarias, [ON(t)/6t]o, con el cuadrado de la concentracién de caseina a
valores menores a 0,3 g/L. A concentraciones de caseina mayores a este valor se
observa una evidente desviacion de la linealidad.

La hipétesis planteada por von Smoluchoswski para la cinética de floculaciéon
browniana de particulas coloidales a tiempos iniciales presenta la siguiente relacion

lineal (ecuacion2.16):

y corresponde a la velocidad inicial de formacion de dobletes. Una posibilidad de la
desviacion que presentan las MC a altas concentraciones podria ser que el sistema

est¢ en el limite de aplicacién de tal hipétesis a concentraciones superiores a 0,3g/L.
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Es decir que se podrian estar formando ademas de dobletes, tripletes o reaccionando
dobletes entre si, etc. Dado que en el proceso de agregacion juega un rol importante
la difusion de las particulas agregantes, la obtencion, a concentraciones de caseina
superiores a 0,3 g/L, de velocidades iniciales de desaparicion primarias menores que
las previstas por la relacion lineal se debera a que los agregados difunden mas
lentamente, siendo menores las constantes cinéticas propias de su agregacion. Otra
posibilidad es que las desviaciones se deban a medidas imprecisas de la (ot/ot) a
altas concentraciones de caseina debido a la alta velocidad inicial de floculacion.
Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos se concluye que la hipétesis
planteada de una cinética inicial de segundo orden se cumple para soluciones de
MC diluidas (< 0,3 g/L) con la metodologia utilizada.

La teoria de von Smoluchowski para la agregacion limitada por difusion (DLA)
propone la siguiente expresion para k, en un medio de viscosidad nyala

temperatura T:

_8,T k!
Inw W

2

donde kg es la constante de Boltzmann y W es el factor de estabilidad, es decir el
cociente entre la frecuencia de colisiones a las cuales se produce agregacion y la
frecuencia total de colisiones entre particulas. k,’ es la constante cinética en
ausencia de barrera y tiene un valor de 1,13 x 10" cm®s? en nuestras condiciones
(T=35°C). Un valor promedio de 3,0 x10™"* cm®s™ fue obtenido para k; en la region

lineal de la Figura 3.2. El valor de k, < k» esta indicando un proceso de floculacion
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lenta, es.decir con la presencia de una barrera de energia a superar. Para W se
obtuvo un valor promedio de 380. Este valor concuerda con el determinado por
otros autores usando técnicas diferentes.’

Un valor de W > 1 demuestra la presencia de cierta estabilidad por parte de las
micelas de p-caseina (MpC), es decir de las micelas de caseina que han sido
desprovistas de cierta porcion de x-caseina de su superficie. W esta relacionada con
la energia potencial entre dos particulas que se acercan a través de la ecuacién A.38
k;

- o)
2R| exp(ﬁ)x dx

B

k, =

=J Ko

La teoria clasica de Deryagin, Landau, Verwey y Overbeek (DLVO) establece
expresiones para el calculo de tal energia potencial (®,.) basadas en la suma de
dos tipos de fuerzas: electrostaticas repulsivas y atractivas de Van der Waals. El
potencial resultante es atractivo a larga y corta distancia y en las posiciones
intermedias existe una barrera de energia repulsiva. (secci6n 1.4.4.) El corte de la
capa de pelos de k-caseina reduce al 60% la carga eléctrica de las MpC con respecto
a las MC."! Esto se traduce en una reduccién de Vo (potencial eléctrico superficial)
con la consecuente disminuciéon de la repulsién eléctrica. La barrera repulsiva
debiera disminuir con un aumento de la inestabilidad. Esto sucede, es decir se
produce la floculacién pero a una velocidad menor a k;’ lo que sugiere la presencia

de un factor estabilizante en las MpC, no contemplado por la teoria D.L.V.O. Por
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otra parte, la aplicacion de la teoria DLVO produce resultados no reales ya que la
barrera resultante luego de la accion enzimatica permitiria un acercamiento de las
particulas a distancias atomicas donde otras fuerzas atractivas, ademas de las van
der Waals estarian presentes y serian de considerable importancia. Resulta entonces
cuestionable la aplicacién de esta teoria no sélo a las MC %, sino también a las
MpC.

La magnitud de W, relacionada con la altura de la barrera de energia, podria ser
mejor atribuida a la presencia de un importante componente estérico. Este tercer
término (repulsivo en este caso) podria adici(;narse a la expresion de potencial entre

particulas.?*®®

(seccion 1.4.4)

La estabilidad estérica es habitualmente considerada como la suma de dos
contribuciones. Cuando la presencia de una particula restringe el libre movimineto
de los pelos flexibles superficiales de otra particula surge la contribucién entrépica
o de restriccion de volumen. Cuando los pelos superficiales de dos particulas
interpenetran unos con otros surge una contribucion de mezclado cuya magnitud y
efecto esta relacionado con la capacidad de disolucién de los pelos en el medio de
dispersion. Esta segunda contribucién es despreciable cuando la densidad de pelos
es baja.’

El hecho, ampliamente descripto, de que la agregacion de las MpC no comienza
hasta que un cierto porcentaje (60-80%) de la hidrolisis de la k-caseina se ha

producido podria explicarse por el factor estérico: la permanencia de algunos pelos

en la superficie micelar produciria una repulsion estérica entre las MpC. También
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podria deberse a que para lograr un intimo contacto entre ellas necesitan estar con
zonas totalmente libres de pelos. En estas condiciones, el valor de kTInW puede
considerarse representante de la energia de activacion del sistema para la
agregacion’ y tiene un valor de 6kT en nuestro sistema. Este valor es claramente
menor que 10kT, considerado como el minimo valor necesario de la altura de la

barrera de energia para considerar cinéticamente estable a un sistema.
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3.2 Efecto de la temperatura

3.2.1 Resultados

El estado inicial de las MC se evalu¢ a través de la turbidez a 600nm (t40) y de
los radios promedio en peso (R,) de las diluciones de MC a las distintas
temperaturas. Las diluciones de MC se realizaron en el buffer base y la
concentracion de caseina se mantuvo constante para cada una de las temperaturas
propuestas. Los resultados son presentados en la Tabla 3.3.

Los valores de los R, se obtuvieron de acuerdo a lo planteado en la seccion
2.2.3. Se procedio al ajuste por computadora de la ecuacion 2.1 hasta obtener el
valor de radio que satisfaga el valor experimental de la 140 a las distintas

temperaturas. Ese valor de radio fue el R,,. Los datos necesarios para aplicar dicha

ecnacion fueron los siguientes:

1) El indice de refraccion del medio (ng) y de las particulas (n;).

El valor del ny fue determinado a 35°C y a 600nm. Se considerd constante en el
rango de temperatura utilizado en los estudios. ny= 1,327

El n; fue determinado a todas las temperaturas de la experiencia de acuerdo a lo

descripto en M&M. La Tabla 3.2. presenta los valores obtenidos.

Tabla 3.2: indices de refraccién de las MC a diferentes temperaturas

n, "= 1,514 1,586 1599 1,618 1,631 1,664 1684 1697

*Error max.: £ 0,005 (95% de confianza)
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R,”(nm) 1002 908 903 894

2) Densidad de las particulas (p;). Por la imposibilidad de determinar u obtener por
la literatura la densidad de las MC a las distintas temperaturas se la reemplazo en la
ecuacion correspondiente por la siguiente expresion:

M

m

plzm 3.1

El valor de M, se obtuvo mediante la siguiente relacion:

R 3
M_ =(§—"2'L) 2,35x10* g/ mol 3.2

Donde el primer término corresponde al nimero de caseinas por micela y el
segundo término es el peso molecular promedio de las caseinas.®® Este valor se
calculé utilizando el valor de R,, de las micelas de caseinas a una concentracion de
caseina de 0,329 g/l a una dada temperatura (35°C). El valor de M,, resulté
4,8044x10%g/mol

3) Concentracion de caseina. Se mantuvo constante en las diluciones a las distintas

temperaturas. ¢= 0,30 g/L

Tabla 3.3. Turbidez y radios promedio de las diluciones de MC a diferentes

temperaturas

* Error max.: + 0,005 (95% de confianza)
® Error méx.: + 0,4 (95% de confianza)
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Se obtuvieron graficos similares al presentado en la Figura 3.1 para la liberacion
de CMP en funcién del tiempo (medidos como Azso) y €l aumento de Teoo durante la
coagulacion enzimatica de las MC a una determinada temperatura, concentracion de
caseina y cantidad de cuajo. Se realizaron para las siguientes temperaturas: 17, 35y
45°C. Se utiliz6 en todos los casos 100 uL de una dilucién 1/8 v/v de cuajo Hansen
para 3,0 mL de una dilucion de MC conteniendo 0,30 g/L. obteniéndose los
siguientes tiempos de finalizacién de la primera etapa a las distintas temperaturas:

15 segundos para 45°C, 30 segundos para 35°C y 45 segundos para 17°C.
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Figura 3.3. In k; y W en funcién de la inversa de la temperatura.(®): In k; y (O): Ww.
Concentracion de caseina: 0,30g/L.
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De los graficos de 100 vs. tiempo, luego de finalizada la etapa de hidrélisis, se
obtuvo la derivada maxima en los tiempos iniciales (8t/6t),.

Con los valores de R, se calculé K, con este valor y el dato experimental de
(ot/ot) se aplicod la 2.23 theniéndose el valor de k, para cada temperatura en

estudio. Aplicando la ecuacion 1.3 se obtuvo el valor de W. Los valores de k, y W

son. presentados en la Figura 3.3 .

3.2. 2 Discusién

Estado inicial de las MC

Los datos presentados en la Tabla 3.3. muestran un aumento de la 7ty al
aumentar la temperatura en las diluciones de MC. Este aumento de la T4 podria
estar indicando una contraccion de las micelas. Los valores de R,, obtenidos
aplicando las teorias de dispersién de la luz, confirman esta hipétesis. Por otra parte
otros autores han informado un aumento de la voluminosidad (v) de las MC con el
descenso de la temperatura.'? Este aumento de v es atribuido a una proyeccion de la
B-caseina hacia el exterior de la micela por el debilitamiento de las uniones
hidrof6bicas, las cuales mantienen la mayor parte de esta proteina en el interior de
la estructura micelar.” Un aumento de la v se traduce en una constante de Hamaker

(A) menor con la consecuente disminuciéon de las fuerzas atractivas de van der
Waals y esto implica una estabilidad adicional de las MC (a bajas temperaturas)

antes de ser sometidas a la accién del cuajo.
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Estudios cinéticos

Los datos presentados en la Figura 3.3 muestran un grafico de Arrhenius curvo
confirmando resultados previamente informados por Dalgleish® y sugiriendo un
aumento de la energia de activacion a bajas temperaturas.

Si tenemos en cuenta que el potencial ., una medida de v, de las MpC
disminuye con la disminucién de temperatura®’, el incremento en la barrera de
energia para la agregacion no puede ser explicado por un aumento de la repulsion
electrostatica.

Analizando las fuerzas atractivas, dependientes de la magnitud de la constante de
Hamaker, en este caso estarian disminuidas. Si el aumento en la v de las MC
proviene de una proyeccion de la B-caseina’, la hidrélisis de la x-caseina por acciéon
del cuajo no cambiaria esta situacion y en consecuencia las MpC presentarian, al
igual que las MC, una estabilidad adicional a bajas temperaturas.

El analisis, a través de la teoria D.L.V.O., sugiere asignar la estabilidad de las
MpC a bajas temperaturas a la disminucion del ®, y su contribucion al @, Luego
de los estudios sobre micelas de caseina modificadas (MCM) esto podria resultar
incorrecto o al menos insuficiente (seccion 3.6).

La estabilidad estérica, representada en este caso por el término de restriccién de
volumen, muestra una disminucién con la disminucién de temperatura atribuible a
una disminucion del efecto repulsivo de la contribucién entrépica. Sin embargo, en

este caso se observa el efecto opuesto. El incremento de la v observado en las MC a

bajas temperaturas por proyeccion de la B-caseina permitiria incrementar el espesor
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de la capa de pelos de las MpC, produciendo un incremento del término de
restriccic’m de volumen. El término de mezclado, por otra parte podria también ser
incrementado, pero su dependencia opuesta con la temperatura podria ser superada
por el incremento en el espesor de la capa peluda y el efecto de contribucion
entropica.

Los valores de W (siempre > 1) obtenidos frente a los cambios de temperatura
ofrecen la misma informacién que el valor de k, . A bajas temperaturas hay un
brusco incremento de la estabilidad. Por lo razonado anteriormente, esto estaria muy
relacionado con el componente estérico pero fambién con el disminuido componente
atractivo de la teoria D.L.V.O. Es interesante notar que en los casos como los de las
MpC o sea particulas de gran tamafio y capa peluda pequefia las fuerzas
responsables de producir la agregacion son las fuerzas atractivas de van der Waals’!

y son las que en este caso estarian disminuidas.
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3.3 Efecto de la viscosidad del medio

3.3.1 Resultados

Los datos de turbidez a 600nm (149) de las diluciones de MC en buffers con
distinto éontenido de glicerol y el valor de los radios promedios (R,,) de las MC en
tales diluciones son presentados en la Tabla 3.5. El contenido de glicerol se expresd
en términos de la viscosidad (n) resultante en cada solucién buffer. La temperatura
de trabajo: 35°C.

