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Introduccion

Una de las reacciones mas extensas en las proteinas de la leche es la floculacién inducida, ya que a
partir de esta reaccidén se elaboran muy diversos tipos de productos lacteos como el yogurt, el
queso, las bebidas lacteas fermentadas y postres lacteos, entre otros. La floculacion se refiere al
proceso por el cual, finas particulas se agrupan en un floculo para posteriormente pasar a un

estado insoluble y coagular (Huppertz y de Kruiff, 2007).

En el caso de las proteinas, la coagulacidn es el paso siguiente a la floculacion, etapa en la que se
forma una red tridimensional mediante la interaccidon de fldculos previamente establecidos. Al
transcurrir el tiempo y dependiendo de la concentracidn de ciertos iones como el calcio, la
temperatura y otros factores, es posible incrementar dicha interaccion entre particulas de
proteinas lacteas, favoreciendo de esta forma la separacidén de agua y constituyentes solubles por
sinéresis, o dicho de otra forma, por la contraccion de la red tridimensional de proteina lactea

insoluble formada (Solorza y Bell, 1998).

Tanto el método de renina, como el de acidificacién lactica son ampliamente utilizados para
promover la floculaciéon inducida. Sin embargo, una de sus desventajas es la dificultad de
incorporar las proteinas no floculadas de la leche que generalmente corresponden a las proteinas
globulares del suero, se pierden sdlidos y se genera un liquido de desperdicio rico en una fraccidn
proteinica de alto valor nutritivo (a-lactalbiminas y B-lactoglobulinas principalmente), constituido

como un efluente altamente contaminante.

Existen diversas estrategias propuestas para modificar el comportamiento de las proteinas de la
leche, entre los que destacan la utilizacién de reacciones de entrecruzamiento, asi como la
interaccion con polisacaridos. Las reacciones de entrecruzamiento para la formacion de agregados
de proteina han sido consideradas como uno de los mecanismos importantes para la modificacion
de propiedades de textura, viscosidad, solubilidad, emulsion y de gelacién. El entrecruzamiento
ofrece la oportunidad de crear estructuras de gel en soluciones proteinicas, dispersiones, sistemas
coloidales, emulsiones de gotas o burbujas de gas recubiertas de proteina y crear nuevos tipos de

alimentos, o cambiar las propiedades de los ya existentes (Gerrard, 2002). Dichos



entrecruzamientos formados a través de enlaces covalentes entre cadenas polipeptidicas, ya sea
hacia el interior de las proteinas (entrecruzamiento intramolecular) o entre proteinas
(entrecruzamiento intermolecular), dependen de su naturaleza, ya que existen distintos tipos de
reacciones de entrecruzamiento con base en el enlace que se establece, como lo son: por puentes
disulfuro, los derivados de tirosina, por reaccién de Maillard, por acil-transferencia, entre otros
(Kuraishi, 1997; Han y Spradlin, 2000; Gerrard, 2002; Siebium y col., 2006; Van Wijk y col., 2006;
Corredig 2009; Monogioudi y col., 2009; Jaros y col. 2009).

El uso de enzimas de entrecruzamiento ha sido propuesto para los sistemas lacteos, donde la
reaccion con acil-transferasa (transglutaminasa) ha sido estudiada. Corredig (2009), de Jong (2003)
y Jaros (2009) sefialan que este tipo de entrecruzamiento no es éptimo, debido a la presencia de
un inhibidor de transglutaminasa en la leche. Un calentamiento previo de la leche (modificacién
fisica), asi como la presencia de un agente reductor como la glutationa o ditiotreitol (modificacion
guimica) favorecen el entrecruzamiento debido al incremento de la accesibilidad hacia el sustrato
(Gerrard, 2002; Brown, 2009). Similar al calentamiento previo moderado (Lorenzen y Schlimme,
1998), el agente reductor induce reacciones de intercambio disulfuro-sulfhidrilo, reduciendo el
tamafio de los agregados de proteina ligados por puentes disulfuro y desnaturalizando los
agregados de K-caseina presentes en la superficie micelar (Corredig, 2009; Badui, 1999). Esto a su
vez genera mayor cantidad de grupos funcionales expuestos, entre ellos, glutaminas y lisinas listas

para ser entrecruzadas (Bonisch y col., 2008; Miwa y col., 2004).

A diferencia de las caseinas, las proteinas suero tienen una estructura globular lo que las hace
menos susceptibles al entrecruzamiento con transglutaminasa (Garred, 2002). Pero, al ser
previamente desnaturalizadas (B-lactoglobulina) o remover el calcio de su estructura (a-
lactalbumina), exponen algunos sitios catalizables por el enzima (Faergemand y Quist, 1999;
Bordignon-Luiz y col., 2008; Corredig y col., 2009; Brown y col., 2009; Jaros y col., 2009; Coussons y
col., 1995). De esta forma, la floculacién puede también ocurrir en este tipo de proteinas (Badui,
1999; Lorenzen y Schlimme, 1998; Miwa y col., 2004; Bonisch y col., 2008). Recientemente,
también se ha confirmado la floculacidn e incorporacién de las proteinas de suero en el coagulo de
caseina al utilizar la proteasa aislada del bacillus licheniformis como sustituto de renina (Han y

Spradlin, 2001). Esta enzima tiene la capacidad de hidrolizar las proteinas de suero, exponer sus



sitios hidrofdbicos y fomentar su floculacion (Marangoni y col. 2000; Han y Spradlin, 2000; Ipsen y
Otte 2007).

Otra de las estrategias de modificacion en las propiedades de las proteinas lacteas (caseinas y
proteinas del suero) es haciéndolas interactuar con polisacaridos. Tanto las proteinas como los
polisacaridos contribuyen a las propiedades de textura y estructura de los productos alimenticios.
A demas, las interacciones entre proteinas y polisacaridos juegan un papel muy importante en las
propiedades mecanicas, de estabilidad y de sabor. Estas interacciones influyen también en las
propiedades de las proteinas como su solubilidad, actividad superficial, estabilidad conformacional
y en la capacidad de formacion de geles y espumas (Ye, 2008). Las interacciones proteina-
polisacarido pueden subdividirse en dos grupos: formacion de complejos e incompatibilidad
termodinamica. Dado que las interacciones ocurren en solucién, ambos grupos estan influenciadas
por el pH, la fuerza idnica, la densidad de carga y la concentracion de biopolimeros presentes en el
sistema (Ye, 2008; de Kruif y Tuinier, 2001). Los polisacaridos cargados negativamente tienen la
capacidad de formar complejos con las proteinas cargadas positivamente (Voragen y col., 2009;
Ye, 2008). Sin embargo, también es posible ensamblar complejos utilizando algunos hidrocoloides
por encima del punto isoeléctrico de las proteinas y regulando la fuerza idnica (Stainsby, 1980;

Rocha y col., 2009; Olsen, 1989).

Las interacciones mas estudiadas entre proteinas lacteas y polisacaridos se enfocan en
carrageninas (Olsen, 1989). Estos polisacaridos anidnicos sulfatados de alto peso molecular, son
extraidos del alga roja y su interaccién con proteinas es de origen electrostatico (Badui, 1999;

Langendorff y col., 1999; Weinbreck y col., 2004).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la adicidn de hidrocoloides durante la
coagulacién enzimatica de un sistema lacteo con o sin entrecruzamiento de proteina vy
modificando el porcentaje de calcio presente. La metodologia de superficie de respuesta fue
empleada para evaluar el efecto de las variables independientes sobre las variables de respuesta

seleccionadas.



Resumen

En el presente trabajo, la transglutaminasa es estudiada durante la coagulaciéon enzimatica de un
sistema lacteo en combinacion con los hidrocoloides carragenina, pectina de alto metoxilo y
grenetina, modificando el porcentaje de CaCl,. La finalidad es generar una red mas compleja
durante el proceso de elaboracion de geles de proteinas lacteas a base de renina, asi como evaluar
el porcentaje de proteina y grasa retenidos, el grado de sinéresis, y las propiedades texturales y de

micro estructura del gel.

Un primer disefio de experimentos de tipo Plackett & Burman se llevo a cabo para conocer la
interaccion entre los distintos factores implementados en el sistema lacteo, para posteriormente
filtrar las variables que arrojaron una respuesta satisfactoria. Durante esta primera evaluacién se
encontré que las variables CaCl, y transglutaminasa favorecieron la resistencia a la penetracion del
gel, mientras que la carragenina disminuyo la pegajosidad del mismo. A demds, la interaccion de
estos tres factores reveld atenuacidon sinergética de los parametros buscados, por lo que se

formulo un nuevo disefio con dichos factores.

Finalmente, un disefio central compuesto 2° demostré que la retencién de seroproteinas y grasa
en el gel puede ser afectada positivamente por la adicion de carragenina y/o calcio en el sistema,
mientras que la incubacién con transglutaminasa mostro poca influencia en la retencién de dichos
parametros. Por otra parte, la sinéresis incremento al aumentar cualquiera de los factores, sin

embargo, en pequenas dosis se redujo en comparacién con el gel control.

La firmeza, cohesividad, gomosidad y resistencia a la penetracién del gel fueron favorecidas por el
incremento de carragenina y calcio, asi como también sucedid sinergéticamente durante la
interaccion de todos los factores (en su nivel mas alto). Por el contrario, se disminuyeron todos los
parametros abruptamente durante la interaccién carragenina-tiempo de incubacion (nivel alto)

cuando el calcio se encuentra en el nivel bajo.