Para obtener los valores de Ry, de acuerdo a lo planteado en la seccién 2.2.3 se
necesitaron los siguientes datos:
1) Los indices de refraccién ng y n;, del medio y de las particulas respectivamente.

A las soluciones buffers con distinto contenido de glicerol se les determiné el n,
a 35°C. Los resultados se presentan en la Tabla 3.4

Tabla 3.4. Indices de refraccion del medio en las diluciones con diferente
contenido de glicerol

o? 1.327 1.334 "1.346 1.354 1.370

“Relativa al buffer base
*Error max.: + 0,003 (95% de confianza)
*Error max.: + 0,003 (95% de confianza)

El n; fue determinado de acuerdo a la técnica planteada en M&M. Su valor se
consider6 constante en todas las diluciones. La técnica de determinacién involucra
diluciones de MC en medios con agregados de glicerol y esto no afecta el valor del

n.% (n, =1,631)
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2) Concentracion de caseina. Se mantuvo constante en todas las diluciones.

c= 0,30 g/L.
3) Densidad de las particulas (p;). Se utilizd un valor de 1,07 g/mL obtenido de la

literatura* y se consideré constante en todas las diluciones.

Tabla 3.5. Turbidez y radios promedio de las diluciones de MC a diferentes
viscosidades del medio

2>

R,."(nm) = 88,() 760

*Error max.: + 0,004 (95% de confianza)
*Error méax.: + 0,4 (95% de confianza)

Graficos similares a los presentados en la Figura 3.1. se obtuvieron para la
liberacion de CMP en funcion del tiempo (medidos como Assy) y el aumento de g0
durante la coagulacién enzimatica de las MC variando la viscosidad del medio y
manteniendo constante la temperatura, concentracién de caseina y cantidad de
cuajo.

El agregado de 100 uL de una dilucién 1/8 v/v de cuajo Hansen a 3,0 mL de una
dilucién de MC conteniendo 0,30 g/L permitié obtener los siguientes tiempos de
finalizacion de la primera etapa a las distintas viscosidades relativas: 15 segundos
paran< 1,615y 30 segundos par n > 1,615,

De los graficos de 1e00 vs. tiempo, luego de finalizada la etapa de hidrlisis, se

obtuvo la derivada maxima en los tiempos iniciales (61/6t),.
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Con los valores de R,, se calculd K*, con este valor y el dato experimental de la
(Ot/ot), se aplico la 2.22 obteniéndose el valor de k; para cada dilucion en estudio.
Aplicando la ecuacién 1.3

8k, Tk
YT 3mW W

se obtuvo el valor de k,” para cada valor de viscosidad del medio y con este valor y
el de k; se calcul6 el valor de W resultando este ultimo practicamente constante en
todo el rango de viscosidades (380-400).

La Figura 3.4 muestra los valores de k; en funcién de la inversa de la viscosidad
relativa (1/n); se utiliz6 la inversa, siguiendo la expresiéon de von Smoluchoski, para
observar mas directamente el efecto inverso de la viscosidad sobre la constante de

velocidad.

3.3.2 Discusién

Estado inicial de las MC

La Tabla 3.5 muestra una disminucion de la t a 600 nm (Agq) con el incremento
de la n que podria atribuirse a un incremento del indice de refraccién del medio
(no). No obstante, el valor de la t para la dilucién de MC en buffer sin agregado de
glicerol o sea en el buffer de control muestra un valor menor que el presentado para
el primer agregado de glicerol (n=1,181). Esto estaria indicando alguna interaccion

entre el glicerol y las MC. En este sentido podria pensarse que el glicerol (en
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minima cantidad) produciria cierto colapso de los pelos de la capa superficial que
explicaria el leve aumento de la 1409 acompafiado por el leve descenso del R,,. Este
efecto se saturaria rapidamente y a mayor concentracién de glicerol predominaria el
efecto de la viscosidad sobre el indice de refracciéon y en consecuencia sobre los
valores de turbidez.

El analisis de los R, indican que no habria cambios apreciables en el tamafio
medio de las MC en presencia de glicerol, lo cual coincide con lo sugerido por
Ambrose Griffin and Griffin® quienen afirmaron que el glicerol no produce
cambios en la distribucion de tamarfio de las MC. Este hecho es, ademas, el que
permiti determinar el indice de refraccion de las particulas (n;) en las demas
variables.

A muy altas concentraciones de glicerol podria pensarse que este interactiie con la
superficie micelar como en una solucién de proteina globular causando una leve
hjdratacién preferencial de la misma. Es decir, reforzaria uniones de puente
hidrogeno con el agua y migraria hacia el seno de la solucién excluyéndose de la
superficie proteica.®***® Esto produciria cierta expansion de las MC con un
aumento de tamafio. Este efecto si bien podria iniciarse ante el primer agregado de
glicerol recién podria comenzar a evidenciarse (en nuestro caso) a la mayor
viscosidad del medio (~ 30% P/V de glicerol) donde el R, comienza a aumentar

levemente (79,2nm).
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Estudios cinéticos

La Figura 3.4 muestra un leve incremento de la constante cinética (kz) con el
primer agregado de glicerol al medio y luego una regular disminucién de la misma

con el incremento de la concentracion de glicerol.
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Figura 3.4. La constante de velocidad de agregacion (k;) en funcién de la inversa de la
viscosidad relativa (1/n). Buffers:(Q) 5mM Ca’*, 10mM imidazol-HCl, pH 6,4; (@) 5SmM
Ca®**, 10mM imidazol-HCl, pH 6,4 mas el agregado apropiado de glicerol. Temperatura
35°C. Concentracion de caseina: 0,30g/L.

El probable colapso de los pelos de la capa superficial podria causar dificultad al

ataque enzimatico, sin embargo la cantidad de enzima agregada permitié la

liberacién de CMP en los tiempos descriptos. Las MpC obtenidas podrian presentar
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aim, cierto colapso de los pelos remanentes causando una ligera disminucion de la
estabilidad estérica que produce un leve aumento de la velocidad de agregacion.
También podria pensarse en una interaccion electrostatica entre el glicerol y la
superficie micelar. Esta hipotesis serd nuevamente planteada en el estudio
comparativo entre las micelas con y sin modificaciones superficiales. (seccion 3.7)
A altas concentraciones de glicerol sin embargo predomina el efecto de incremento
de la , mostrando una relacion lineal de la k, con la 1/m tal cual lo expresado en la
ecuacion de vdn Smoluchowski para la agregaciéon de particulas limitadas por
difusion.

El valor obtenido para W en el rango de viscosidad usado, permanece
practicamente constante y similar a los valores obtenidos en ausencia de glicerol (~
400). Esto sugiere que los cambios introducidos por el glicerol en el mecanismo

responsable de la estabilidad de las MpC son minimos.
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3.4 Efecto de la concentracion y la naturaleza de distintos iones.

3.4. 1 Resultados.

Los parametros necesarios para la determinacion de los radios promedio en peso
(Rm) no pudieron ser determinados ni obtenidos de la literatura, en presencia de
todos los iones a estudiar, por esto (de acuerdo a lo expresado en M&M) el estado
inicial de las MC en presencia de distintas concentraciones de los distintos iones fue
evaluado a través de o (—dlogt/OlogA) y la turbidez a 400nm (t49). Los valores
obtenidos son presentados en la Tabla 3.6. Concentracién de caseina: 0,30 g/L.

Temperatura: 35°C

Tabla 3.6: Turbidez a 400nm y o de las MC en presencia de distintos iones.

Tano - 0,463 0502 0521 0242
*Error max.: 0,004 (95% de confianza)
*Error max : £0,02 (95% de confianza)
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A distintas alicuotas de leche (preparada segin lo indicado en M&M) se le
adicionaron sales de los distintos iones en cantidad necesaria para lograr una
concentracion final de cada uno de ellos igual a 25mM. Estas muestras se incubaron
durante dos horas a 25°C y luego se ultracentrifugaron a 100.000g durante una hora
a la misma temperatura. A los sobrenadantes resultantes al igual que a la muestra de
leche original se les determiné la concentracion de Ca®'. Esta ultima dio 32,9 mM.
en la leche original. Los resultados de los sobrenadantes se presentan en la Tabla

3.7.

Tabla 3.7. Concentracién de Ca*" en los sobrenadantes de la ultracentrifugacion

[Ca>*] (mM)* 13.1 14.1 14.5 143

*Error max.= + 0,3 (95% de confianza)

Los resultados de la velocidad de agregacion, estimada por la derivada maxima
de la turbidez a 600 nm (t6y0) (segin lo explicado en M&M) con respecto al tiempo
(Ot/Bt)o, son presentados en la Figura 3.5.

Los resultados de la dimension fractal de los agregados (Dy) estimada por

intermedio de la (Slogt/dlog A) se presentan en la Tabla 3.8.
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Tabla 3.8: D¢ de los agregados en presencia de distintos iones.

3 239 239 239 240

?

* Error max.: + 0.03 (95% de confianza)

3.4.2 Discusién

Efecto de los cationes sobre el estado de las MC:

Los valores de a en presencia de Na" y K* aumentan, indicando una disminucién
del didametro promedio de las micelas. Esta aparente contraccion de la estructura
micelar sin cambio en el peso promedio de la particula deberia estar acompafiado
con un leve aumento de la turbidez debido a un incremento en el factor de
disipacién promedio.”® Se observa en cambio, una disminucion de la t en
aproximadamente un 20% para estos dos iones a 25mM lo que estaria indicando una
disociacion de las micelas de caseina.

En presencia de Li", los valores de o y © permanecen constantes sugiriendo que

no se producen variaciones de tamafio ni disociaciones de las MC, al menos

detectables por esta metodologia.
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El comportamiento del Cs’ fue similar al del Li' hasta una concentracion
~15mM. A una concentracién de 25mM presenté un brusco descenso de la 1
acompafiado con un aumento de o lo que estaria indicando una disociacion de las
MC.

Las MC no siguieron el mismo comportamiento frente a la concentracion de los
distintos iones sugiriendo que los cambios ocasionados a las MC por variacion en la
fuerza idnica (p) del medio no pueden englobarse en forma genérica, es necesario
distinguir que i6n es el responsable de la .misma y analizarlo por separado. A
diferencia con un coloide tipico los electrolitos responsables de modificar la p del
medio no se comportan en forma inerte e interactian mediante distintos equilibrios
con la estructura micelar.'**

La liberacion de Ca®" desde la fase micelar por Na' y K* podria indicar una
ruptura de las uniones de fosfato de calcio coloidal (PCC) y/o de puentes caseina-
calcio'® causando la disociacion de las MC. El Li' sin embargo, libera Ca®>* pero no
altera el tamafio micelar. Esta observacion indicaria la presencia de un efecto
opuesto probablemente relacionado con la accién ordenadora del agua estructurada
que presenta el Li" (cosmotrépico) que promueve la formacion de uniones
hidrofébicas.” Por otro parte el Cs' libera Ca® sugiriendo un comportamiento
similar al Na" y Ky tiene ademas una acci6n caotropica que induce la ruptura de
uniones hidrofébicas. Esto explicaria que su accion sea la mas marcada sobre el

estado inicial de las MC.
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Efecto de los cationes sobre la cinética de agregacion de las MpC:

Trabajando a una concentracion inicial de particulas agregantes constante y sin
cambios de tamafio de las mismas la velocidad de agregacion puede ser estimada a

través de la velocidad inicial de incremento de la turbidez, (01/0t)y, como fuera

descripto en M&M.
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Figura 3.5. Velocidad inicial de incremento de la turbidez en funcién de la concentracion de

cation adicionado. Cada punto es la media de al menos cinco determinaciones. Maximo
desvio estandar: 0,003.

La presencia de K" no produjo cambios de tamafio de las MC en el rango de
concentraciones utilizadas de manera que los valores de la (91/0t), constituyen una

buena estimacion de la k,. Para el caso de los demas iones puede ser cuestionable el
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uso de la (0t/0t), a 25mM, por la disociacion de las MC que presentan, sobre todo
el Cs’. Sin embargo, el comportamiento similar entre Cs* y K* permite suponer que
los cambios de tamafio no son los responsables de la modificacién de los valores de

(G1/8t), y seran utilizados como estimacion de la k; (Figura 3.5)

La (0t/ot)y, disminuye al aumentar la concentracién de todos los cationes
utilizados indicando una inhibicién general del proceso de agregacion.

En los resultados de la seccion 3.1 en ausencia decualquier aditivo se observo
una accion estabilizante en las MC que permanecen ain luego de la accion
enzimatica y se atribuy6 a la presencia de una repulsion estérica por los pelos que
permanecen en la superficie micelar. Al trabajar en presencia de distintos iones
(aumentando la fuerza idnica) podria esperarse un aumento de la velocidad de
agregacion porque si bien el componente estérico permanece se estaria
disminuyendo el componente repulsivo electrostatico por disminucioén del espesor
de la doble capa y el predominio de las fuerzas atractivas. Sin embargo, la accion
enzimatica sobre las MC produce la agregacion de las mismas pero el aumento de p
no produce un aumento en la velocidad. Esto permitiria sugerir que tampoco las
MpC podria ser interpretadas como un coloide liofobico estricto y que habria cierta
accion estabilizante (ya observada en las MpC en ausencia de cualquier aditivo
(seccidn 3.1)) y que se acentiia en presencia de estos iones.

Este comportamiento general puede analizarse en relacion a las interacciones que
mantienen unidas a las micelas luego de la accion enzimatica. Teniendo en cuenta

las caracteristicas de los distintos iones y comparando el comportamiento similar de
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Li" y Cs' surge que las interacciones hidrofébicas no estan especialmente
mvolucradas en esta accion estabilizante de las MpC.
El efecto observado en este caso frente a los distintos iones y coincidente con lo
informado para Na* por Hooydonk™ sugiere que las interacciones electrostaticas
atractivas y formacién de puentes ionicos si podrian estar involucradas en los
estados iniciales de la agregacion. Si los cationes presentes deterioran tales
interacciones por proteccion de los grupos cargados se pierde la efectividad en las
colisiones entre MpC con la consecuente reduccion de la velocidad de floculacion.
La mayor accién estabilizante presentada por la presencia de Na' podria
relacionarse con la proyeccién de cadenas de caseinas (especialmente B-caseina)
desde el interior de las micelas provocando un incremento del espesor de la capa
externa de pelos que se traduce en un aumento de la repulsion estérica entre las
particulas agregantes.>® Podria pensarse también en un aumento de la v con la
consecuente influencia sobre la A y las fuerzas atractivas. Sin embargo, en los
resultados presentados sobre el estado inicial de las MC no se detecté un aumento
de tamafio del didmetro medio de las mismas en presencia de Na', probablemente
porque se encuentre solapado con el proceso de disociacion que se produce
simultaneamente.

Los valores de la Dy (~ 2,40) observados para todos los cationes utilizados estan
de acuerdo con los resultados reportados por Hone.®* Aunque el significado real de
este parametro en el contexto del mecanismo de agregacion no esta totalmente claro,

su constancia a las diferentes concentraciones de los cationes puede interpretarse
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como que la presencia de los aditivos usados no afectan el mecanismo de
agregacion en si mismo, es decir que en todos los casos el mecanismo seguiria

siendo el de una DLA (agregacion limitada por difusion).
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3.5 Efecto de la concentracién de caseina. Estudio comparativo entre las MC y

MCM.

3.5.1 Resultados:

ologt
Jdlog A

Los resultados de la turbidez a 400nm (t490) y del valor calculado de o (- )

de las diluciones de ambos tipos de micelas (MC y MCM) en el buffer base son
presentados en la Figura 3.6 (AyB)
Los valores de o se obtuvieron de la pendiente del grafico de log 1 vs log A (Ver

M&M seccién 2.2.4). El rango de A fue de 400-600.
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Figura 3.6. (A) Turbidez y (B) a de las MC (@) y de las MCM (M) en funcién de la
concentracion de caseina. Temperatura : 35°C

La Figura 3.7 muestra la liberacion de CMP de las MC y MCM en funcion del
tiempo (medidos como A7so) y el aumento de 159 durante la coagulacion enzimatica
para una determinada concentracion de caseina manteniendo constante la

temperatura y la viscosidad del medio.
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Figura 3.7. Liberacién de CMP y agregacion de MC por accién de cuajo en funcion del
tiempo. (@, H): Concentracién de CMP expresado como A a 750nm. (O, U): © expresada

como A a 600nm. MC: (@,0) y MCM: (M) Concentracién de caseina:0,30g/L
Temperatura: 35°C.

El maximo valor de CMP liberado fue alcanzado antes del incremento de 7, para
ambos tipos de micelas, mostrando que la etapa proteolitica de la coagulacion se
completd en los tiempos iniciales de la fase de agregacion. El agregado de 100 pL
de una diluci6én 1/8 v/v de cuajo Hansen a 3,0 mL de una dilucién de MC (o MCM)
conteniendo 0,30 g/L permitié obtener el tiempo de finalizacion de la primera etapa
en 15 segundos. De manera similar se obtuvieron los tiempos de la hidr6lisis para

las demas diluciones de MC (o MCM) con diferentes concentraciones de caseina,

resultando en 30 segundos para concentraciones menores a 0,1 gL y en 15
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segundos para concentraciones de caseina mayores a 0,1 g/L. En las diluciones de
MC o MCM con concentraciones de caseina diferentes a la presentada en la Figura

3.7 se mantuvo la misma relacion de concentracién enzima/sustrato.

De los gréficos de 600 vs. tiempo, luego de finalizada la etapa de hidrélisis, se
obtuvo la derivada maxima en los tiempos iniciales (dt/6t),.

Con el valor inicial de la T a 600nm (to), registrada antes del agregado de cuajo,
se calculd el incremento relativo de la turbidez (1/7, (81/6t),) para cada dilucion de

ambos tipos de micelas. Estos resultados se muestran en la Fig. 3.8 en funci6n de la

concentracion de caseina.

3.5.2 Discusion

Estado inicial de las MC y MCM

Los valores de turbidez de las suspensiones de ambos tipos de micelas (7) en el
rango de 0,08 a 0,44 g/L de concentraciéon de caseina mostraron un incremento
lineal mientras que los valores de o disminuyeron levemente para el mismo rango
de concentracion. Estos resultados estarian indicando que un proceso muy leve de
disosciacion se estaria produciendo en este rango de concentraciones y seria
coincidente con los valores de R,, obtenidos para diluciones de MC (Tabla 3. 1)

Comparando los valores de 1y o para ambos tipos de micelas se observa que la 1
a 400nm para las MCM fue mayor que el valor de las MC a la misma concentracién

de caseina y con un menor valor de o. Estos resultados estarian reflejando un
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aumento del tamafio medio en las MCM. El calentamiento al que es sometida la
leche para obtener las MCM (seccion 2.1.2.) produce la desnaturalizacion de cierta
porcion de las proteinas del suero y posteriormente la formacion de complejos entre
la x-caseina y las proteinas del suero desnaturalizadas que permanecen solubles,
especialmente la B-lactoglobulina.’"”">” Estudios por m.e. de micelas de caseina
sometidas a tratamientos térmicos muestran un aspecto rugoso de la superficie
micelar y un aumento del tamafio medio.”* El calentamiento produce ademés la

precipitacion de fosfato de calcio coloidal”

, €sto provoca un cambio en el indice de
refraccion de las micelas con el consecuente aumento de turbidez.

No obstante, utilizando los desarrollos teéricos propuestos en la seccion 2.2.5.
puede considerarse que las modificaciones de I(R,,) para las MpC y MpCM son

despreciables, permitiendo entonces considerar que 1/1y (1/0t), es proporcional a k,

para ambos tipos de micelas.

Estudios cinéticos

La Figura 3.8 muestra que la velocidad de agregacion es menor para las MpCM
que para las MpC en todo el rango de concentracion. Ambas presentan a su vez un
aumento lineal con la concentracion hasta ciertos valores de concentracion. Para las
MpC se confirman los datos y conclusiones presentados en la seccién 3.1. respecto
a que la agregacion de las MpC sigue una cinética de segundo orden, de acuerdo a

la teoria de von Smoluchoski para la agregacion browniana. Esto también se observa
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para las MpCM indicando que los cambios estructurales producidos en las micelas

por el tratamiento térmico no afectarian el mecanismo del proceso.
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Figura 3.8. (1/19 (0t/0t)o), velocidad del incremento relativo de la turbidez, en funcion de la
concentracion de caseina. MpC (@) y las MpCM (M) temperatura: 35°C. Cada punto es la
media de al menos cinco determinaciones. Méax desvio: 0.003.

A altas concentraciones de caseina el apartamiento del modelo en ambos tipos de
micelas es evidente. Esto puede indicar que deja de cumplirse la hip6tesis de
formacion inicial de dobletes propuesta para soluciones diluidas en la agregacion
browniana. Otra posibilidad, planteada también en la seccion 3.1, es que las

desviaciones se deban a las limitaciones del método propuesto para medir la (0t/0t),
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a altas concentraciones de caseina debido a la alta velocidad inicial de floculacion.
Esta posibilidad, sin embargo podria descartarse en este momento debido a que en
el caso de las MCM las velocidades son mucho menores y sin embargo presentaron
el mismo comportamiento. La hip6tesis que permanece seria el incumplimiento de
los supuestos planteados por von Smoluchowski para la cinética de agregacion a
tiempos iniciales; tal vez se produzcan agregaciones de dobletes entre si, etc. Por lo
tanto, en base a los resultados obtenidos se concluye que para ambos tipos de
micelas Ia hipotesis de una cinética inicial de segundo orden se cumple con el
método usado, s6lo hasta 0,30g/L. |

Para explicar la aumentada estabibilidad de las MpCM, con respecto a las MpC,
debemos analizar las implicancias de los cambios producidos en las MCM por el
tratamiento térmico. La formacion de complejos entre la x-caseina y las proteinas
desnaturalizadas y la precipitacion de PCC no pueden producir cambios importantes
en la carga neta de las micelas, de manera que el componente elecrostatico repulsivo
de la teoria D.L.V.O. no seria el responsable del incremento de estabilidad de las
MpCM. Los cambios superficiales tampoco modificarian apreciablemente el
componente atractivo de dicha teoria.

La Figura 3.7 muestra que a igual concentracién de caseina en ambas
suspensiones de micelas, las MCM liberaron menor cantidad de CMP. Esto se
observa siempre, independientemente de la variable en estudio. Los complejos
entre la x-caseina y las proteinas del suero desnaturalizadas dificultarian el ataque

enzimatico del cuajo impidiendo la liberacion de CMP. Esto permitiria atribuir la
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enzimatico del cuajo impidiendo la liberacion de CMP. Esto permitiria atribuir la
disminuida velocidad de agregacion de las MCM a una hidrélisis incompleta. Sin
embargo, se realizaron las determinaciones de CMP de manera de estar en ignaldad
de condiciones entre ambos tipos de micelas para el comienzo de la agregacion, es
decir que al menos el 80% de la k-caseina hidrolizable de ambos tipos de micelas
haya sido hidrolizado en los primeros 30 segundos luego de agregado el cuajo.
Concluyendo: 1la estabilidad de las MC luego de la accién enzimatica (MpC) se
atribuyé a un componente estérico repulsivo por la presencia de algunas porciones
de la x-caseina (pelos) que quedan sin hidrolizar y que permanecen en la superficie
dificultando la colision o el contacto; en el casode las MpCM esas porciones de «-
caseina podrian ser mayores y ademas estarian formando complejos con las
proteinas del suero desnaturalizadas, es decir que el impedimento estérico seria
mayor ain que para las MpC. El término de restriccion de volumen de la estabilidad
estérica estaria aumentado y permitiria explicar el aumento de estabilidad de las

MpCM con respecto a las MpC.
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3.6 Efecto de la temperatura. Estudio comparativo entre las MC y MCM.

3.6.1 Resultados:
El estado inicial de las MC y MCM se evalu6 a través de los resultados de la

Ologt
Olog A

turbidez a 400nm (t49) y €l calculo de a (- ) en las diluciones de ambos

tipos de micelas a distintas temperaturas. Ambos resultados son presentados en la
Figura3.9 (Ay B)
Rango de temperatura estudiado (°C): 17-45.

De graficos similares al presentado en la Figura 3.7 se obtuvo el tiempo de

finalizacion de la primera etapa para las temperaturas en estudio para ambos tipos
de micelas. Los tiempos resultaron en 15 segundos para temperaturas entre 40-45°C,
en 30 segundos para temperaturas entre 35-28°C y en 45 segundos a 17°C,
independientemente del tipo de micelas.

La cantidad de cuajo que permiti6 obtener estos tiempos de hidrolisis fue: 100pL

de una dilucion 1/8 v/v del cuajo Hansen para 3,0 mL de una dilucién conteniendo

0,30 g/L para ambos tipos de micelas.
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Figura 3.9. (A) Turbidez y (B) a de las MC (@) y de las MCM (M) en funcién de la
temperatura. Concentracion de caseina: 0,30g/L
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De los graficos de Teo vs. tiempo, luego de finalizada la etapa de hidrélisis, se
obtuvo la derivada mé4xima en los tiempos iniciales (0t/0t)o.

Con el valor inicial de la T a 600nm (7,), registrada antes del agregado de cuajo,
se calcul6 el incremento relativo de la turbidez (1/1o (Ot/0t)) para cada dilucion de

ambos tipos de micelas. Estos resultados se muestran en la Figura 3.10 en funcion

de la temperatura.
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Figura 3.10. (1/7y (8t/0t)), velocidad del incremento relativo de la turbidez, en funcién de
la temperatura. MpC (@) y las MpCM (H). Concentracién de caseina: 0,30g/L
Mix. desvio : 0,003, n=5.