Por otra parte, la adicion de carragenina (>0.037%) o tiempo de incubacion (<60min)
incrementaron la elasticidad del gel, y su recuperacion (resiliencia) después de la deformacién

sucedid mas rapido con la adicion de calcio o carragenina.

Mientras que la adhesividad y pegajosidad disminuyeron por el incremento de calcio, la
interaccion tiempo de incubacion-calcio o la adicién de carragenina cuando el calcio es minimo. En
contraste, se observo un incremento con carragenina y calcio cuando el nivel de ambos es alto, y

durante la interaccion de todos los factores (todos en nivel alto).

Por ultimo, la interaccion entre la microestructura homogénea (con carragenina) y la porosa (con

transglutaminasa) dieron como resultado una textura con mayor similitud al gel control.
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Abstract

In this paper, transglutaminase enzyme is studied in combination with the hydrocolloids
carrageenan, high methoxyl pectin and gelatin during the enzymatic coagulation of a dairy system,
changing the percentage of CaCl,. The purpose is to create a more complex network during the
manufacture of dairy gels induced by rennin, and to assess the percentage of protein and fat
retained, degree of syneresis, and textural and micro structural properties of the gel.
An initial Plackett & Burman experimental design was carried out to understand the interaction
between factors modifying the dairy system, later; some factors were leaked out in order to use
them in a new central composite design. During the initial design, we found that CaCl, and
transglutaminase increased the force gradient of dairy gels, while carrageenan decreased the
stickiness of them. In addition, the interaction of all the factors showed synergistic attenuation on

increasing force gradient as on reducing stickiness.

Finally, a 2° central composite design showed that retention of serum proteins and fat in dairy gel
could be positively affected by addition of carrageenan and / or calcium into the system, whereas
incubation of transglutaminase showed no influence on the retention of them. Moreover,
syneresis increased while increasing any factor; however, syneresis could be reduced in contrast

with control by using small doses of any ingredient.

Firmness, cohesiveness, gumminess and force gradient in dairy gel were favored by increasing
carrageenan and calcium, as well as synergistically happened during the interaction of all the
factors (in the highest level). By contrast, parameters were decreased sharply during the
interaction carrageenan-incubation time (both in high level) when calcium level was low.
Moreover, the addition of carrageenan (> 0.037%) or incubation time (<60min) increased the
elasticity of the gel, and a faster recovery of the sample after deformation (resilience) occurred by

adding calcium or carrageenan.

While adhesiveness and stickiness decreased by increasing calcium, interacting time of incubation

with calcium or adding carrageenan to the system while calcium is in the lowest level. In contrast,
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we observed an increase in both parameters when carrageenan and calcium where in the highest

level, and also during the interaction of all the factors (all high).

Finally, the interaction between homogeneous (with carrageenan) and porous (transglutaminase)

microstructure resulted in a similar texture to the control.
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Justificacion

Actualmente la poblacion exige productos lacteos que satisfagan un bajo costo con un mayor

beneficio, sin perder sus propiedades nutricionales, funcionales y texturales.

El proceso durante la elaboracion de geles lacteos a base de renina, es decir, el queso fresco,
puede ser modificado de tal forma que cumpla con estos requerimientos del consumidor
mediante la formacion de geles capaces de incorporar mayor cantidad de proteinas y grasa sin
modificar o mejorando la textura del gel, mediante entrecruzamiento de proteinas y el uso de

hidrocoloides, reduciendo las pérdidas de compuestos solubles.

A demas, el suero de leche que es un efluente altamente contaminante, contiene proteinas séricas
y lactosa, lo que lo convierte en un liquido de alto valor nutricional. Dichas proteinas séricas
presentan mayor biodisponibilidad durante su consumo por el hecho de requerir un menor grado
de hidrélisis durante su ingesta, ya que su tamafio de particula es molecular en comparacion con
las proteinas insolubles macromoleculares que conforman el gel (de hasta 500nm). Es por esto que

como parte de la investigacidn se busca su retencién en el gel inducido por renina.
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Antecedentes

1. La leche

Tiempo atrds, el hombre ha usado la leche de cabras, ovejas y vacas como alimento, ya que

contiene casi todos los nutrientes necesarios para mantener la vida, por lo que es considerada un
alimento bien balanceado (Belitz y col., 2009; Fox, 2009). Al dia de hoy, el termino leche es

sindnimo de leche de vaca (Belitz y col., 2009).

La leche es un liquido opaco de color blanco o blanco-amarillento. Su densidad especifica en la
especie de bovino varia de 1.029 a 1.039 @ 15°C. Su punto de congelacion es de -0.53 a -0.55°C. El
pH de la leche fresca es de 6.5-6.75. Su indice de refraccién es 1.3410-1.3480, y su conductividad
especifica a 25°C es 4-5.5X10° ohm™cm™ (Belitz y col., 2009).

Es un fluido secretado por la hembra de la especie de los mamiferos para cubrir el requerimiento
nutricional del neonato (Belitz y col., 2009; Fox, 2009). El requerimiento principal es por energia
(provisto por lipidos y lactosa, y cuando esta en exceso, por proteinas), aminoacidos esenciales y
grupos amino para la biosintesis de aminoacidos no esenciales (provisto por proteinas), acidos
grasos esenciales, vitaminas, elementos inorganicos y agua. También cumple un numero de
funciones fisiolégicas, las cuales se llevan a cabo principalmente por proteinas y péptidos,
incluyendo inmunoglobulinas, enzimas, inhibidores de enzimas, factores de crecimiento,
hormonas y agentes antibacteriales. Contiene ademads micro constituyentes como oligosacaridos,
inmunoglobulinas, proteinas enlazadoras de iones metalicos y enzimas que juegan roles de

proteccion durante el desarrollo del neonato (Fox, 2009).

El fluido complejo que constituye la leche contiene muchos cientos de especies moleculares. Sin
embargo, su composicién predominante es agua, en una proporcién que oscila entre 63% y 87%
(Belitz y col., 2009). En solucion se mantienen conformando al suero de leche: carbohidratos
(principalmente lactosa), sales inorganicas y organicas, y numerosos compuestos a nivel de trazas.
También contiene particulas coloidales dispersas de tres diferentes tamanos: proteinas de suero

disueltas a nivel molecular, caseinas dispersas como largos agregados coloidales de 50-500nm
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(micelas) y lipidos emulsificados como largos gldbulos (1-20um) (Fox, 2009). Cuando la especie es
de bovino, el conjunto de proteinas de suero y caseinas ocupan el 3.2% del total de la leche, el
4.6% corresponde a los carbohidratos, 3.9% a los lipidos o grasa, y el 0.7% a las cenizas (Belitz y
col., 2009). A demas, las trazas estan constituidas por componentes minoritarios, como por
ejemplo: minerales, vitaminas, hormonas, enzimas y compuestos misceldaneos (Fox, 2009).

A pesar de los porcentajes aproximados, dentro de cada especie, la composicion de leche y el
perfil de constituyentes varia en dependencia de los requerimientos nutricionales y fisioldgicos del
neonato, la etapa de lactancia, su alimentacién y la salud del animal, asi como también por

muchos otros factores (Fox, 2009).

1.1 Composicion de la proteina en la leche

Dentro de esta composicidn se incluyen la totalidad de sustancias nitrogenadas presentes en la

leche. Dado que el 95% de sustancias que componen esta fraccién son proteinas, la denominacién
“proteinas” para toda la fraccion constituye solo un pequefio abuso del lenguaje, pero la
denominacion mas adecuada para la misma seria la de materias nitrogenadas (Mestres y col.,

2004).

El contenido medio de nitrégeno en las proteinas es de 15.67%. Sin embargo, la concentracién de
proteina en la leche es de 36 g/L, de la cual 29.5 g/L son caseinas y 6.3 g/L son proteinas solubles
del suero, lo que permite la separacion de unas y otras. Dentro de las ultimas mencionadas, 1.2
g/L pertenecen a la a-lactalbimina, 3.2g/L a la B-lactoglobulina, 0.4 g/L a la albumina de suero, 0.8

g/L alainmunoglobulinay 1g/L a las proteasa-peptonas (Veisseyre, 1988).

La composicion de aminodcidos de dichas proteinas se muestra en la tabla 1 (Swaisgood, 1992;

Mestres y col., 2004):
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Tabla 1. Composicién y propiedades de las proteinas lacteas.