153



Resultados y Discusion

3.6.2 Discusiéon

Estado inicial de las MC y MCM

La Figura 3.9 muestra un incremento de la turbidez (t) para ambos tipos de
micelas al aumentar la temperatura. Los valores de o también aumentan para ambas,
pero el aumento para las MCM es muy leve. Esta disminucién de tamafio fue
atribuida (para las MC) a una disminucién de la v.'>’® El aumento de v a bajas
temperaturas estaria relacionado con la proyeccion de la caseina-B por debilitarse
las uniones hidrofobicas que la mantienen unidas en el interior micelar.?® El
tratamiento térmico dificulta esta proyeccién por la presencia de los complejos entre
la x-caseina y las proteinas desnaturalizadas del suero.!® Este impedimento seria
parcial para las MCM y en ambos casos (MC y MCM) persistiria una estabilidad
adicional a bajas temperaturas explicados a través de una disminuida constante A.

Por otra parte, las MCM presentan mayor t y menor o, en todo el rango de
temperatura, con respecto a las MC. Estos resultados serian producidos por el
calentamiento: aumento del n, y formacién de complejos entre la k-caseina y las
proteinas desnaturalizadas del suero (especialmente la B-lactoglobulina)’>***'. No
obstante el comportamiento general es el mismo para ambos tipos de micelas. Los
valores de o presentan una vaﬁacién no mayor a 1,2% entre MCM y MC. Esto
permitiria asumir que las variaciones de tamafio de las micelas, producidas por el

aumento de temperatura, producirian diferencias despreciables en el I(R;,) pudiendo
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considerarse los valores de 1/1o(dt/t), como proporcionales a k; (seccion 2.2.5.) y
ademas permitiendo la comparaci6n del comportamiento de ambos tipos de micelas

frente a la temperatura.

Estudios cinéticos:

La Figura 3.10 muestra la velocidad inicial de agregacion de las MpCM vy las
MpC y aunque los valores para estas ultimas son mayores en todo el rango de
temperatura estudiado, la forma de la curva es de caracteristicas similares para
ambas. Una extrapolacion de los valores experimentales a bajas temperaturas
sefialan que ambas llegan a un valor nulo a temperaturas entre 10-15°C indicando
ausencia de coagulacién a bajas temperaturas. Este hecho ha sido ampliamente
observado y documentado para las suspensiones de MpC y es conocido como el
“efecto Berridge”.” Los resultados obtenidos indican que las MpCM también
presentarian este efecto.

Como se discutiera anteriormente, los valores de . para las MpC (disminuyen al
disminuir la temperatura) no permiten asignar su estabilidad al componente
electrostatico repulsivo de la teoria D.L.V.O. En el caso de las MpCM no hay datos
bibliograficos de las variaciones del y; a diferentes temperaturas, sin embargo las
modificaciones producidas por el tratamiento térmico permiten inferir que no habria
grandes cambios de la carga superficial, por lo tanto tampoco podria asignarse la

estabilidad de las MpCM a un componente repulsivo electrostatico.
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Analizando el componente atractivo, ambos tipos de micelas de p-caseina, a bajas
temperaturas producirian una expansion de la capa externa por la proyeccion de la
B-caseina, observada para el caso de MC y parcialmente para las MCM.>"’ Esto
disminuiria la constante A y en consecuencia el componente atractivo. La
comparacién entre ambos tipos de micelas permite sugerir que esta expansion se
sumaria a otros efectos pero nunca podria ser la tUnica responsable de la no
coagulacion a bajas temperaturas porque en ese caso debieran observarse ciertas
diferencias en la curvas de la Figura 3.10 para las MpCM quienes tienen
parcialmente dificultada la proyeccion de las cadenas de PB-caseina por los
complejos entre la x-caseina y las proteinas del suero desnaturalizadas. Esto sélo
explicaria la menor diferencia de velocidad entre los 17-45°C de las MpCM con
respecto a la diferencia presentada por las MpC en el mismo rango de temperatura.

La estabilidad podria si relacionarse con la presencia de una estabilidad estérica
que permanece luego de la protedlisis enzimatica a bajas temperaturas.®’

La temperatura minima a la cual ocurre la agregacion de las MpC o MpCM
puede interpretarse como una temperatura critica de floculacion superior (UCFT).
Esta temperatura critica aparece en soluciones acuosas de dispersiones coloidales
estabilizadas por una capa externa de polimeros solubles en agua y es usualmente
asociada a una estabilidad estérica de naturaleza entélpica.’’ En este caso, el factor
con mayor contribucién a la estabilidad estérica o sea a la energia libre de
interpenetracion de las capas externas de dos particulas, seria el componente

entalpico positivo del término de disimilaridad de contacto, es decir el componente
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entalpico del parametro y; de la teoria de Flory-Huggins de polimeros en solucion,
aplicado a la interaccion de polimeros superficiales (estabilizantes) con el medio de
dispersion. Este término positivo, como consecuencia de interacciones especificas
(tipo puente hidrogeno por ej.) de moléculas de agua con porciones polares
estabilizantes contribuyen a hacer positiva la energia libre de floculacion dando en
consecuencia estabilidad a la suspension.”

Al aumentar la temperatura por encima de 15°C se produce una pérdida de
estabilidad de ambos tipos de suspensiones que finaliza en la coagulacion, con un
aumento progresivo de la velocidad inicial de agregacion. Este comportamiento
podria ser el resultado de dos efectos, la disminucion del componente entalpico del
término de disimilaridad de contacto, con un aumento simultineo del valor absoluto
de la contribucién entrépica negativa que promueve la floculacion,” y la
contraccion de la capa externa estabilizante por la retraccion de las cadenas de B-
caseina por el progresivo fortalecimiento de sus uniones hidrofébicas.'” Ambos
efectos parecen saturarse a temperaturas cercanas a 40°C. Sin embargo la maxima
velocidad de agregacion es menor que la esperada por von Smoluchowski para una
coagulacion rapida, indicando que permanece un factor estabilizante (estérico) aun a
altas temperaturas.’’

Ademas del efecto de la temperatura sobre ambos tipos de micelas surge otro
punto de la Figura R.10. Aun cuando las curvas de ambas suspensiones de micelas
presentan una forma similar, sugiriendo que el efecto de la temperatura sobre la

agregacion de ambas suspensiones es similar, los valores de la velocidad inicial de
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agregacion para las MpCM son siempre menores que los observados para las MpC
en todo el rango de temperatura. Teniendo en cuenta lo expuesto en la seccion 3.2
con respecto a que los efectos del tratamiento térmico (precipitacion del fosfato de
calcio coloidal y formacion de complejos entre la k-caseina y la B-lactoglobulina)
no introducen marcadas variaciones en la carga, la alta estabilidad de las MpCM no
puede ser atribuida a un incremento de la repulsion electrostatica. Tampoco se
afectaria el componente atractivo. Esto podria si relacionarse con una estabilidad
estérica debido a los cambios estructurales superficiales de las MCM. Estudios de
microscopia electronica permitieron detectaf una superficie rugosa con apéndices
proyectandose desde la superficie micelar en el caso de las MCM," y serian las
caracteristicas estructurales responsables de la incrementada estabilidad de las
mismas comparadas con las MC. Luego de la acciéon enzimatica persistirian estas
diferencias entre ambos tipos de micelas y podrian explicar las diferencias de

estabilidad entre las MpC y las MpCM.
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3.7 Efecto de la viscosidad. Estudio comparativo entre las MC y MCM

3.7.1 Resultados:
Los resultados de turbidez a 400nm (t490) de las diluciones de MC y MCM en

Ologt
Olog A

buffers conteniendo distintos porcentajes de glicerol y el valor de o (- ) de

ambos tipos de micelas en tales diluciones y a diferentes temperaturas son
presentados en la Figuras 3.11y 3.12.

Se obtuvieron graficos similares a los presentados en la Figura 3.7 para la
liberaciéﬁ de CMP (medidos como Ass)) y el aumento de la 1gy durante la
coagulacion enzimatica de las MC y MCM variando la viscosidad del medio y
manteniendo constante la temperatura y la concentracion de caseina. Esto se realizé
a las distintas n y a la maxima (37°C) y minima temperatura (21°C) en estudio. Se
modificé la cantidad de cuajo de manera de obtener tiempos de hidrélisis no
mayores a 45 segundos.

Descontando el tiempo de finalizacion de la hidrdlisis en cada dilucién de los
graficos de 160 vs. tiempo se obtuvo la velocidad de incremento de la turbidez en el
momento inicial (0t/0t),. Con el dato de 14 antes del agregado de cuajo se
obtuvieron los valores de 1/19(61/t); que en funcién de la 1/m a las distintas

temperaturas de trabajo son presentados en la Figura 3.13.
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Figura 3.11. Turbidez (t) de las MC (A) y de las MCM (B) en funcion de la viscosidad del
medio y a distintas temperaturas.
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3.7.2 Discusion

Estado inicial de las MCM y MC

Los valores de 1499 (en presencia de glicerol) disminuyen para ambos tipos de
micelas con el aumento de la n del medio. Esto puede atribuirse a un cambio del
indice de refracciéon del medio. Los valores de o (en presencia de glicerol)
disminuyen muy levemente para ambos tipos de micelas con el aumento de la n del
medio. Este ligero aumento de tamafio, confirmado con el célculo de R,, para las
MC a la méx. concentracion de glicerol en estudio y a 35 °C (Tabla 3.5.), podria
explicarse por la accion del glicerol con la superficie proteica, similar al efecto que
presenta frente a las proteinas globulares excluyéndose de la superficie proteica y
causando una hidratacion preferencial de la misma con el consiguiente aumento de
tamafio. Este efecto no presenta diferencias entre las MC y MCM sugiriendo que no
influyen en ¢l las diferencias en las caracteristicas superficiales.

Ambos efectos (la disminucion de ty la mas leve disminucién de o) se acentian
para ambos tipos de micelas al aumentar la temperatura. Esto podria explicarse por
el aumento de la v que presentan las micelas a bajas temperaturas por la proyecciéon
de la B-caseina,’” lo que produce un aumento de tamafio (o menores) con
disminucion de la la turbidez.

Comparando el comportamiento de las MC y MCM en ausencia de glicerol

(simbolos negros) con el primer agregado de glicerol (~ 5%P/V) surge lo siguiente :
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para ambos tipos de micelas se produce un aumento de la t (muy leve para las
MCM) (Figura 3.11). Esto se acompaiia con un aumento de o en el caso de las MC
y un valor constante para las MCM (Figura 3.12). Esto estaria indicando una
contraccion, especialmente para las MC, coincidente con lo observado en la seccion
3.3 con el célculo del R,,. La interaccion responsable de este efecto estaria impedida
o al menos dificultada en el caso de las MCM. Podria relacionarse con los
impedimentos estéricos producidos por el tratamiento térmico, es decir la presencia
de los apéndices observados por m.e.,” debido a los complejos entre la k-caseina y
las proteinas del suero desnaturalizadas (especialmente la B-lactoglobulina).

Otra informacion que surge de este efecto inicial del glicerol es que no se presenta
(o es minimo) a altas temperaturas. Esto sugiere que ademas de tratarse de una
reaccién exotérmica podria plantearse que en la interaccion participa la porcion de

B-caseina que se proyecta a la superficie desde el interior micelar,'”’

que seria mas
importante a temperaturas bajas. Esto explicaria que las MCM presenten este efecto
muy levemente, ya que tienen dificultada esta proyeccion de B-caseina.

Las vanaciones de tamafio son muy leves y pueden ser consideradas

despreciables para introducir cambios en el I(R,,) lo que permite usar los valores de

1/79(0t/0t)y como directamente proporcional a k.
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Figura 3.13. (1/1, (01/6t)y), velocidad del incremento relativo de la turbidez, en funcion de
la viscosidad del medio y a distintas temperaturas. Concentracién de caseina: 0,30g/L. Max.
desvio estandar: 0,003, n=5. (A): MpC (B): MpCM
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Estudios cinéticos:

La Figura 3.13 presenta los valores de 1/19(dtv/0t), en funcién de la 1/n para
evaluar el efecto de la viscosidad sobre la velocidad de agregacion de las MC
(Figura 3.13A) y MCM (Figura 3.13B).