Nomenclatura Amino acido os;-caseina as;-caseina K-caseina B-caseina B-lactoglobulina a-lactalbumina
Asp Acido Aspartico 7 4 3 4 11 9
Asn Asparagina 8 14 8 5 5 12
Thr Treonina 5 15 14 9 8 7
Ser Serina 8 6 12 11 7 7
Glu Acido Glutédmico 25 24 12 19 16 8
Gln Glutamina 14 16 14 20 9 5
Pro Prolina 17 10 20 35 8 2
Gly Glicina 9 2 2 5 3 6
Ala Alanina 9 8 15 5 14 3
Cys Cisteina 0 2 2 0 5 8
Val Valina 11 14 11 19 10 6
Met Metionina 5 4 2 6 4 1
lle Isoleucina 11 11 13 10 10 8
Leu Leucina 17 13 8 22 22 13
Tyr Tirosina 10 12 9 4 4 4
Phe Fenilalanina 8 6 4 9 4 4
Lys Lisina 14 24 9 11 15 12
His Histidina 5 3 3 5 2 3
Arg Arginina 6 6 5 4 3 1
Galactosa 1%,
Galactosamina
Carbohidratos
No No 1.2%, Acido N- No No No
presentes
acetilneuraminico
2.4%
Sensibilidad al calcio ++ +++ - +
Sensibilidad a la quimosina + - +Ht +

1.1.1 Micelas de caseina

Las micelas de caseina, un grupo heterogéneo de proteinas que se caracterizan por precipitar a pH
4.6, son asociaciones coloidales altamente hidratadas con un radio promedio de 100nm, su
tamafio tiene una relacién en volumen equivalente a 1 glébulo de grasa por cada 50 micelas de
caseina. Cuando el agua es removida de su estructura, la materia seca micelar consiste de 94%
proteina y 6% de material inorganico, mejor conocido como fosfato de calcio micelar. Cada unidad
micelar estd compuesta por pequefias submicelas que poseen forma esférica con didmetro medio
aproximado entre 15y 20nm (Corredig, 2009). Ademas, cada una estas submicelas contiene de 20
a 25 moléculas de caseina. En estas submicelas las moléculas se mantienen unidas mediante
enlaces hidrofdbicos (Figura 1). Probablemente la mayoria de las partes hidrofébicas de las
moléculas estan encerradas en el centro de las submicelas, mientras muchos de los grupos

cargados estdn en la capa externa mas hidrofilica (Mestres y col., 2004; Walstra, 1999).
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Submicela de caseina

Macro péptido
de caseina

Enlace de fosfato
&~ de calcio

Submicela de
caseina

100nm

Micela de caseina

Fig. 1. Modelo de la micela y submicela de caseina propuesto por Schmidt, Payens, Slattery y

Walstra (1999).

Las submicelas pueden ser de 4 tipos de proteinas diferentes: as;-Caseina, as,-Caseina, B-Caseinay
K-Caseina en una relacidn 4:1:4:1. Una de las caracteristicas distintivas de las caseinas respecto a
las proteinas del suero es que varian en la distribucién de carga eléctrica y en la tendencia de
agregarse en presencia de iones calcio. En condiciones normales, las submicelas se mantienen
incorporadas a la micela principal y su integridad se debe a segmentos de cadenas altamente
cargados con residuos de fosfoserina de las caseinas as;, as; y B que se unen a la cadena -COOH
terminal de la K-caseina mediante puentes generados por calcio molecular y nano agrupaciones

amorfas de fosfato de calcio (Mestres y col., 2004).

La superficie micelar consiste predominantemente de Kk-caseina, a pesar de que a baja
temperatura, cantidades significativas de B-caseina se encuentran en la superficie de la micela, asi
como también proteinas de suero al desnaturalizarse (Goff y col., 2005). La K-caseina posee un
conjunto de cadenas de tres carbohidratos que constituyen la parte mds hidrofilica
(glicomacropeptido). Cada cadena es de aproximadamente 5nm, se extienden a partir de la
superficie cubriendo una tercera parte de capa externa de la micela. El conjunto de todas ellas se
conoce como capa belluda, o mejor dicho, cepillo polielectrolitico por el hecho de comportarse
como cadenas flexibles afines al solvente (Corredig, 2009). En la figura 2, es posible apreciar que el

cepillo poli electrolitico es el encargado de estabilizar el sistema micelar por repulsion
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electrostatica y estérica, ya que presenta una fuerte carga negativa que confiere repelencia

intermicelar al pH de la leche (6.6-6.7) (Langendorff, 1999).

macrapeptida

Fig. 2. Repulsidn electrostatica entre micelas de caseina.
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2. Propiedades de emulsidn de las proteinas lacteas

Para cubrir el requerimiento de energia, la leche posee lipidos y lactosa. Los lipidos son insolubles
en agua debido a la tension superficial que existe entre ambas capas. Sin embargo, los lipidos
pueden ser dispersados en agua con una fuerte agitacion (homogenizacion) pero, cuando la
agitacién cesa, las gotas del lipido comienzan a coalecer rapidamente generando su propio
volumen (separacién de fase). Para que esto no suceda es necesario reducir el area y tension
superficial al minimo con ayuda de un agente surfactante, ya sea un emulsificante o detergente.
Existen emulsificantes naturales tales como las proteinas, fosfolipidos y mono- y di- glicéridos (Fox,

2009).

En la leche, los lipidos se encuentran dispersos en el suero de leche como glébulos con didmetro
promedio de 3-4um. Para darnos una idea de cdmo sucede, es necesario remitirnos al reticulo
endoplasmico rugoso de las células epiteliales del mamifero, donde los acidos grasos y mono
glicéridos de los lipidos en la sangre son sintetizados a triglicéridos en forma de glébulos y
posteriormente liberados en el citoplasma celular. Los gldbulos mantienen su estabilidad por la
presencia de una compleja membrana conformada por proteinas y fosfolipidos que protege a la

leche de la rancidez hidrolitica y de la formacién de grasa no globular (Mather, 2000).

Las proteinas nativas desdobladas, como las caseinas, tienen la caracteristica de que su secuencia
de aminoacidos, es decir sus residuos hidrofilicos e hidrofébicos no estan distribuidos
uniformemente, haciéndolas estructuras distintivamente anfifilicas. Esta caracteristica aunada a su
estructura flexible abierta les brinda una excelente actividad superficial que facilita la formacion
de espuma y brinda propiedades emulsificantes por el hecho de adoptar una conformacién en la
interfase donde los segmentos polares sobresalen hacia la fase acuosa, los segmentos no polares
sobresalen en la fase grasa y las neutrales se mantienen en la interfase (Corredig, 2009; Fox,

2009).

Las proteinas globulares del suero tienen una orientacion definida en la interfase, donde las
regiones apolares predominan en la fase grasa y las regiones polares predominan en la fase
acuosa. Un ejemplo es la B-Lactoglobulina, ya que esta proteina es resistente a la protedlisis y su

funcion bioldgica es enlazar moléculas hidrofébicas como el retinol (vitamina A) en la concavidad
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hidrofdbica de su estructura y transportarlo a través del estomago al intestino delgado (Corredig,

2009; Akerstrom y col., 2000).

Tanto caseinas como proteinas de suero tienen excelentes propiedades emulsificantes (Corredig,
2009), de las cuales cerca del 1% del total de proteinas en leche estan presentes en la membrana

de los gldbulos de grasa (Fox, 2009).



~ 20 ~

3. Métodos clasicos de coagulacion

Un gel puede ser formado cuando particulas dispersas se agregan lo suficiente como para formar
una red continua por todo el liquido en el que estan dispersas (Solorza y Bell, 1998). La
manufactura de queso puede ser considerado como un proceso de formacion de gel, en el que la
caseina y grasa de la leche se concentran unas diez veces mediante deshidratacién (Lucey y Fox,

1993).

Una caracteristica importante de la caseina es que esta forma micelas en condiciones normales de
la leche, y este estado es el empleado para la fabricacién de geles lacteos (Han y Spradlin, 2001).
Las propiedades de gelacién de las micelas de caseina se relacionan con el grado de estabilidad
coloidal y la asociacién natural de los coloides. Para inducir la gelacidn, la estabilidad coloidal de
las micelas debe ser reducida, permitiendo asi su agregacion y floculacién (Corredig, 2009). Este
proceso es eventualmente seguido por una separacion de fase, en donde se presenta el coagulo
de proteinas en estado semisélido y el liquido de suero que contiene las proteinas séricas (Han y

Spradlin, 2001).

La estabilidad coloidal de las micelas de caseina puede ser efectivamente reducida de dos formas
o la combinacién de ambas. La primera es removiendo el cepillo poli electrolitico por coagulacién
enzimatica y la segunda es mediante el colapso del cepillo por coagulacién acida. A demas, cuando
el sistema es sometido a una fuente de calor, una combinacion de las dos técnicas anteriores, asi

como el puenteo por enlaces disulfuro favorecen la coagulacion (Corredig, 2009; Gerrard, 2002).

3.1 Acidificacion lactica o coagulacion acida

Para el caso de la gelacién acida, la cadena C-terminal de la k-caseina predominante en el cepillo
polielectrolitico, es principalmente soluble y conserva una considerable carga negativa a pH
neutro. La carga negativa presente se debe principalmente a residuos de acido glutamico y a los
grupos acido N-acetilneuraminicos de la fraccidn de k-caseina glicosilada. Cuando el pH disminuye
en el sistema por la transformacion de lactosa a acido lactico o por la hidrélisis con glucon-6-
lactona, los grupos carboxilo de los residuos de acido glutdmico se protonan gradualmente y su

carga neta es reducida (Eck, 1990). La carga neta residual es insuficiente para mantener la
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solvatacion del cepillo polielectrolitico provocando su colapso y subsecuentemente Ia

precipitacion de micelas de caseina por la modificacién en su dispersabilidad (Corredig, 2009).

Al llevar a cabo una coagulacién acida, se deben considerar los siguientes factores durante el
proceso:

e pH
A un pH de 5.2 y 20°C comienza la desestabilizacion de caseina y por consiguiente la floculacién. Al
seguir disminuyendo el pH hasta 4.6, los residuos acidos de N-acetilneuraminico se protonan por
completo (Corredig, 2009), serd entonces alcanzado el punto isoeléctrico de la caseina,
contribuyendo a una desmineralizacién total de ellas cuando el calcio micelar se mantiene en

estado disuelto (Veisseyre, 1988).

¢ Temperatura
A pesar de que a pH 4.6 se encuentra el punto isoeléctrico de la proteina, a temperaturas por
debajo de 5°C no existe floculacidon de las micelas porque al disminuir la temperatura disminuye la
entalpia del sistema y no se promueven las interacciones hidrofébicas entre sus componentes
(Kelvin y col, 2009). Por lo que ventajosamente, es posible acidificar la preparacion lactica a esta
temperatura para posteriormente calentarla rapidamente por encima de 20°C para desestabilizar

de inmediato las micelas y formar el gel (Veisseyre, 1988).

* Acidificacion
La acidificacién lactica se lleva a cabo con la incubacién de bacterias acido lacticas en leche
previamente pasteurizada, que conducen a la formacién de un gel liso, homogéneo, firme, friable,
poroso y poco contractil, con la capacidad de retener agua por la elevada hidratacion de las
pequefias particulas dispersas de caseina desmineralizada. Ademas, la friabilidad se opone al

trabajo mecanico intenso (Veisseyre, 1988).

3.2 Coagulacion Enzimatica

Para este tipo de coagulacion que es el enfoque de este trabajo, la mezcla lactica debe tener una
temperatura entre 35 y 45°C y coagular en un pH neutro o ligeramente alcalino afiadiéndole

renina (Eck, 1990). La renina es una enzima proveniente del jugo géstrico de los terneros de 2 a 3
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semanas de edad que hayan recibido una alimentacion exclusivamente lactea (Veisseyre, 1988).
Su funcion es iniciar la digestion de la leche para proveer a los mamiferos jévenes de los nutrientes

contenidos en ella.

En la produccién de geles lacteos, la renina, llamada también quimosina, es una enzima de la
familia de las proteasas mejor conocidas como aspartil endopeptidasas (Han y Spradlin, 2001). A
nivel molecular, hidroliza el enlace Phel05-Met106 de la k-caseina. Como resultado, la cadena
polipeptidica C-terminal que consta de los residuos 106 al 169, mejor conocido como caseino-
macropeptido soluble es liberada en el suero de la leche. El otro residuo N-terminal de la k-
caseina, llamado para-k-caseina, se mantiene adjunto a la micela. Cuando cantidad suficiente de k-
caseina ha sido hidrolizada (>90%), la K-caseina residual es incapaz de estabilizar las micelas y por
lo tanto comienza la floculacion (Corredig, 2009; Lucey y Fox, 1993). Posteriormente, los foculos
de caseina se agregan formando fibras de 1 a 4 unidades micelares de espesor y aproximadamente
10 unidades micelares de largo alternadas con nodos mas gruesos del mismo material y con
aberturas por arriba de 10um de diametro. Los glébulos de grasa son atrapados en estas
aberturas, y aunque la cantidad de grasa presente sea minima, el volumen ocupado por las
aberturas en la red no disminuye (Solorza y Bell, 1998), constituyendo finalmente una red
tridimensional cuya estructura se elabora progresivamente. Ademads de la materia grasa, esta red
retiene en su interior el lacto suero y su rigidez dependera de la cantidad de fosfato de calcio
coloidal presente (Eck, 1990), ya que al parecer los puentes de calcio y fosfato calcico coloidal se
encuentran reforzados con relacion a los presentes en el complejo nativo de caseina (Veisseyre,
1988). Finalmente el gel lacteo formado, al ser cortado, induce la sinéresis y la expulsion de suero

junto con las proteinas solubles que son insensibles a la accién coagulante de la renina.

Los factores relevantes durante el procesamiento son los mencionados a continuacién:

* Dosis de renina
La velocidad de coagulacidn es proporcional a la dosis de renina utilizada, si el volumen de leche
esta comprendido entre 2,000 y 15,000 veces el del cuajo comercial, el tiempo de coagulacion serd

entre 30 y 40 min (Eck, 1990).
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e Temperatura
La velocidad maxima de coagulacidén esta entre los 40 y 42°C. Por debajo de 10°C el gel no se
forma. Entre 10 y 20 °C la gelificacién es muy lenta y a medida que la temperatura aumenta hasta
40 °C, esta se acelera progresivamente. El proceso disminuye ostensiblemente a partir de 50°C,
mientras que arriba de 60 °C no tiene efecto la renina debido a su inactivacion térmica (Eck, 1990).
Existen dos fases de accién de la enzima. La primera fase consiste en la formacién del caseino-
macropéptido (CMP) y para-K-caseina, en esta etapa el proceso no es sensible a la temperatura. La
segunda etapa o fase de coagulacién es aquella donde es extremadamente sensible a la
temperatura bajo la accidn de iones Ca** (Veisseyre, 1988). Una leche que ha sufrido la accidn
primaria del cuajo a bajas temperaturas (menor a 10°C), coagula instantdneamente cuando se

calienta a una temperatura mayor a 20°C (Eck, 1990).

« pH
El enzima renina se inactiva en un medio alcalino, mientras que en un rango de pH inferior a 7 la
gelificacion se acelera gradualmente debido al acercamiento al pH dptimo de la enzima (5.5) y por
la reduccidn de cargas eléctricas en las micelas de caseina, lo que altera su estabilidad. A pH de 6.3
tanto la fase enzimatica como la reduccién de cargas se desarrollan al mismo tiempo. Cuando el
pH es inferior a 6.3 la coagulacidn se acelera y finaliza antes que la fase enzimatica haya concluido

(Eck, 1990).

+ Contenido de iones Ca**
Los iones Ca’* son necesarios para la existencia de micelas de caseina, favorecen el
endurecimiento de la cuajada, contribuyen al proceso de desuerado y facilitan la retencion de
grasa en la cuajada. Las micelas de caseina son muy sensibles a los iones Ca*" cuando han sido
sometidas a la accion coagulante de la renina, ya que los residuos fosfoserina expuestos durante la
hidrdlisis fijan iones calcio, estableciendo puentes de calcio entre las moléculas de para-k-caseina
(Eck, 1990). Es por esto que las leches pobres en iones Ca®* reaccionan lentamente frente al cuajo.
Por otra parte, si la leche es previamente tratada con un reactivo que secuestre al calcio como el

EDTA, no coagulara.

* Fosfato calcico coloidal
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El fosfato calcico sensibiliza la para-k-caseina y esta a su vez a los iones Ca*". En presencia de iones
Ca’* el tiempo de coagulacién disminuye, e incrementa la fuerza del gel a medida que el contenido
de fosfato calcico coloidal aumenta (Eck, 1990). A demas el fosfato de calcio coloidal tiene un

efecto buffer durante la acidificacién del queso y la leche (Lucey y Fox, 1993).

3.3 Coagulacion inducida por calor

En el caso de que la gelacién se lleve a cabo por la exposicion del fluido lacteo al calor por
determinado tiempo, el proceso se verd favorecido al incrementar el pH hasta un maximo de 6.7,
seguido por un minimo tiempo de coagulacion por calor a pH de 6.9. Es posible que este
fendmeno esté relacionado al hecho de que la disociacién de k-caseina inducida por calor ocurre
extensivamente solo a valores de pH en la regién alcalina del perfil pH-tiempo de coagulacién por
calor. Se cree también que la influencia del pH en el tiempo de coagulacién por calor de la leche
concentrada y no concentrada pueda ser por la actividad presente del calcio, la acidificacion por
calor inducido y la desnaturalizaciéon de proteina de suero por su subsecuente asociacién con

caseinas micelares y no micelares (Corredig, 2009).
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4. Influencia del calcio y fosfato en geles lacteos

La leche contiene de manera natural calcio y fosfato organico, su concentracion en 100g de leche
es de aproximadamente 117 y 203 mg respectivamente, de los cuales, aproximadamente el 68% y
el 47% no estan en dilucidn a pH 6.6 y se encuentran como fosfato de calcio coloidal (Lucey y Fox,
1993). Joshi y col. (2003 y 2004) afirman que el estado insoluble del calcio, como fosfato de calcio
(Fig. 3), es necesario para mantener enlazadas a las caseinas, y pareceria incierto pero su
presencia tiene mayor relevancia en la manufactura y propiedades funcionales que en la

fortificacidn de la leche.

Fig. 3. Distintas especies de fosfato de calcio en su conformacién insoluble.

Durante la coagulacion de un gel lacteo, las propiedades funcionales que denotan los parametros
reoldgicos durante la transicion de un fluido a un gel, como los son el modulo de fuerza G’ y el
modulo de viscosidad G” incrementan con el tiempo, alcanzando valores constantes después de
algunas horas en funcion de la concentracidn de renina, el pH, la adicidn de calcio y el caracter de
las interacciones entre caseinas (Solorza y Bell, 1998). Para entender como es que el calcio
modifica dichos parametros reoldgicos, es necesario entender primero que durante la coagulacién
de la leche con renina, existen tres etapas en el proceso que pueden dividirse en etapa primaria
(hidrolisis enzimatica), secundaria (agregacion) y posiblemente terciaria (sinéresis y re-arreglo

estructural) (Lucey y Fox, 1993; Eck, 1990; Veisseyre, 1988).

Durante la etapa primaria, la k-caseina es hidrolizada en presencia de renina (quimosina 3.4.23.4,
o sustituto de quimosina). Como resultado de esta hidrdlisis (reaccion independiente de calcio) se

reduce tanto el potencial zeta como la carga superficial en las micelas de caseina. La para-k-
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caseina es uno de los productos de la hidrdlisis fuertemente hidrofébico que se mantiene adjunto

a la micela (Lucey y Fox, 1993).

En consecuencia, y posteriormente a la hidrolisis (etapa secundaria), se reduce la repulsion
estérica y predominan las fuerzas hidrofdbicas entre moléculas de para-k-caseina. Esta interaccion
gue fomenta la agregacion de las micelas, se ve favorecida por la presencia de calcio o fosfato de
calcio coloidal ya que ayudan a incrementar la reduccion del potencial zeta de para-k-caseina a
residuos de fosfoserina cargados negativamente, o a grupos 4cidos carboxilicos de a y B caseina

(Lucey y Fox, 1993).