El primer agregado de glicerol aumenta la velocidad inicial de agregacion para las
MpC. Para las MpCM la velocidad permanece constante. Posteriores agregados de
glicerol producen una disminucién gradual de la velocidad alcanzando a altas
concentraciones de glicerol valores menores que en ausencia de glicerol. La
expresion de la velocidad de agregacion browniana lenta puede expresarse de

acuerdo a von Smoluchowski segun la siguiente ecuacion:

8k, T Kk}

W W

k,

Si las variaciones observadas fueran debidas unicamente a cambios en la n del

medio debiera observarse un aumento lineal de 1/74(01/0t), con el aumento de 1/n.
La forma de las curvas de la Figura 3.13 sugieren que otro efecto estaria
involucrado entre el glicerol y la estructura micelar para explicar las variaciones de
la velocidad de ambos tipos de micelas. Estos efectos sobre las MpC y MpCM
estarian relacionado con lo descripto para las micelas antes de la accién enzimatica.
Para las MpC la interaccion inicial del glicerol con las micelas produce una
disminucion del tamafio micelar, como el sugerido por los valores de o y t40, para
MC, produciendo un aumento de la velocidad. Este efecto a su vez, es levemente

mas pronunciado a bajas temperaturas, lo que indicaria una interaccién exotérmica
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que podria ser electrostatica entre el glicerol y la superficie micelar. Esta interaccion
parece ser mas intensa entre las cadenas poliméricas de la superficie micelar de las
MpC que de las MpCM. El glicerol podria ser atraido por grupos carboxilos, aminos
o hidroxilos y formar uniones con las proteinas superficiales a través de multiples
uniones de puente hidrégeno reemplazando agua estructurada que se encontraba
unida a las proteinas.”’ Estas acciones pueden probablemente ocasionar cambios
estructurales en las proteinas superficiales de la capa externa llevando a una
modificacién de la estabilidad estérica y tal vez del componente electrostatico. Estas
interacciones no serian predominantes en ias MpCM tal vez por impedimentos
estéricos en la superficie.

Cuando la interaccion entre el glicerol y las micelas se satura, la accion del
glicerol se traduce en un efecto neto de viscosidad, o al menos es el efecto que
predomina, produciendo una reduccion de la velocidad de agregacién con el
incremento de la ) y variando en forma inversa tal cual lo expresado en la ecuacion

5.
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3.8. Efecto del pH. Estudio comparativo entre MC y MCM.

3.8.1 Resultados:

Ologt
dlogh

Los resultados de la turbidez a 400nm (t400) y del valor calculado de o (-

)

de las diluciones de ambos tipos de micelas (MC y MCM) en los buffers con

distintos valores de pH son presentados en la Figura 3.14.
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Figura 3.14. (A) Turbidez y (B) o de las MC (@) y de las MCM (M) en funcion del pH del
medio. Concentraci6n de caseina: 0,30g/L. Temperatura: 35°C

167



Resultados y Discusion

Se obtuvieron graficos similares al presentado en la seccion 3.5. para la
liberacion de CMP de las MC y MCM en funcion del tiempo (medidos como Azsg)
y el aumento de 400 durante la coagulacion enzimatica para un determinado pH en
cada caso y manteniendo constante la concentracion de caseina, la temperatura y la

viscosidad del medio.

El agregado de 100 pL de una dilucion 1/8 v/v de cuajo Hansen a 3,0 mL de una
dilucion de MC (o MCM) conteniendo 0,30 g/L fue suficiente para obtener el
tiempo de finalizacion de la primera etapa en 30 segundos para pH < 5,7 y en 15
segundos para pH > 5,7.

De los graficos de 10 vs. tiempo, luego de finalizada la etapa de hidrolisis, se
obtuvo la derivada maxima en los tiempos iniciales (31/0t),.

Con el valor inicial de la t a 600nm (1), registrada antes del agregado de cuajo,
se calculé el incremento relativo de la turbidez (1/1y (81/0t),) para cada dilucion de

ambos tipos de micelas. Estos resultados se muestran en la Figura 3.15 en funcion

del pH del medio. :
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Figura 3.15. (1/19 (01/0t)o), velocidad del incremento relativo de la turbidez, en funcion

del pH del medio. MpC (@) y las MpCM (W). Concentracion de caseina: 0,30g/L.
Temperatura 35°C. :

3.8.2 Discusién

Estado inicial de las MC y MCM

Los valores de turbidez a 400nm de las suspensiones para ambos tipos de micelas
en el rango de pH estudiado disminuyeron levemente desde pH 6,6 hasta llegar a un
minimo alrededor de pH 5,7 para las MC y de pH 5,4 para las MCM. Los valores de

o permanecieron constante en ese mismo rango, extendiéndose hasta 5,15 para las
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MCM. A valores de pH menores que 5,7 para las MC 6 5,15 para las MCM los
valores de T4 aumentaron y los de o disminuyeron (Figura 3.14 A y B). Los
cambios fueron mas acentuados para las MC.

La disminucién de pH produce la disociacion de los componentes minerales
(principalmente el fosfato de calcio coloidal: PCC) y la proyeccion y posterior
liberacién de cadenas de caseinas, especialmente la B-caseina.”*”” A pH 5,3 la
proyeccion de caseinas seria maxima y todo el PCC estaria disuelto, permaneciendo
en la estructura micelar cierta cantidad de Ca”; esto se acompaifiaria con un valor

1.8 A valores de

méaximo de la v.”® Las micelas mantendrian el esqueleto estructura
pH menores a 5,3 la micela ya no mantendria ningin tipo de estructura® y la v
disminuiria bruscamente por producirse la desintegracion de la estructura micelar.”®

En nuestro sistema, los valores constantes de o (hasta pH 5,45 para MC y 5,15
para MCM) indicarian que estas pérdidas no introducen cambios importantes en el
tamafio de las particulas confirmando las observaciones para MC de varios autores
(18 y 19) y permitiendo sugerir el mismo comportamiento para las MCM aun hasta
pH 5,15.

La disminucién de los valores de o, presentada por ambos tipos de micelas, los
cuales sugieren un aumento de tamafio, podria estar asociado con el “hinchamiento”
de las micelas coincidente con la maxima v informada por Hooydonk y col. 8y con
los estudios por m.e. a pH cercanos a 5,3 que muestran una superficie micelar
rugosa, indicando probablemente que las submicelas mas superficiales estarian

siendo desprendidas de las micelas.®'
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En esta zona el aumento de turbidez podria deberse a una incipiente precipitacion
por la cercania al punto isoeléctrico.

Otro punto que surge de los graficos de a y 1 para ambos tipos de micelas es el
siguiente: lJas MCM se manifiestan menos labiles frente a la acidificacion del medio
que las MC. Por ej., la constancia de tamafio, evidenciada a través de los valores de
a, se extiende hasta 5,1 para las MCM vy hasta 5,4 para las MC y el minimo de 1 se
mantiene durante un rango mayor de unidades de pH (~0,6 unidades) para las MCM
mientras que para las MC es de ~0,3 unidades. Esto puede relacionarse con las

caracteristicas superficiales de las MCM producidas por el tratamiento térmico que

dificultarian la proyecci6n y posterior liberacién de caseinas.®

Estudios cinéticos:

La constancia de tamafio hasta pH 5,7 para las MC y hasta 5,1 para las MCM

permite interpretar a —1—(@) como una medida de la velocidad de agregacion de
TO 0

las MpC y las MpCM en ese rango de pH, es decir desde 6,6 hasta 5,7 para las MC
y hasta 5,1 para las MCM. La Figura 3.15 muestra que la velocidad de agregacion
aumenta regularmente con el descenso del pH en este rango, manteniendo cierto
paralelismo entre las curvas de las MpC y las MpCM. Los dos sistemas alcanzan un
valor maximo cerca de pH 6,0 y permanecen constante hasta pH 5,8 para las MpC y

hasta 5,1 para las MpCM. Por otra parte, a valores de pH menores —L(Qt—) no
0

To

puede ser utilizada como una estimacién de la velocidad de agregacién por estar
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produciéndose cambios de tamafio en ambos tipo micelas. Este parametro estaria
siendo modificado simultaneamente por las variaciones de la velocidad de
agregacion y el incremento de tamaifio evidenciado por los cambios en los valores de

a.

El paralelismo observado en el comportamiento de las MpC y las MpCM frente a
la disminucién de pH desde 6,6 a 6,0 permite sugerir que los cambios ocasionados
por la acidificacion actiia en ambos casos en el mismo sentido. En el caso de la
leche (MC), la acidificacion produce la protonacion de algunos grupos proteicos y
ha sido informada como la causa de la disnﬁnucién de la carga negativa neta.”>®'
Esto produciria una disminucion del y, (medido a través de ;) con la consecuente
disminucion del componente repulsivo electrostastico de la teoria D.L.V.O. Por otra
parte, los pelos de las MC y los que permanecen luego del ataque enzimatico estan
cargados negativamente, de manera que también se protonaran con el descenso del
pH, esto producira un colapso de los pelos con disminucién del componente estérico
(estabilidad electroestérica).”’ La acidificacion también produce liberacion de
material mineral (principalmente PCC) con el consiguiente aumento de la
concentracién de estos iones en el seno de la solucién. Los agregados de Ca®* que se
realizan en las plantas elaboradoras de queso producen aumento de la velocidad de
coagulacion de la leche, se le asigna entonces al Ca®" libre la responsabilidad de
esos aumentos.®”® En nuestro caso, sin embargo, al trabajar con un sistema diluido,

la reserva de Ca®" que puede ser solubilizado por la acidificacién no puede producir

cambios significativos en la concentracion de Ca®* libre. La disminucién del . y el
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colapso de los pelos de la capa superficial por la protonacién de los residuos
proteicos si pueden ser razones validas para explicar la pérdida de estabilidad
mostrada por las MpC y las MpCM.

La diferencia de estabilidad entre las MpC y las MpCM persiste con el descenso
de pH, al igual que en las demas variables, sugiriendo que los cambios en el
componente estérico (responsable de las diferencias entre ambas micelas) son
similares. Ademés, el hecho de que ambas particulas con claras diferencias
superficiales presenten el mismo comportamiento frente al descenso de pH sugiere
que los cambios sobre la estabilidad estérica fueron similares o al menos menos

importantes que las variaciones de carga.
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3.9 Efecto de la concentracién de Ca**. Estudio comparativo entre MC y MCM.

3.9.1 Resultados:

ologt
OlogA

Los resultados de la turbidez a 400nm (t400) y del valor calculado de o (-

)

de las diluciones de ambos tipos de micelas (MC y MCM) en los buffers con
distintos contenido de Ca** son presentados en la Figura 3.16

Rango de concentracién de Ca** estudiado (mM): 2,5 - 12,5

Se obtuvieron graficos similares al presentado en la seccion 3.5. Para la
obtencion de cada grafico se mantuvo constante la concentracion de caseina, el pH,
la temperatura, la viscosidad del medio y se fue variando la concentracion de Ca*".

Los tiempos requeridos para obtener el maximo valor de CMP liberados antes del
incremento de 1, para ambos tipos de micelas, fueron de 45 segundos para 2,5 mM
de Ca*" y de 30 segundos para concentraciones > 5 mM. El agregado de 100 pL de
una dilucién 1/8 v/v de cuajo Hansen a 3,0 mL de una diluciéon de MC (o MCM)
conteniendo 0,30 g/L fue suficiente para obtener los tiempos informados.

De los graficos de 1e0 vs. tiempo, luego de finalizada la etapa de hidrolisis, se

obtuvo la derivada méxima en los tiempos iniciales (81/6t),.
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Figura 3.16. (A) Turbidez y (B) o de las MC (@) y de las MCM (H) en funcién de la
concentracién de Ca?* adicionado al medio. Concentracién de caseina: 0,30g/L.
Temperatura: 35°C.
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Con el valor inicial de la © a 600nm (1), registrada antes del agregado de cuajo,

se calculd el incremento relativo de la turbidez (1/1o (0t/0t)) para cada dilucion de
ambos tipos de micelas. Estos resultados se muestran en la Figura 3.17 en funcién

de la concentracién de Ca”* adicionado al medio.
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Figura 3.17. (1/7, (9t/0t)o), velocidad del incremento relativo de la turbidez, en funcién de
la concentracién de Ca** adicionado. MpC (@) y las MpCM (M). Concentracion de caseina:
0,30g/L. Temperatura: 35°C.
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3.9.2 Discusion

Estado inicial de las MC y MCM

La Figura 3.16(B) muestra que la t para las suspensiones de MC y MCM
permanecieron practicamente constantes en el rango entre 7,5 y 12,5 mM de
concentracién de calcio agregado. A concentraciones menores a 7,5 mM ambos
tipos de micelas presentaron una disminuciéon de la 1. Los valores de o
permanecieron practicamente constante para ambos tipos de micelas en todo el
rango de concentraciones estudiado excepto a 2,5 mM donde las MCM presentaron
un brusco aumento (o ~4). Este valor estaria indicando la desintegracion de las
micelas modificadas a esa concentracién de Ca®* agregado.

Varios autores han observado que las suspensiones de MC al equilibrarse con
soluciones conteniendo baja concentraciéon de Ca*"a pH 6,4 cambian el equilibrio
mineral causando la solubilizacién del PCC, disociando Ca*'de los caseinatos de
calcio y disminuyendo la densidad de las MC.*** Estas modificaciones en el
contenido mineral de las MC provocarian una disminucién del indice de refraccién
y explicarian la dismucion de la t a concentraciones menores a 7,5 mM. Los
cambios, sin embargo, no modifican el tamafio, como lo muestra el valor constante
de o indicando que la estructura se conservaria, tal cual fuera informado por de
Kruif et al * para la liberacién de Ca®' por acidificacién. Este comportamiento

podria extrapolarse a las MCM excepto a 2,5 mM de Ca®'donde el valor de o
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estaria indicando la desintegracion de las micelas modificadas a esa concentracion
de Ca®" agregado.