Durante la etapa terciaria, en la que se forma una red tridimensional, los gldbulos de grasa que
Ilenan los espacios entre la red proteinica hacen que la interaccién proteina-proteina dentro de la
matriz sea reducida. Sin embargo, el conjunto de fibras conformado por micelas de caseina es
estabilizado por las débiles interacciones hidrofébicas no covalentes que son gobernadas por la
entropia del sistema. Al incrementar tanto la temperatura como la concentracion de calcio es
posible favorecer e incrementar las interacciones hidrofébicas mediante el abastecimiento de
enlaces dentro y fuera de las micelas de caseina. Esto ayuda a disminuir la entropia del sistema,
incrementar el grado de sinéresis en el gel y definir la reestructuracion final de la red (Lucey y Fox,

1993; Joshi y col., 2004; Joshi y col., 2003).

Por una parte, el fosfato organico se encuentra ligado de forma covalente a las cadenas peptidicas
en las caseinas como residuos de fosfoserina. Y por otra parte, el calcio funciona como puente
idnico para enlazar los residuos fosfoserina cargados negativamente en las submicelas de caseina.
(Lucey y Fox, 1993; Joshi y col., 2004). La adicidn de Ca** por encima de 10mM incrementa el grado
de firmeza, reduce el tiempo de coagulacion y mejora la retencion de grasa. A demas, se
incrementa la interaccion entre residuos de caseinas causando micro agregacion y micro sinéresis
dentro de la matriz proteinica. Sin embargo, la adicion elevada de calcio (>100mM) reduce el
grado de firmeza por la excesiva formacidon de enlaces calcio que interfiere con la formacidn

adecuada del gel (Lucey y Fox, 1993; Joshi y col., 2004; Solorza y Bell, 1998).
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Por el contrario, cuando se reduce el contenido de calcio, la matriz de para-k-caseina se mantiene
hidratada, se hincha e incrementa el contenido total de humedad en el coagulo. Esto se refleja en
un coagulo mas suave, homogéneo, con menor firmeza y mayor nimero de cavidades entre las
fibras proteinicas de la red formada. Ademas, la proteina asociada al bajo nivel relativo de caseina
intacta disminuye. Esta reduccién de calcio hace que las proteinas mantengan un menor grado de
agregacion en la matriz y requieran menor energia para romperse durante el calentamiento
(Guinee y col., 2002; Joshi y col., 2003; Joshi y col., 2004). Sin embargo, si la concentracion de
calcio en la leche es demasiado baja, (<0.14mM) se desfavorece por completo la coagulacion,

inhibiéndola (Solorza y Bell, 1998).

El pH también juega un rol importante en las propiedades funcionales del gel. En la figura 4 y 5,
cuando la leche para queso es acidificada, el calcio insoluble se vuelve soluble (Lucey y Fox, 1993;
Guinee y col., 2002), el calcio se disocia de la micela de caseina dejando al fosfato en las
terminales de caseina. Esta disminucidon de enlaces calcio en las caseinas afecta negativamente los
sitios de enlace hidrofdbicos de las submicelas, dando como resultado un debilitamiento de Ia
fuerza de enlace entre ellas. Por lo tanto, la dura y fuerte estructura tridimensional de la cuajada

adquiere una suave y estirable textura de queso (Joshi y col., 2004).
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Fig. 5. Interaccion entre residuos fosfoserina de las caseinas mediante puentes idnicos de calcio

molecular, mecanismo propuesto por el autor de la tesis.

En general, las cuajadas con pH bajo tienden a ser desmoronables y de textura fracturable.
Mientras que cuajadas con pH alto tienden a ser mas elasticas, gomosas y firmes. Estas ultimas
mantienen el tamafio submicelar similar al contenido en la leche (15nm de diametro) debido a que
mantienen el fosfato de calcio coloidal en forma insoluble y sufren una menor desmineralizacién.
Pero los quesos que se fabrican a partir de leche preacidificada sufren una desmineralizacién por
la solvatacion del fosfato de calcio coloidal que puede apreciarse en la disminucion del diametro
de sus submicelas y una menor organizacion de la red formada, durante el proceso las submicelas

originales pierden por completo su identidad (Lucey y Fox, 1993).
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5. Reacciones de entrecruzamiento

Las proteinas entrecruzadas son aquellas que se forman a través de enlaces covalentes entre
cadenas polipeptidicas, ya sea dentro de una misma proteina (entrecruzamiento intramolecular) o
entre dos o mas proteinas (entrecruzamiento intermolecular). Los entrecruzamientos y agregados
de proteinas han sido utilizados en el area alimentaria como uno de los mecanismos mas
importantes para obtener estructuras con propiedades mecdnicas deseables, incluyendo textura,
viscosidad, solubilidad, emulsificacién y propiedades de gelificacion. Muchas texturas alimenticias
tradicionales son derivadas de los geles de proteina, incluyendo el yogur, el queso, el tofu y el
surimi. El entrecruzamiento ofrece la oportunidad de crear estructuras de gel en soluciones
proteinicas, dispersiones, sistemas coloidales, emulsiones de gotas recubiertas de proteina o
burbujas de gas recubiertas de proteina y crear nuevos tipos de alimentos o cambiar las

propiedades de los tradicionales (Gerrard 2002).

Existen diferentes tipos de reacciones de entrecruzamiento, algunas de ellas pueden encontrarse

en la figura 6 y se mencionan a continuacion:

* Entrecruzamiento mediante enlaces disulfuro. Son interacciones formadas por el
acoplamiento de dos residuos de cisteina en un sistema proteinico, en donde un oxidante
adecuado acepta el dtomo de hidrégeno de un grupo tiol del residuo de cisteina,
produciendo un entrecruzamiento de disulfuro. Un ejemplo de esto ocurre al dar un
tratamiento térmico a la leche, ya que se promueve la interaccién controlada de la B-Lg
desnaturalizada con K-caseina a través de la formacién de enlaces disulfuro,
incrementando la estabilidad de la leche y previniendo la precipitacién de la B-Lg (Gerrard

2002).

» Entrecruzamientos derivados de la tirosina. Estos son formados indirectamente por el
tratamiento de proteinas con perodxido de hidrégeno o peroxidasa. La polifenol oxidasa,
asi como la tirosinasa pueden también permitir entrecruzamiento de las proteinas, asi
como reacciones de cisteina, tirosina o lisina con intermediarios reactivos de la

benzoquinona generados de la oxidacidn de substratos fendlicos (Gerrard 2002).
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* Entrecruzamientos derivados de la reaccién de Maillard. La reaccidn de Maillard es una
compleja cascada de reacciones quimicas iniciada por la simple reaccion de condensacién
entre un aldehido de un azucar reductor y el grupo amino de una lisina, los carbohidratos
oxidados con dos o0 mas aldehidos pueden de igual manera reaccionar con lisina (Gerrard,
2002; Van Wijk y col., 2006). Por ejemplo, los aldehidos glutaraldehido y formaldehido
entrecruzan proteinas de una forma rdpida y a bajo costo mediante la reaccidon de
Maillard, pero regularmente no son para uso alimenticio (Van Wijk y col., 2006). Sin
embargo, los aldehidos obtenidos por oxidacidn enzimatica pueden usarse como
intermediarios en una subsecuente reaccion enzimatica revisar: en cascada de aldol con

utilizacion en el area alimenticia (Siebum y col., 2006).

* Entrecruzamiento formado por catalisis con transglutaminasa. La transglutaminasa

cataliza la reaccion de acil-transferencia entre el grupo y-carboxiamida de un péptido y
aminas primarias incluyendo el grupo €-amino de residuos de lisina. En ausencia de aminas
primarias, el agua puede actuar como un acil aceptor, conllevando a la desamidacién de
los residuos de glutamina bajo la formacidn de acido glutamico y amonia. La formacion de
este tipo de entrecruzamiento no reduce la calidad nutricional del alimento mientras los

residuos de lisina permanezcan disponibles para la digestion (Gerrard 2002).

ENTRECRUZAMIENTD C3! EntamiEr’tDsEvEer O
MAILLARD Transglutaminasa Q/\/\ /U\/‘

NH + ENTRECRUZAMIENTO GLUTAMIL-LISINA
3 [enlace isopeptidico)
lisina ()
csentamiento SJQ
b severo+Oxigeno
glutamina
SH S ENLACE DISULFURQ

cisteina d7
Proteina alimenticia O
nativa o desnaturalizada OH 3

tirasina O SMD

EFFRUCTUH.AS
QUINONA
+lisina, cisteina, prolina, etc.

ﬂ?}'
OTRAS
ESTRUCTURAS
O H ENTRECRUZADAS

ENTRECRUZAMIENTOS
DITIROSINA

Fig. 6. Reacciones de entrecruzamiento que pueden suceder durante el procesamiento del

alimento (Feeney & Whitaker, 1998; Friedman, 1999; Singh, 1991; Gerrard, 2002).
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5.1 Enzimas de entrecruzamiento

5.1.1 Transglutaminasa

En el cuerpo humano, la transglutaminasa dependiente de calcio y mejor conocida como Factor
XIll, esta involucrada en la coagulacion de la sangre y entrecruzamiento de fibrina. La produccion
de transglutaminasa para alimentos se volvid comercialmente relevante en 1989, después del
descubrimiento de la produccion de transglutaminasa (EC 2.3.2.13) extracelular de la especie
Streptoverticillium mobaraense independiente de calcio, llamada transglutaminasa microbiana
(mTGasa). Esta transglutaminasa no requiere la presencia de Ca** para su expresién de actividad.
Su actividad esta incrementada en 10 veces de forma lineal entre los 5 y los 50°C, con un rapido
decrecimiento a temperaturas por arriba de 60°C hasta el punto de inactivacién de la enzima a
70°C. El pH éptimo para la transglutaminasa esta en el rango de 5 a 8 (Corredig, 2009; Brown y

col., 2009).

Su peso molecular es de 40KDa y su masa molar es de 37,869.2 18.8Da. Es una enzima
monomerica con 331 aminoacidos y 8 B-pliegues rodeados de 11 a-hélices. La enzima adopta una
profunda hendidura en un borde con forma de disco, donde un residuo de cisteina (cys®, sitio
activo) estd localizado (figura 7). Su punto isoeléctrico es de 8.9 y es estable a la presion
hidrostatica sin que su centro activo se desnaturalice. Una variedad de metales pesados como lo
son el Cu®, zn* y Pb*", reaccionan con el grupo tiol libre del residuo de cisteina del sitio catalitico

de la transglutaminasa, inhibiendo la reaccién (Jaros y col., 2009).



Y B
i
His, N
24 i Hisyyy 4
j o H
1 S [
i K T H
§ C. N, .0 c | *
Aspy O, H 3 R(I: y Aspsg 0“")!! H tN'\-».CQ
(’ Gin \I \_//l
53 - 5 Gin
Cﬂ“\ Cys,
4 N 3 N
D [
HiSz\,ﬁ N\H Hig, N\H
; s . bog H
: ; N
o I‘,—H’N“‘M ﬂ HTH
C. - e
nﬁ ot \D J@X v
iy i
"\\ S'{;\G{n S"C\GIH
Cysﬂ< Cysey!
| )
5 N 6 N
[ 3 ~ P
Hisgy N\ His, .3 N\
H H
i ! L
] a Hoy - 7®
¢ ¢ L=0
- =
Aspyt TO-H H-MN./L?‘5 AQ? O'H ;l;l
197 4
o s -

Fig. 7. Mecanismo catalitico de reaccién propuesto por Kashiwagi y col. (2002) para

transglutaminasa microbiana.

En la figura 8, las reacciones catalizadas por transglutaminasa microbiana son capaces de
introducir entrecruzamientos covalentes en sistemas proteinicos por la catalizacidn de reacciones

de acil-transferencia entre el grupo y-carboxiamida del péptido (como acil-donador) y aminas
primarias (acil-aceptor) incluyendo los grupos €-amina de los residuos lisina. Entonces cuando el
grupo €-amino del enlace proteinico de lisina reacciona como acil-aceptor, se forman
entrecruzamientos intra e inter moleculares, y en la ausencia de aminas libres, el agua es el acil-
receptor y los grupos y-carboxiamida son desamidados a residuos de acido glutamico (Corredig,

2009; Jaros y col., 2009; Monogioudi y col., 2009).
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Fig. 8. Reacciones catalizadas por transglutaminasa.

A) Reaccion de acil-transferencia, B) Reaccion de entrecruzamiento, C) Deamidacion.

La enzima ayuda a mejorar eficientemente la firmeza, elasticidad, capacidad de retencién de agua
y estabilidad térmica de los sistemas proteinicos cuando los residuos de glutamina se encuentran

en una region flexible y disponible de la proteina (Gerrard, 2002).

Para el caso especifico de la leche cruda obtenida de bovino, cabra, oveja y humano (De Jong y
col., 2003), existe un inhibidor de transglutaminasa sensible a la temperatura, con un peso
molecular de 200 a 250Da. Al parecer el residuo de cisteina del sitio activo de la enzima esta
involucrado en el mecanismo de inhibicién (De Jong y col., 2003; Jaros y col., 2009). Sin embargo,
la desnaturalizacidon de las proteinas por calentamiento previo incrementan su reactividad, asi
como las modificaciones quimicas por el rompimiento de enlaces disulfuro, o por la adsorcién en

una interface aceite en agua (Gerrard, 2002).

Una vez que las proteinas lacteas han sido previamente desnaturalizadas y entrecruzadas, es
posible que no pierdan su valor nutrimental, ya que los isopéptidos formados por la catalisis con
transglutaminasa son hidrolizados en el rifidn, intestino y torrente sanguineo, para absorberse
finalmente como lisina y glutamato (Jaros y col., 2009). Pese a la desnaturalizacidn de las proteinas
lacteas, el orden de entrecruzamiento es el siguiente: caseinato de sodio> polvo de leche
descremada ultra filtrada> polvo de leche descremada> proteina aislada de suero (Jaros y col.,

2009; Bonisch y col., 2008).

5.1.1.1 Modificacion de proteinas lacteas como sustrato para transglutaminasa.
La desnaturalizacidon es un proceso en el que se pierde la estructura nativa de las proteinas. En
este fendmeno, la proteina sufre la ruptura de las uniones disulfuro que estabilizan su estructura

terciaria y dificilmente regresan a su estado natural. En la figura 9 es posible ver que cuando se
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lleva a cabo una desnaturalizacion, la proteina se desdobla o distiende, expone sus grupos
hidréfobos internos al exterior y adquiere una conformacion al azar que depende de la intensidad
del tratamiento que se le aplique, asi como de las fuerzas que estabilizan su estructura y la
sensibilidad que presenta el polipéptido a los agentes fisicos (como el incremento en la

temperatura) y quimicos (presencia de agentes reductores) (Badui, 1999).

—

Desnaturalizacién (perdida de estructura terciaria)

Estructura nativa Estructura con sitios expuestosy
estabilizada por enlaces ruptura de enlaces disulfuro
disulfura

Fig. 9. Desnaturalizacion de proteina.

El entrecruzamiento inducido por transglutaminasa en proteinas lacteas no es éptimo, esto debido
a la presencia potencial de un inhibidor de transglutaminasa en leche. Una solucion para esto es la
desnaturalizacién de la estructura nativa de las proteinas mediante calentamiento previo de la
leche cruda o la adicidn de un agente reductor como la glutationa. Cualquiera de los dos métodos
ayuda a mejorar el entrecruzamiento por el incremento en la accesibilidad del sustrato. El agente
reductor induce reacciones de intercambio sulfhidrilo-disulfuro que reduce el tamafio de los
agregados de proteina ligados por puentes disulfuro y desnaturaliza los agregados de k-caseina
presentes en la superficie micelar, similar a como sucede durante el precalentamiento de la leche

(Corredig, 2009).

5.1.1.1.1 Modificacion mediante calentamiento previo

La leche incubada con transglutaminasa para uso final en queso, cambia sus propiedades
dependiendo del tratamiento térmico previo que esta reciba. Un tratamiento térmico elevado
(90°C) inhibe la capacidad de gelacién de proteinas con renina, mientras que un precalentamiento
menor (75°C) favorece un alto grado de entrecruzamiento e incremento en el tiempo de gelacidn.
En caso de incubarse 10min antes de la adicién de renina, el tiempo de gelacién incrementa a
30min. Si se afiade después de la renina, el tiempo de gelacion es de 16 min. En el caso de

afiadirse junto con la renina, el tiempo de coagulacién serd de 18min. En el caso de que el pH
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disminuya de 6.8 a 6.1, disminuira el tiempo de gelacion de 18 a 3min, y en el caso de incrementar

el calcio de 0 a 0.05% disminuye el tiempo de gelacion de 20 a 4min (Lorenzen y Schlimme, 1998).

5.1.1.1.2 Modificacion mediante el uso de un agente reductor

La reducciéon de enlaces disulfuro en proteinas globulares antes del tratamiento con mTGasa
incrementa el acceso a aminas primarias. Esta reduccién de enlaces disulfuro puede llevarse a
cabo con ditiotreitol (DTT), ya que es uno de los agentes reductores ampliamente usado para
romper enlaces disulfuro y funciona eficientemente en muy bajas concentraciones (Brown y col.,

2009).

La susceptibilidad de las proteinas en leche cruda hacia la transglutaminasa incrementa en
presencia del DTT o algun otro agente reductor, porque ademds de prevenir la inhibicidon de
transglutaminasa en leche cruda, cumple una funcién similar al tratamiento térmico (Bonisch y
col., 2008). Miwa y col. (2004) proponen el uso de glutationa como agente reductor para
incrementar la reactividad del sustrato hacia la enzima transglutaminasa por la reduccion de
enlaces disulfuro en las proteinas séricas, logrando de esta forma disminuir la cantidad de
transglutaminasa a utilizar, incrementar el rendimiento y disminuir el tiempo de incubacion sin
tener cambios en cuanto a sabor y textura se refiere. Para esto, en leche cruda conteniendo entre
8 y 10% de sdélidos no grasos, se adiciona glutationa reducida a una concentracién entre 0.05 y
0.1mM. Si la concentracion del agente reductor es menor, no se tendra la reactividad suficiente, y

si por el contrario se afiade mas, se tendra un efecto adverso en el sabor.