En la Figura 3.16 (A y B) puede observarse nuevamente las diferencias entre las
MC y las MCM . Estas tltimas, en todo el rango de concentracion de Ca*,
presentan valores de t© mayores acompafiados de valores de o, menores (excepto a
2,5mM), indicando que son de mayor tamaiio mayor y mas turbias que las MC. Esto
se explica por el aumento del indice de refraccion y por la presencia de los
complejos entre la x-caseina y las proteinas del suero desnaturalizadas. Hechos,
estos wltimos, provocados por el tratamiento térmico al que son sometidas en la

preparacion.

Estudios cinéticos:

La Figura 3.17 muestra que la velocidad de agregacion es practicamente nula a
2,5mM de Ca®* para las MpC, sugiriendo ausencia de agregacion a esas

concentraciones de Ca*" adicionado, hecho previamente descripto por Dalgleish.”’

Para las MpCM no es valido el uso de i(?ﬁ) como una medida de la velocidad de
TO 0

agregacion solo a 2,5 mM de concentracion de Ca* por producirse modificaciones
de tamafio, si lo es para las MpC a todas las concentraciones de Ca®". Al aumentar
hasta 7,5 mM los niveles de Ca®" agregados se produce un aumento de la velocidad

inicial de agregacion para ambos tipos de micelas y a partir de 7,5 en adelante la
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-—l—(i) permanece constante. En todo el rango de concentraciones en estudio las
(1}

To

MpC presentan valores de ——l—(ﬁ) mayores a los de las MpCM.
0

TO
Gran cantidad de resultados han sido informados acerca del accionar del Ca®

sobre la coagulacion enzimatica de la leche®®®”’®

sefialando generalmente un
incremento de la velocidad de coagulacién enzimatica en su conjunto cuando se
adiciona a la leche concentraciones de calcio en un rango entre 0-30mM. Este
efecto ha sido atribuido a la accién del Ca** sobre la segunda etapa de la
coagulacion debido a la reduccion del valor absoluto del ; por la neutralizacion de
residuos proteicos cargados negativamentemente como por ej. fosfoserina, grupos

2478 Este efecto

carboxilicos, etc. con Ca®* e incluso con complejos Ca* -fosfato.
electrostatico podria estar asociado con el colapso parcial de los pelos de la capa
externa por accién del Ca®" agregado,” seria un efecto electroestérico. Sin embargo,
el comportamiento de ambos tipos de micelas presenté caracteristicas similares
sugiriendo que los efectos dominantes estarian asociados a variaciones de carga. A
concentraciones mayores a 7,5 mM (Figura 3.17) la velocidad de agregacién
alcanz6 un valor constante para las MpC y las MpCM, este comportamiento puede
atribuirse a la saturacion progresiva de los residuos negativos de las micelas con el
incremento de los niveles de Ca’>* en el medio. Dado que la concentracion de
caseina en nuestro sistema es ~ 100 veces menor que la presente en la leche, el

efecto de saturacion se observa a concentraciones menores de Ca*’que las

observadas en la leche.®*%”’® En este caso, a 2,5 mM de Ca®' agregado, la carga
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negativa libre de las particulas podria ser suficiente para explicar al ausencia de

coagulacion.
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3.10 Conclusiones generales

Las MC no pueden considerase coloides liofobicos estrictos, de manera que la
teoria D.L.V.O. resulta insuficiente para explicar su comportamiento. Por ej. la
leche a la concentracién de Ca*" libre ~2,5mM y a la p total que presenta ~0,075M,
de acuerdo a la regla de Shulze-Hardy debiera flocular espontaneamente.” Sin
embargo, el sistema es estable y la explicacion ha sido asignada a un componente
estérico por la proyeccion de la porcién hid_roﬁlica de la x-caseina hacia el medio
acuoso.’*>% Las micelas de caseina modificadas (MCM) utilizadas en este trabajo
fueron obtenidas por calentamiento a temperaturas superiores a los 70°C, este
tratamiento produce la desnaturalizacion de las proteinas del suero. Las proteinas
desnaturalizadas que permanecen solubles (especialmente la PB-lactoglobulina)
forman complejos con la k-caseina superficial de las MC modificando la superficie
de las mismas.*»*** Estudios de m.e. muestran la superficie de las MCM con
apéndices y aspecto rugoso.”* Estos cambios superficiales se reflejaron en los
resultados experimentales a través de una incrementada estabilidad de las MCM con
respecto a las MC. Esto permite inferir que el componente estérico superficial es
imprescindible para explicar las estabilidad de ambos tipos de micelas. La
estabilidad estérica puede interpretarse por la combinacién de dos contribuciones:
una enirdpica o de restriccion de volumen, relacionada con el movimiento
dificultado de los pelos flexibles de una particula por la presencia de otra, y por el

término de mezclado relacionado con la capacidad de solubilizacion de los pelos en
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el medio dispersante. Esta tltima contribucion puede ser repulsiva o atractiva
dependiendo de la “calidad solvente” del medio.>”' En este caso podria explicarse
por una contribucioén entrépica repulsiva por el término de restriccion de volumen
debida a la presencia de los pelos superficiales, mas acentuada para las MCM por
los cambios superficiales. Este no seria el unico mecanismo responsable de su
estabilidad pero si el que explica las diferencias con las MC sin modificar.

El agregado de cuajo cataliza la hidrdlisis de la porcion hidrofilica de la x-
caseina superficial casi en su totalidad. Esta descripta la permanencia en algunos
pelos luego de la accién enzimatica.” Si la estabilidad de las MC (y las MCM) esté
basado en la presencia de la x-caseina superficial que produce un aumento del
componente estérico de restriccion de volumen, podria esperarse que luego de la
accion enzimatica, las micelas flocularan espontineamente y ademas que se
verifique en ellas el comportamiento de un coloide liéfobico y que su estabilidad
pueda ser explicada a través de la teoria D.L.V.O. La accién ehzimética produce la
floculacién espontanea de las MC pero lo hace a una velocidad menor que la
esperada, los resultados esperimentales ( k, < k,’ ) reflejan la presencia de un factor
estabilizante. El estudio de la agregacion de las micelas de p-caseina frente a
distintas variables permiti6 analizar cuil era el mecanismo responsable o
predominante de este factor estabilizante.

Los resultados experimentales frente a variaciones en la concentracion de caseina
permitieron verificar el cumplimiento de la hipétesis de von Smoluchowski, a

tiempos iniciales, de una cinética de agregacién de segundo orden. Esto se verificd
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hasta una determinada concentracién de caseina de acuerdo a la metodologia
utilizada.

La agregacion de las MC a distintas temperaturas permitié también verificar la
hipétesis de von Smoluchoski con un aumento de la velocidad al aumentar la
temperatura. Pero a temperaturas bajas, las MC presentaron un factor estabilizante
adicional. Esto es coincidente con lo informado en la literatura respecto a la
ausencia de coagulacion a bajas temperaturas (~4-10°C) y que es conocido como el
“efecto Berridge”.*' La voluminosidad de las micelas aumenta a bajas temperaturas
(W) y esto ha sido asignado a la proyeccién de las cadenas de caseina-B hacia la
superficie por debilitamiento de las uniones hidrofobicas que la mantienen en el
interior micelar. (W). Esto produce una expansién de la micela con aumento de
tamafio (verificado a través del célculo de los R,). Este efecto produce una
disminucién de la constante de Hamaker con la disminucién del componente
atractivo. Esto podria explicar la estabilidad adicional de las MC a bajas
temperaturas. Los resultados obtenidos luego con las MCM nos permitieron aclarar
este punto.

La agregacion en presencia de glicerol se realizé para verificar si el mecanismo
de agregacion era el de difusién (DLA). El aumento de la viscosidad produjo una
disminucién de la velocidad de agregacion lo que permite verificar una agregacion
limitada por difusién (DLA). Este aditivo fue elegido porque su presencia no
produce significativas modificaciones del tamafio ni cambios de la estructura

. 60 - . . .
micelar.” Sin embargo, al comparar las velocidades en ausencia y ante el primer
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agregado de glicerol (5%P/V) se observé un aumento de la velocidad. Esto sugiere
cierta interaccion del glicerol con las micelas que causa una disminucién de la
estabilidad de las MpC. El glicerol podria actuar con la micela como con una
proteina globular a través de un parametro de interaccion preferencial negativo, es

decir reforzando uniones de puente hidréogeno con el agua y excluyéndose de la

superifcie proteica causando una hidratacion preferencial de la proteina (efecto
solvofobico). Esto produciria cierta expansion de la proteina con aumento del
tamafio medio.” Este efecto se produce a altas concentraciones de glicerol y pudo
verificarse en nuestro caso, por el aument(.) de R, de las MC, para la maxima
concentracion de glicerol agregado (~30%P/V). Pero el agregado inicial deberia
involucrar otro tipo de proceso porque ademas de aumentar la velocidad, los valores
de Rm indican una leve disminucion de tamaifio. Na sefiala que el glicerol podria ser
atraido por grupos carboxilos, aminos o hidroxilos y formar uniones con las
proteinas superficiales a través de mutiples uniones de puente hidrogeno
reemplazando agua estructurada que se encuentra unida a las proteinas.”’ Estas
interacciones podrian modificar la superficie micelar aumentando la estabilidad de
las micelas. Los resultados a distintas temperaturas y la comparacién con el
comportamiento de las MCM, permitiran discutir mas informaci6n sobre este punto.

La agregacion en presencia de distintos iones a diferentes concentraciones
permitié confirmar la imposibilidad de explicar la estabilidad de las MpC solamente
con los componentes atractivos y repulsivos electrostaticos de la teoria D.L.V.O., es

decir considerlas un coloide liofdbico estricto. El aumento de la fuerza idnica del
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medio debié producir un aumento de la velocidad de agregaciéon por disminucién
del espesor de la doble capa eléctrica (parametro de Debye) lo que se traduce en una
disminucién del componente electrostatico repulsivo con predominio (por la
proximidad) de las fuerzas atractivas de van der Waals. Esto no sucedié para
ninguno de los iones. Los resultados respondieron a cambios producidos en las
micelas por los distintos iones de acuerdo a sus caracteristicas (caotropicos,
cosmotrdpicos o de interacciones especificas con la micela como por ej. el Na")"***
El efecto de los cationes puso ademas en evidencia la estructura dinamica de las
micelas. |

La modificacion superficial de las MCM con respecto a las MC permitié aclarar
algunos aspectos sobre los mecanismos responsables de la estabilidad de las micelas
luego de la accién enzimatica, es decir de las micelas de p-caseina.

La variacién de la concentracion de caseina permiti6 verificar también para las
MpCM el cumplimiento de la hipétesis de von Smoluchowski, la cinética de
segundo orden a tiempos iniciales se verific6 al igual que para las MC también hasta
cierta concentracion de caseina con la metodologia propuesta.

Los resultados a temperaturas variables sobre ambos tipos de micelas permitieron
aclarar cual podria ser el mecanismo estabilizante que predomina a bajas
temperaturas. En el caso de las MC se describié una proyeccion de la caseina B por
debilitamiento de las uniones hidrofébicas'?, en el caso de las MCM esta
proyeccion estaria dificultada'®. Si la estabilidad adicional de ambos tipos de

micelas a bajas temperaturas se pudiera explicar inicamente con la disminucién del
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componente atractivo de la teoria D.L.V.O. a través de la disminucién de la
constante de Hamaker, las curvas de velocidad de las MpCM debieran haber
presentado alguna diferencia con respecto a las curvas de las MpC. Este hecho no se
observo, las curvas presentaron un paralelismo en todo el rango de temperatura
permaneciendo solamente la diferencia originada por el tratamiento térmico, es
decir, velocidades mayores para las micelas sin modificar. Esto indicaria que el
componente estérico repulsivo (que podria ser de naturaleza entalpica) seria el
mecanismo predominante y podria explicar la minima temperatura a la cual se
produce la coagulacion como una tempefatura critica de floculacion superior
(UCTF).

Los resultados obtenidos con concentraciones crecientes de glicerol permitieron
verificar, para ambos tipos de micelas, que el mecanismo de agregacion esta
limitado por difusion. También se observé en las MpCM un aumento de velocidad
ante el primer agregado de glicerol menor que para las MpC, esto indicaria que la
interaccion que produce la desestabilizacion inicial esta dificultada por la presencia
de los apéndices presentes en las modificadas por el tratamiento térmico. El efecto
de la temperatura indica que esta interaccién seria probablemente exotérmica, de
caracter electrsostatica, pero ademas podria involucrar a las porciones de caseina 3
proyectadas a la capa superficial, que son mas importantes a temperaturas mas
bajas.