Una vez adicionado el agente reductor, se reducira la fuerza del gel lacteo inducido por renina al
incrementar tanto el tiempo de incubacion como las unidades de actividad enzimdtica de
transglutaminasa. Ademads de incrementar el rendimiento del gel por la retencién de humedad y la
incorporacion de proteinas solubles, el tiempo de coagulacion también incrementa porque la
transglutaminasa al formar enlaces covalentes, previene la liberacién del caseino-macropéptido
presente en la K-caseina durante su hidrdlisis con renina (Bonisch y col.,, 2008). Si el
entrecruzamiento en presencia de transglutaminasa es excesivo, se inhibe por completo la fase

primaria de coagulacion con renina.
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5.1.1.2 Interaccion de caseinas en presencia de transglutaminasa

Las micelas nativas de caseina son asociaciones coloidales con estructura determinada por débiles
interacciones entre proteinas e interacciones idnicas entre los residuos de serina fosforilados de
las caseinas y las nano-aglomeraciones de fosfato de calcio. La habilidad de las micelas para
mantener la integridad de su estructura bajo condiciones desfavorables es mejorada
significativamente como resultado del entrecruzamiento inducido por transglutaminasa. Cuando
toda la caseina micelar se ha entrecruzado, las micelas se vuelven completamente estables contra

la ruptura y comienzan a comportarse como micro y nanoparticulas de gel (Corredig, 2009).

La incubacién con transglutaminasa no cambia el tamafio micelar de la caseina si esta se
encuentra en leche no concentrada, en la figura 10 se indica que el entrecruzamiento es
intramicelar y no intermicelar (Jaros y col., 2009). Sin embargo, en la figura 11, cuando la leche
concentrada es incubada con transglutaminasa, puede ocurrir gelacién, suponiendo entonces que
cuando la distancia entre micelas de caseina es suficientemente pequefia, puede llevarse a cabo

entrecruzamiento intermicelar (Corredig, 2009).

Enlace covalente intramolecular

mTGasa

50°C

ST

) LR R T4 ¥
Estabilidad coloidal de caseinas no concentradas Concentracion baja de caseinas entrecruzadas

Fig. 10. Entrecruzamiento intramicelar en leche no concentrada.

Enlace covalente
Enlace covalente intermelecular
intramolecular

mTGasa

50°C

A

Estabilidad coloidal de caseinas concentradas Concentracion alta de caseinas entrecruzadas

Fig. 11. Entrecruzamiento intra e intermicelar en leche concentrada.
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Para el caso de las caseinas, el entrecruzamiento sucede mas rapido en caseinato de sodio, el cual
tiene un orden de magnitud menor que las micelas de caseina nativa y una accesibilidad mayor
por su mayor area superficial. A una temperatura entre 30 y 40°C, y 5.5-6.5 de pH, el orden de
entrecruzamiento en caseinas es k-caseina > B-caseina > a,-caseina (Corredig, 2009; Jaros y col.,

2009; Bonisch y col., 2008).

El incremento en la fuerza del gel puede apreciarse utilizando > 5U de transglutaminasa por gramo
de proteina, pero si se utilizan cantidades muy altas de transglutaminasa se reduce la firmeza.
Finalmente la capacidad de retencién de agua disminuye al adicionar CaCl,, asi como también
disminuye la separacién de suero y se incrementa la fuerza del gel durante el almacenaje, al igual

que al incrementar la concentracion de sélidos (Jaros y col., 2009; Bonisch y col., 2008).

5.1.1.3 Interaccion de proteinas solubles lacteas en presencia de transglutaminasa

Las reacciones catalizadas por transglutaminasa (EC 2.3.2.13) permiten la formacion de polimeros
de alto peso molecular debido a los enlaces formados entre las moléculas proteinicas (Bordignon-
Luiz y col., 2008). Cuando la leche es incubada con la enzima, las caseinas son rapidamente
entrecruzadas, mientras que las proteinas del suero, al no ser un buen sustrato para la
transglutaminasa, permanecen sin ser afectadas (Gerrard, 2002), esto debido a que los residuos de
glutamina vy lisina en las caseinas nativas desdobladas se encuentran accesibles, mientras que en
las proteinas globulares, estos residuos se encuentran dirigidos hacia el interior de la estructura
proteinica la cual es estabilizada mediante enlaces disulfuro o puentes de Ca** (Corredig, 2009).
Las proteinas que constituyen el suero de leche estdn constituidas principalmente por a-
lactoalbimina, que tiene 5 residuos de glutamina y 12 de lisina, y B-lactoglobulina, que tiene 9

residuos de glutamina y 15 de lisina en su cadena proteinica (Bordignon-Luiz y col., 2008).

La susceptibilidad de las proteinas globulares a la transglutaminasa preferentemente se lleva a
cabo en presencia de agentes reductores como el DTT o glutationa. Estos agentes quimicos
provocan la ruptura de los enlaces disulfuro, modificando la estructura terciaria de las proteinas e
incrementando el acceso de la enzima a los grupos amino. En este estado, los grupos sulfhidrilo de
las proteinas se encuentran en estado reducido y libres para reaccionar (Bordignon-Luiz y col.,

2008; Brown y col., 2009). Otros factores que pueden favorecer la actividad de la transglutaminasa
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son pH’s alcalinos (8.5-9), donde la B-lactoglobulina se encuentra parcialmente desdoblada; y
tratamientos térmicos o incrementos en la presion del sistema (Jaros y col., 2009; Corredig, 2009;
Coussons y col., 1995). Sin embargo, la B-Lactoglobulina como Unica proteina en el sistema que
actla como sustrato para la transglutaminasa, forma dimeros homodlogos y polimeros, mientras
que en la presencia de B-caseina, no es utilizada por la enzima debido a la incompatibilidad
termodinamica de la mezcla de estas proteinas en el sitio activo de la enzima (Bordignon-Luiz y

col., 2008).

La B-lactoglobulina tiene dos grupos disulfuro situados en la unién entre los residuos cisteina 66—
cisteina 160 y entre cisteina 106— cisteina 119, un grupo tiol libre (cisteina 121) y 9 glutaminas, de
las cuales 4 no estan expuestas, y por lo tanto no son catalizadas por transglutaminasa, 3 estan
expuestas y las 2 sobrantes no se sabe. Pero al utilizar ImM de DTT a pH = 7.6 se rompe el enlace
disulfuro que une cisteina 66— cisteina 160, exponiendo los residuos de aminoacidos 151 al 162 y
dejando los residuos glutamina 155 y glutamina 159 disponibles para reaccionar (Tabla 2;

Coussons y col., 1995).

Sin embargo, en el caso de tener calcio presente en el sistema, la reaccién de entrecruzamiento es
mucho mas lenta y se disminuye la formacion de enlaces covalentes por la enzima en soluciones
de B-lactoglobulina con DTT como agente reductor a pH 7.5. Después de la incubacion por algunas
horas, incrementa la viscosidad y se forma un gel opaco de color blanco con poca fuerza y con
largos agregados microestructurados estabilizados de forma no covalente. Mientras que al incubar
una solucidn similar sin calcio, se incrementa la viscosidad aparente después de algunos minutos,
se forma un gel translicido con microestructura muy fina e incrementa la fuerza de gel

(Feergemand y Quist, 1999).
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Tabla 2. Especificidad del sustrato de transglutaminasa microbiana en ausencia o presencia de

ditiotreitol.
sin con
DTT DTT
Caseina Si Si
B-Lactoglobulina No Si
a-Lactalbumina Si Si
Albumina de suero de bovino No Si

Si: Se lleva a cabo entrecruzamiento

No: No se lleva a cabo entrecruzamiento

Por otra parte, para el caso de la a-lactoalbumina, la accesibilidad de la transglutaminasa
microbiana a los residuos de lisina y glutamina puede ser de un maximo de cinco lisinas (residuos:
5, 13, 16, 108 y 114) y cinco glutaminas (residuos: 39, 43, 54, 65 y 117), que pueden ser
modificadas por la enzima en su forma apo-a-lactoalbumina (se refiere a la estructura de la
proteina que no posee calcio), mediante la extraccion del Ca** por la accidn de agentes quelantes
como el acido etilendiaminotetraacético, incrementando asi su susceptibilidad para con la enzima
a 50°C (Corredig, 2009). Mientras que ninguna glutamina y cuatro lisinas (residuos: 13, 16, 108 y
114) estan disponibles en su forma holo-a-lactalbumina (se refiere a la estructura de la proteina
que tiene sus sitios de enlace al calcio llenos) dependiendo en la temperatura y pH (Bordignon-Luiz

y col., 2008; Jaros y col., 2009).

En el caso de tener la combinacién de proteinas en aislado de proteina de suero, la gelacidn puede
llevarse a cabo utilizando el acidulante gluconodeltalactona, después de precalentar e incubar el
fluido lacteo junto con la transglutaminasa. Posteriormente se induce la gelacion con el acidulante
(1.85%) a 50°C y se obtiene un gel con alto grado de firmeza G’, alta resistencia contra fractura,
mayor resistencia a grandes deformaciones e incremento de elasticidad, ya que la enzima confiere
enlaces covalentes adicionales que previenen la exposicidon de residuos hidrofébicos por bloqueo

estérico, creando macromoléculas compactas (Jaros y col., 2009).
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5.1.1.4 Propiedades de emulsion de las proteinas lacteas entrecruzadas

Las proteinas que se encuentran recubriendo la membrana de los gldbulos de grasa presentes en
la leche son también susceptibles al entrecruzamiento inducido por transglutaminasa,
incrementando la estabilidad de las micelas en emulsion por el entrecruzamiento de las proteinas
en su superficie (Corredig, 2009). Pero si el entrecruzamiento se lleva a cabo antes de la
homogenizacidn, se afectan las propiedades de emulsificacidon de las proteinas de leche, esto se
debe a que las micelas de caseina entrecruzadas no son capaces de abrirse sobre la interfase
aceite-agua como las micelas de caseina nativa. Es por esto que las micelas entrecruzadas
posteriormente a la homogenizacién y emulsificacion incrementan considerablemente la

estabilidad de los glébulos de grasa y los hacen menos susceptibles a la coalescencia.