Los estudios en presencia de pH y concentraciéon de Ca?* variable reforzaron

evidencias sobre la presencia de un componente repulsivo estérico (mas acentuado
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en las MCM por las modificaciones superficiales) pero sefialan ademas la
importancia del componente electrostitico. La disminucién de pH produce la
protonacion de algunos grupos proteicos y ha sido informada como la causa de la
disminucién de la carga neta’®® 1o que se traduce en una disminucién de y, y
disminucién del componente repulsivo electrostatico de la teoria D.L.V.O. Los
pelos de la k-caseina estdn cargados negativamente y serian protonados con el
descenso de pH lo que produdiria cierto colapso con disminucién del componente
repulsivo. Seria un fenémeno elec’troestéric.o.5 ' El efecto de la concentracién de
Ca®" seria similar al aumento de la concentracién de protones, es decir se produciria

78,24

la neutralizacién de ciertos grupos carboxilicos, fosfoserinas, etc.”®** que asociado

con el colapso de los pelos darian nuevamente un efecto electrsoestérico.’!
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CAPITULO IV: RESUMEN Y BIBLIOGRAFiA
4.1 RESUMEN

La coagulacion de la leche es el proceso basico mds importante en la manufactura
del quesé. Influye en la economia de la fabricacién de los mismos por varias
razones: determina la velocidad de procesamiento de las plantas elaboradoras, el
rendimiento y la calidad del queso producido. Aunque la fabricacion de quesos es
un arte practicado desde hace muchisimos éﬁos, las bases fisicoquimicas de este
proceso permanecen, atin hoy, poco claras y son motivo de innumerables estudios.

La leche estad constituida por una gran cantidad de componentes: proteinas,
minerales, grasas, etc. De la fraccién proteica, las micelas de caseina (MC)
constituyen el elemento fundamental sobre el que se basa el proceso de coagulacion.
Son estructuras aproximadamente esféricas con un didmetro entre 20-300nm. Estan
formadas por varios tipos de caseina: 0y, O, P y k. Esta ultima, muy hidrofilica se
ubicaria en la superficie de estas estructuras proyectiandose hacia €l medio acuoso
en forma de pelos. Presentan un componente inorganico importante, el fosfato de
calcio coloidal (PCC), responsable de uniones o puentes entre las distintas unidades
de proteinas. Son innumerables los estudios realizados para establecer la estructura
y los mecanismos responsables de la estabilidad de las micelas.>*® La teoria
electrostatica clasica de estabilidad de coloides li6fobos (D.L.V.O.) ha sido

descartada como unica responsable de este mecanismo ya que son muchas las

187



Resumen y Bibliografia

situaciones en las cuales esta teoria no puede explicar el comportamiento de las
MC. Su estabilidad ha sido relacionada con su carga neta negativa y la presencia de
los pelos de la x-caseina superficial que producen un efecto estérico repulsivo.>*®

La coagulacion enzimdtica de la leche comprende una serie de etapas. El
agregado de quimosina, contenida en el cuajo, cataliza la hidrdlisis de la x-caseina
de las micelas generando micelas de para caseina (MpC), se elimina de esta manera
el componente estabilizante y sobreviene la agregacion de las MpC y finalmente el
proceso de formacién y afirmado del gel. Cada una de estas etapas tiene
caracteristicas diferentes e igualmente fundamentales para la obtencioén de un queso
con alto rendimiento y calidad.

El objetivo de este trabajo de tesis fue estudiar las propiedades de las micelas de
para caseina (MpC) obtenidas por prote6lisis enzimética de las MC en suspension
en un intento por aportar y/o reforzar evidencias acerca de las variables y
caracteristicas fisicoquimicas que conducen la etapa de agregacion.

Las MpC son inestables, coagulan espontdneamente. Si bien existen numerosos
trabajos sobre la cinética de esta coagulacién, los orientados a examinar la
estabilidad de las MpC y sus causas, son escasas. Para explicar esta estabilidad se
podria recurrir a la teoria D.L.V.O. ya que al haberse eliminado los “pelos
estabilizantes” podria pensarse en las MpC como un coloide liofébico. Esta teoria
interpreta el fenomeno de la agregacion de pﬁrticulas coloidales a través de la accion
de dos tipos de fuerzas: atractivas, del tipo de las interacciones de van der Waals, y

repulsivas de naturaleza electrostética.
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La mayoria de las técnicas utilizadas para seguir la coagulacion enzimética de la
leche son globales, es decir evalllan el proceso completo (desde la hidrolisis
enzimatica hasta el afirmado del gel) y los modelos propuestos son muy complejos.
Se han utilizado técnicas de viscosidad, reoldgicas y de dispersion de la uz.% Es
muy escasa la literatura sobre estudios realizados en las etapas aisladas de la
coagulacion enzimética.*"*" El presente trabajo propone separar la segunda etapa, o
de agregacion, de la primera de hidrélisis, e interpretarla en su estadios iniciales
mediante el modelo de von Smoluchowski para la floculacion browniana de
particulas coloidales a tiempos iniciales,A utilizando técnicas turbidimétricas.
Basandonos en datos de la literatura se verific6 en primer lugar la aplicabilidad de la
teoria de Rayleigh, Debye y Gans (RDG) de dispersién de la luz para interpretar las
medidas de turbidez de las suspensiones de MC. Esto fue luego confirmado
experimentalmente para las distintas condiciones de trabajo mediante la
determinacion de indices de refraccion de las micelas (n;) y del medio (ng). Se
desarroll6 un método simple que permitiera interpretar las medidas de turbidez a
tiempos iniciales de la agregaciéon y obtener informacion de la velocidad de
formacién de dobletes, de acuerdo a lo considerado en el modelo de von
Smoluchoswski. Mas alld de este uso, la aplicabilidad de la teoria RDG permite,
utilizando un planteo general de la cinética de la agregacion, explicar la forma total
de la curva de turbidez sin recurrir a consideraciones ajenas al proceso de
agregacion en si, lo que fue evidenciado mediante simulaciones por computadora.

Trabajando a concentracién de caseina, viscosidad y temperatura variables se
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pudo verificar el cumplimiento del modelo de von Smoluchoski y establecer que las
micelas de para caseina no se comportan, al igual que las MC, como un coloide
liofobico, es decir la teoria D.L.V.O. resulta insuficiente para explicar su
estabilidad. Los resultados obtenidos en la velocidad de coagulacion muestran, aun
luego de la hidrélisis enzimatica, una coagulacién lenta que indica la presencia de
un factor estabilizante traducido en un valor de W, coeficiente de estabilidad >> 1.

El comportamiento de W con la temperatura permiti6 evidenciar que, a
temperaturas relativamente bajas, la estabilidad de las MpC estaria controlada por
un componente de estabilizacion estérica, aséciada a las porciones hidrofilicas aiin
presentes en la superficie de las MpC. Este componente es mayor a temperaturas
menores lo que sugiere que estarian involucradas en él fracciones de caseina B que
se proyectan a la superficie al debilitarse las uniones hidrofdbicas que las ligan al
resto de las MpC.

El comportamiento de la coagulacién en medios de diferentes viscosidades
logradas mediante el agregado de glicerol permitid, por una parte, verificar que el
proceso es el de una agregacion limitada por difusion (DLA), con una velocidad
proporcional a la inversa de la viscosidad. Por otra parte, a concentraciones bajas de
glicerol se observaron cambios menores de velocidad, que indicarian interacciones
del glicerol con las fracciones proteicas superficiales, reforzando asi la evidencia
sobre la presencia de un componente estérico de la estabilidad. Para reforzar aun
mas esta evidencia, se hicieron modificaciones de la superficie de las MpC de

manera de afectar ese componente estérico, analizando c6mo respondian estas MpC
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modificadas (MpCM) ante las mismas variables que las micelas sin modificar. Para
tal fin se obtuvieron micelas modificadas por calentamiento (MCM). La leche se
sometié a temperaturas superiores a los 70°C, temperatura de desnaturalizacion de
las proteinas del suero, temperaturas a las cuales las proteinas desnaturalizadas
(especialmente la P-lactoglobulina) forman complejos con la k-caseina’'**?*
cambiando la superficie micelar y dandole un aspecto rugoso y con apéndices,
observada por m.e.”

Los resultados obtenidos con este tipo de micelas mostraron que la agregacion de
las MpCM era cinéticamente similar a la de las MpC y confirmaron la presencia de
un componente estérico ya que la velocidad obtenida en este caso fue mucho menor
que la correspondiente a la de las micelas sin modificar. La presencia de apéndices
y la rugosidad superficial por la presencia de complejos dificultan el contacto entre
las micelas, aumentando asi la estabilidad.

Los estudios de agregaciéon en presencia de distintos iones a diferentes
concentraciones, al igual que los realizados a pH variable y concentracién de Ca**
variable, mostraron variaciones de velocidad atribuibles a variaciones de la carga
neta, por lo que confirmaron que el componente electrostatico es también muy
importante y no debe dejar de considerarse. En realidad podria hablarse de una
estabilidad electroestérica, ya que las modificaciones de carga produjeron a su vez
colapso de los pelos superficiales negativos por protonacién (caso del descenso de
pH) o neutralizacion de cargas (en el caso del Ca®), y esto llevo a una modificacion

del componente estérico.
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Una observacion emergente de los resultados de este trabajo fue la naturaleza
dindmica de la estructura tanto de las MpC como de las MpCM. Ante pequefias
variaciones de distintos factores externos como pH, temperatura, concentracion de
Ca2+, etc. estas estructuras responden con mucha labilidad produciéndose
modificaciones (muchas veces significativas) de las mismas, evolucionando hacia

nuevos equilibrios con nuevos valores de sus pardmetros caracteristicos.

192



Resumen y Bibliografia

4.2 AGRADECIMIENTOS

Deseo expresar mi agradecimiento al Dr. Carlos Gatti, mi director de tesis. No
puedo hoy olvidar que acepté dirigirme cuando en el Departamento Analitica, al que
pertenezco, no contdbamos con nadie que pudiera guiarnos en un trabajo de
investigacion. Eso fue muy importante para mi. A partir de alli compartimos muchas
situaciones intentando superar los inconvenientes de un sistema muy complejo
acompafiado de pocos recursos econémicos para la investigacién, no obstante
llegamos hasta aqui y hoy estoy presentando la tesis. De manera que muchas
gracias.

Quiero agradecer al C.LD.C.A. (Centro de Investigacion y Desarrollo en
Criotecnologia de Alimentos de la Plata) y al C.LT.I.L. (Centro de Investigaciones
Tecnolégicas de la Industria Lactea de Buenos Aires) por la bibliografia
suministrada a lo largo de estos afios.

No quiero olvidar a dos personitas que quiero mucho, mis hijos Dario y Pablo, a
ellos mas que agradecerle quiero pedirles disculpas por algunos juegos postergados
debido a esta tesis. Quiero agradecer especialmente a Darki, por haberme apoyado
siempre y por ayudarme tanto en estos ultimos tiempos.

Y ahora si, estén ellos, la gente de Analitica, alli tengo compafieros de trabajo y
también amigos. Comparti con ellos el suefio de terminar la tesis. No voy a nombrar
a nadie, porque no quiero olvidar a nadie. Pero los que estuvieron cerca mio todo

este tiempo, seguramente al leer esto sabran (y espero que asi sea) que les estoy

diciendo GRACIAS.

193



Resumen y Bibliografia

4.3 BIBLIOGRAFiIA

1. Walstra, P. and Jenness, R. (1984). Dairy Chemistry and Physics. John Wiley &
Sons. New York. pag. 2-10, 84-105, 142-162.

2. Walstra, P. (1990). On the stability of casein micelles. J. Dairy Sci., 73, 1965-1979.

3. Morr, C. V. (1967). Effect of oxalate and urea upon ultracentrifugation properties of
raw and heated skimmilk casein micelles. J. Dairy Sci. 50, 1744-1759.

4. Shimmin. P. D., and Hill. R. D. (1964). En electron microscope study of the internal
structure of casein micelles. J. Dairy Res. 54, 509-517.

S. Slattery, C. W. (1976). Review: casein misein micelle structure; an examination of
models. J. Dairy Sci. 59, 1547-1558.

6. Schmidt, D. G. (1982). Association of caseins and casein micelle structure.
Developments in dairy chemistry -1. Proteins. P. F. Fox, ed. Appl. Sci. Publ.,
London, UK. pag. 61-68.

7. Schmidt, D. G., and Payens. T. A .J. (1976). Colloidal aspects of casein. Surface
Colloid Sci. 9, 165-171.

8. Pessen, H. , Kumosinski, T. F. and Farrell H. M. (1989), Small - angle X-ray
scattering investigation of the micellar and submicellar forms of bovine casein.
J. Dairy Res. 56, 443-451.

9. Stothart, P. H. and Cebula D. J. (1982), Small-angle scattering study of bovine casein
micelles and submicelles. J. Mol. Biol. 160, 391-398.

10. Holt, C., and Dalgleish, D. G. (1986). Electrophoretic and hydrodynamic properties
of bovine casein micelles interpreted in terms of particles with an outer hairy layer.
J. Colloid Interface Sci. 114, 513-521.

11. Home, D. S. (1989). Application of fractal concepts to the study of casein
aggegation phenomena. J. Dairy Res. 56, 535-541.

12. Home, D. S., and Davidson C. M. (1986). The effect of environmental conditions
on the steric stabilization of casein micelles. Colloid. Pol. Sci. 264, 727-738.

13. Walstra, P. (1979). The voluminosity of casein micelles and some of its
implications. J. Dairy Res. 46, 317-323.

194



Resumen y Bibliografia

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

Griffin, M. C. A., and Roberts, G. C. K. (1985). A 'H-NMR study of casein
micelles. Biochem. J. 228, 273-281.

Rollema, H. S., Brinkhuis J. A. and Vreeman, H. J. (1988). 'H-NMR studies of
bovine k-casein and casein micelles. Neth. Milk Dairy J. 42, 233-239,

H. J. M. van Dijk, (1992). The properties of casein micelles. 6. Behaviour above pH
9, and implications for the micelle model. Neth. Milk Dairy J. 46, 101-113.

Dewan, R. K., Bloomfield, V. A., Chudgar, A. and Morr, C. V. (1972). Viscosity
and Voluminosity of Bovine Milk Casein Micelles. J of Dairy Sci. 56, 699-705.

Walstra, P. (1979). The voluminosity of barine casein micelles and some of its
implications. Journal of Dairy Research. 46, 317-323.

Dzurec, D. 1.; Zall, R. R. (1985). Effect of heating, cooling and storing milk on
casein and whey protein. J. Dairy Sci., 68, 273-280.

Douglas, F. W., Greemberg, R., Fanell Jr. H. M. and Edmondson L. F. (1981).
Effects of Ultra - High - Temperature Pasteurization on milk proteins. J. Agric.
Food Chem., 29, 11-15.

Pappas, C. P. (1992). Interactions between milk proteins: Influence of heat, calcium
and lactose. I -Interactions between whole casein and b-lactoglobulin and k-casein
and B - lactoglobulin. Lebensm. Wiss. u Technol., 25, 102-112.

Sawyer, W. H. (1963). Complex between B - lactologobulin and k-casein. A.
Review. J. Dairy Sci. 52 (9), 1347-1355.

Zitle, C. A. Thompson, M. P., Custer, J. H. and Cerlulis, J. (1962). x-casein-p-
lactoglobulin interaction in solution when heated. .J Dairy Sci., 45, 807-816.

Lucey, J. A;; Gorry, C.; Fox, P. F. (1993). Rennet coagulation properties of heat
milk. Agric Sci. Finl., 2, 361-368.

Dalgleish, D. G. (1990). The effect of denaturation of B-lactoglobulin on renneting,
A quantitative study. Milchwissenschaft, 45, 491-497.

Payens, T. (1979), Casein micelles: the colloid-chemical approach. J. of Dairy
Research 46, 291-306.

Horne, D. S. (1984). Steric effects in the coagulation of casein micelles by ethanol.
Biopolymers 23, 989-997.

195



Resumen y Bibliografia

28.

Horne, D. S. (1986). Sterric stabilization and casein micelle stability. J. Colloid
Interface Sci. 111, 250-258.

29. Homne, D. S., and Parker, T. G. (1981). Factors affecting the ethanol stability of the

30.

31.

32.

33.

bovine milk. I. Effect of serum phase components. J. Dairy Res. 48, 273-279.

Horne, D. S. and Parker, T. G. (1981). Factors affecting the ethanol stability off
bovine milk. II. The origin of the pH transition. J. Dairy Res. 48, 235-242.

Overbek, J. Th. G. (1952). Colloid Science. Vol.l1. Ed. H. Kruyt Elsevier,
Amsterdan.

Walstra, P. and Jenness R. (1984). Dairy Chemistry and physics. John Wiley,
New York. pag. 203-225.

Darling, D. F. and van Hooydonk, A. C. M. (1981). Derivation of a mathematical
model for the mechanism of casein micelle coagulation by rennet. J. Dairy Res. 48,
189-196.

34. van Hooydonk, A. C. M., Hagedoom, H. G., and Boerrigter L. J. (1986). The effects

35.

36.

37.

38.

39.

40.

of various cations on the renneting of milk. Neth. Milk Dairy J. 40, 369-375.

van Hooydonk, A. C. M., and Walstra, P. (1987). Interpetation of the renneting
reaction in milk. Neth. Milk Dairy J. 41, 19-27.

Walstra, P., Blomfield, V. A., Wei, G. J., and Jenness, R. (1981). Effect of
chymosin on the hydrdynamic diameter of casein micelles. Bioch. Biophys. Acta.
669, 258-264.

Roesf, S. P. F. M. (1986). Structure of acid casein gels. ph.D. Diss., Wageningen
Agric. Univ. Wageningen, Neth.

Zoon, P. T. van Vliet, and Walstra, P. (1988). Rheological properties of rennet-
inducced skim-milk gels. 2 . The effect of temperature. Neth. Milk Dairy J. 42, 271-
279.

Carlson, A.; Hill, C.; Olson, N. (1987) Kinetics of milk coagulation: I. The kinetics
of kappa casein hydrolysis in the presence of enzyme deactivation. Biotechnol.
Bioeng., 29, 582-589.

Dalgleish, D. G. (1979) Proteolysis and aggregation of casein micelles treated with
immobilized or soluble chymosin. J. Dairy Res., 46, 653-661.

196



Resumen y Bibliografia

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

S1.

S52.

Carlson, A.; Hill, C.; Olson, N. (1987) Kinetics of milk coagulation: II. Kinetics of
secondary phase: micelle flocculation. Biotechnol. Bioeng., 29, 590-600.

Mpyers, D. (1991). Surfaced, interfaces and colloids. VCH Publishers, New York.
pag.187-199.

Tanford, Ch. (1961). Physical Chemistry of mocromolecules.John Wiley and Sons,
Inc., NY. pag. 180-221

Richards, E. G. (1980). An introduction to the phisical propertiers of large
molecules in solution. Cambridge University Press, Cambridge. pag. 36-72.

Prigogine, I. and Defay, R. (1967). Chemical Thermodynamics. 4a Ed. Longmans,
London. pag. 381-393

Flory, P. J. (1953). Principles of polymer chemistry. Cornell University Press.
Ithaca. Chs. XII y X1II.

Flory, P. J. and Krigbaum, W. R. (1951). Thermodynamics of high polymer
solutions. Ann. Rev. Phys. Chem. 2, 383-391.

Arakawa, T. and Timasheff, S. N. (1982). Preferential interactions of proteins with
salts in concentrated solutions. Biochemistry, 21, 6545-6552.

Arakawa, T. and Timasheff, S. N. (1985). Theory of protein solubility. Methods in
Enzymology, 114, 49-77.

Hiemenz, P. C. (1977) Principles of colloids and surface chemistry. Ed. Mercel
Decker Inc. pag 352-434.

Hunter, R. J.(1995). Foundations of colloid science, Clarendon Press, Oxford,
pag. 450-493

Hiemenz, P. C. (1977) Principles of colloids and surface chemistry. Ed. Mercel
Decker Inc. pag. 435-451.

54. van de Hulst, H. C. (1957). Light Scattering by Small Particles, Wiley, New York,

pag. 729-736.

55. Kuaye, A. Y. (1994). An ultraviolet spectrophotometric method to determine milk

protein content in alkaline medium. Food Chem., 49, 207-211.

56. Queiroz Macedo, I, Faro, C. J., Pires, E. M. (1993). Specificity and kinetics of the

il

milk-clotting enzyme from Cardoon (Cynara cardunculus L.) toward bovine k-
casein. J. Agric. Food Chem., 10, 1537-1540.

197



Resumen y Bibliografia

57.

58.

59.

Peterson, G. L. A (1977). Simplification of the protein assay method of Lowry et al.
which is more generally applicable. 4nal Biochem. 83, 346-356.

Kourti, T.; MacGregor, J. F. (1991). ACS Symposium Series 412, ed. Th. Provder,
American Chemical Society Washington, DC, pag. 34-63.

Kerker, M. (1969).The Scattering of Light and Other Electromagnetic Radiation,
Academic Press, New York, pag. 417-428.

60. Ambrose Griffin M. C., Griffin W. G. (1985). A Simple Turbimetric Method for the

61.

62.

63.

64.

65.

Refractive index of Large Colloidal Particles Applied to Casein Micelles. J. Colloid
Interface Sci, 104, 409-415.

Camerini-Otero, R. D. and Day L. A. (1978). The wavelength dependence of the
turbidity of solutions of macromolecules. Biopolymers, 17, 2241-2249.

Holt, C., Parker, T. G. and Dalgleish, D. G. (1975). Measurement of particle sizes
by elastic and quasi-elastic light scattering. Biochimica et Biophysica Acta 400,
283-292.

Horne, D. S. (1987). Determination of the fractal dimension using turbidemetric
techniques. Application to aggregating protein systems. Faraday Discuss. of the
Chem. Soc. no. 83, 259-270.

Ruettimann K. W. and Ladisch M. R. (1987). Casein micelles: structure, properties
and enzymatic coagulation. Review, Enzyme Microb., pag. 578-589.

Green, M. L. and Morant, S. V. (1981). Mechanism of aggregation of casein
micelles in rennet-treated milk. J. of Dairy Res., 48, 57-63.

66. McMahon, D. J. and Brown, R. J. (1984). Enzymic Coagulation of Casein Micelles:

A Review. J. Dairy Sci., 67, 919-926.

67. Dalgleish, D. G. (1983).Coagulation of renneted bovine casein micelles: dependence

68.

69.

on temperature, calcium ion concentration and ionic strength. J. Dairy Res., 50,
331-340.

Ottewill R. H. (1977). Stability and Instability in Disperse Systems. J. Colloid and
Interface Sci., 58, 357-373.

Timasheff, S. N. (1993). The control of protein stability and association by weak
interactions with water. Annu. Rev. Biophys. Struct., 22, 67-97.

198



Resumen y Bibliografia

70.

Collins, K. D. and Washabaugh, M. W. (1985). The Hofmeister effect and the
behavior of water at interfaces. Quarter Reviews of Biophysics, 18, 323-364.

71. Law, A. J. R. (1996). Effects of heat treatment and acidification on the dissociation

72.

73.

of bovine casein micelles. J. Dairy Res., 63, 35-48.

Leaver, J., Law, A. J. R.; Home, D. S. (1995). Banks, J. M. Influence of heating
regime and pH on the primary phase of renneting of whole milk. Int. Dairy J .,5,
129-140.

Calvb, M. M,, Law, A. J. R.. and Leaver, J. (1995). Heat-induced interactions
between serum albumin, immunoglobulin, and k-casein inhibit the primary phase of
renneting, J.Agric. Food Chem, 43, 2823-2827.

74. Mohammad, K. S., Fox, P. F.(1987). Heat induced microstructural changes in casein

75.

76.

71.

78.

micelles before and after heat coagulation. New Zealand Journal of Dairy Science
and Technology, 22, 191-198.

Jeurnick, Th. J. M. (1992). Changes in milk on mild heating: turbidity
measurements. Neth. Milk Dairy J., 46, 183-196.

Penders, M. H. G. M. and Vrij, A. (1990). A turbidity study on colloidal silica
particles in concentrated suspensions using the polydisperse adhesive hard sphere
model. J. Chem. Phys., 93, 5, 3704 -3711.

Na, G. C. (1986). Interaction of calf skin collagen with glycerol: linked function
analysis. Biochemistry, 25, 967-973.

van Hooydonk A. C. M., Hagedoorn H. G. and Boerrigter (1986). pH-induced
physico-chemical changes of casein micelles in milk and their effect on renneting.
L. Effect of acidification on physico-chemical properties. Neth. Milk Dairy J., 40,
281-296.

79. Vreeman, H. J., van Markwijk B. W. and Both, P. (1989). The structure of casein

80.

81.

micelles between pH 5.5 and 6.7 as determined by light-scattering, electron
microscopy and voluminosity experiments. J. Dairy Res., 56, 463-470.

Dalgleish, D. G. and Law, J. R. (1988). pH-induced dissociation of bovine
casein micelles. I. Analysis of liberated caseins. J. Dairy Res., 55, 529-538.

Gastaldi, E.; Lagaude, A. and Tarodo de la Fuente, B. (1996). Micellar
Transition State in Casein Between pH 5.5 and 5.0. J. Food Sci., 60, 59-68.

199



s

Resumen y Bibliografia

82.

83.

85.

Law, A. J. R. (1996). Effects of heat treatment and acidification on the dissociation
of bovine casein micelles. J. Dairy Res., 63, 35-48.

Dalgleish, D. G.; Law, J. R. (1989). pH-induced dissociation of bovine casein
micelles II. Mineral solubilization and its relation to casein release. J. Dairy
Res., 56, 727-735

- Holt, C.; Davies, D. T. and Law, A. J. R. (1986). Effects of colloidal calcium

phosphate and free calcium ion concentration in the milk serum on the dissociation
of bovine casein micelles. J. Dairy Res., 53, 557-572.

de Kruif, C. G. and Roefs, S. P. F. M. (1996). Skim milk acidification at low

temperatures: A model for the stability of casein micelles. Neth. Milk Dairy J.,
50, 113-120.

200



No debo pedir milagros a los suefios...

sino hacer de los suefios ...un milagro
D. A



	Sin título