5.1.1.5 Interferencia enzimatica entre renina y transglutaminasa en caseinas
La renina es un complejo enzimatico proteolitico que contiene quimosina (E.C. 3.4.23.4) al 80% y

pepsina al 20% aproximadamente. Su funcién es catalizar la hidrdlisis especifica de la k-caseina, en

105 106

especifico la escision del enlace Phe™ y Met . Durante la accién enzimatica primaria, la parte
hidrofilica de la k-caseina (el caseinomacropeptido) que sobresale de la superficie de la micela de
caseina, es hidrolizado (figura 12, etapa 2). Entonces, la fuerza de repulsién entre micelas de
caseina decrece y sobresalen las interacciones hidrofdbicas. La hidrofobicidad de las micelas de
para-Kk-caseina (componente hidrofébico de la caseina remanente después de la hidrdlisis)
resultante permite la agregacion (figura 12, etapa 3), y finalmente una red de gel tridimensional es
formada por cadenas de micelas floculadas durante la etapa enzimatica secundaria (Bonisch y col.,

2008).
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Repulsién electrostitica Caseinomacropeptido

Estabilidad coloidal en micelas de it Hidrdlisis de k-caseina y liberacion de macro péptido en suero

Hidrofobicidad de pars--caseina Puentes de calcio malecular

Formacién de la red tridimensional

Fig. 12. Coagulacion enzimatica con renina o sustituto de renina.

La formacion del gel de renina puede ser influenciado por varios factores como el pH, la
concentracion de calcio (figura 12, etapa 4), el tratamiento térmico de la leche y también el
entrecruzamiento enzimatico de las micelas de caseina utilizando transglutaminasa microbiana
(TG; E.C. 2.3.2.13) (Bonisch y col., 2008). Sin embargo, la coagulacion enzimatica de la leche es

obstaculizada por el tratamiento con transglutaminasa.

Tanto el incremento en el tiempo de incubacién de leche con transglutaminasa como el aumento
en la temperatura de pasteurizacion del fluido lacteo generan un incremento gradual en el tiempo
de coagulacion visual, reduciendo el grado de firmeza en el gel. Y si el factor tiempo de incubacion
o precalentamiento son demasiado elevados no se llevara a cabo la floculacion (Fig. 13, etapa 4;
Jaros y col., 2009). En el caso del tiempo de incubacion, la hidrélisis enzimatica de k-caseina por
guimosina es inhibida (figura 13, etapa 2) porque en la k-caseina existen cuatro residuos de
glutamina, incluyendo dos en la parte hidrofilica del caseino macropéptido que son entrecruzados
durante un elevado tiempo de incubacion (Corredig, 2009). Esto fue demostrado por Bonisch y col.
(2008) como una menor liberacion del caseino-macropéptido hidrofilico al suero al utilizar renina

en leche previamente tratada con transglutaminasa.
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5.1.1.6 Otras aplicaciones con Transglutaminasa en lacteos

Los geles acidos preparados con fosfocaseinas tratadas con transglutaminasa muestran ser menos
susceptibles a sinéresis y cambios de microestructura inducidos por temperatura. En el caso del
yogur preparado con leche previamente tratada con transglutaminasa, se logra tener una mayor
firmeza del gel, disminuye el grado de sinéresis y se incrementa el tiempo de fermentacion
(Corredig, 2009; Lorenzen y Schlimme, 1998). Sin embargo, la textura cambia radicalmente por el

entrecruzamiento al disminuir el pH.

La transglutaminasa también puede ser utilizada para formar peliculas y recubrimientos a base de
proteinas. El caseinato de sodio por ser un buen sustrato puede usarse como intermediario en la

unién de proteinas carnicas (Lorenzen y Schlimme, 1998).
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6. Gelacion de proteinas con hidrocoloides.

Los polisacaridos cargados negativamente pueden formar complejos con las proteinas cargadas
positivamente (regulando el pH), estos complejos tendran la misma carga que el polisacarido. En
el caso de que se incremente la fuerza idnica, el pH para la formacion de complejos en solucion
cambiara a valores menores. Y cuando el complejo alcanza la neutralidad de sus cargas, ocurre
una separacion de fase por la escasez de repulsién electrostatica (Voragen y col., 2009; Ye, 2008).

Al disminuir el pH por debajo del punto isoeléctrico de las proteinas (pH g..g= 4.8 ¥ PH casena= 4.6
para el caso de proteinas lacteas), la carga positiva y su interaccion con un polisacarido anidnico
genera una maxima interaccidon electrostatica. Sin embargo, algunos complejos formados al
parecer no tienen relevancia en la formacion de geles lacteos, ya que inhiben la agregacion y
precipitacién de proteinas al intentar desnaturalizarlas por tratamiento térmico. Un ejemplo de los
polisacaridos que tienen esta cualidad son la carragenina y la pectina, que son adsorbidos en la

superficie de las micelas de caseina, protegiéndolas de la interaccidn entre si (Ye, 2008).

Otra caracteristica de los polisacaridos es que tienen grupos carboxilo ionizables, como los son los
alginatos, la goma arabiga, los pectatos y la carboximetilcelulosa. Tanto los alginatos como los
pectatos forman redes enteramente por la unién de iones metdlicos divalentes entre las uniones

de las cadenas de los polisacaridos (Stainsby, 1980).

Los grupos éster de las pectinas pueden formar entrecruzamiento con moléculas pequefias, sin
éxito de crear geles con proteinas. Mientras que los alginatos no presentan dificultad para formar
geles y lo hacen con mas facilidad en conjunto con grenetina. También, generan reacciones de
entrecruzamiento que pueden proceder suavemente cuando soluciones acuosas de los esteres y
proteinas son mezclados. Lamentablemente estas reacciones se llevan a cabo a valores de pH por

encima de 8, siendo no adecuado para su uso en geles de proteinas lacteas (Stainsby, 1980).

En el caso de los geles lacteos a base de renina, el tiempo de coagulacién puede reducirse e
incrementar la firmeza de la cuajada con pectina de bajo metoxilo, mientras que la Xantana
reduce la firmeza del gel formado (Olsen, 1989). Ademas, existe sinergia a pH neutro entre las
proteinas de suero de leche y varios polisacaridos como la xantana, pectina y carragenina

(Stainsby, 1980; Rocha y col., 2009)
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6.1 Pectina

La pectina es un polisacarido encontrado en la pared celular primaria de las plantas.
Comercialmente, la pectina es principalmente producida de frutas citricas o de la pulpa de la
manzana debido a que se encuentra en gran cantidad y ademas es de alta calidad. Se localiza
principalmente en el albedo y la lamela que son la capa blanca de la fruta citrica.

La pectina es una molécula lineal con regiones a-1,4 enlazadas a un acido galacturdnico
parcialmente esterificado con metanol y regiones que contienen principalmente ramnosa,
galactosa, xilosa, arabinosa y acido galacturdnico en una estructura ramificada. La pectina se
divide en pectina de alta esterificacién y de baja esterificacion, definido como la relacién de
unidades de acido galacturdnico esterificado al total de unidades de acido galacturénico en la

molécula (Danisco México, 2010).

Las pectinas con alta esterificaciéon de grupos metoxilo tienen un grado de esterificacién por
encima del 50%. Son capaces de formar geles en sistemas acuosos con mas de 55% de sdlidos
solubles y en un rango de pH entre 2.8 y 3.5. Es también utilizada para estabilizar proteinas

(Danisco México, 2010).

Por su parte las pectinas de baja esterificacién de grupos metoxilo presentan un grado de
esterificacion menor al 50%. Se subdivide en pectina de baja esterificacion convencional y baja
esterificacion amidada. Para formar una estructura de gel con la de baja esterificacion
convencional, no es necesario que el rango de pH este por debajo de 3.5 o que el contenido de
sélidos solubles sea alto. Como su nombre lo dice, tiene una pequeina cantidad de grupos metil
ester, por lo que sus grupos carboxilo son suficientes para formar entrecruzamiento con calcio

molecular, y posteriormente formar la red tridimensional (Danisco México, 2010).

La pectina de baja esterificacién amidada se forma por la sustitucién quimica de sus grupos metil
ester por grupos amida, a través de una reaccién con amonio. Esta amidacién da como resultado
la remocién de un sitio de interaccién hidrofébica y el reemplazamiento con un sitio capaz de
formar puentes de hidrogeno, convirtiendo asi a la pectina en una molécula mas sensible al calcio

(Danisco México, 2010).
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6.1.1 Interaccidn de caseinas con pectina

La pectina puede prevenir la agregacién de las micelas de caseina en sistemas con pH por debajo
de 5.3, en donde el tamafio de las micelas incrementa debido a la adsorcién de pectina en la
superficie (complejos de naturaleza electrostatica), estabilizando a las particulas estéricamente en
bebidas lacteas acidificadas. Una vez que la pectina se ha adsorbido, esta puede desorberse
nuevamente al incrementar el pH, indicando que el proceso es reversible (Maroziene y de Kruif,

2000).

Por otra parte, en sistemas de pectina/micelas de caseina con pH 6.7, la pectina es incapaz de
adsorberse en las micelas de caseina, y a concentraciones cercanas a 0.1% (bajo metoxilo) y 0.2%
(alto metoxilo y bajo metoxilo amidada) del hidrocoloide, se produce una separacion de fase
atribuida a la floculacion por agotamiento del volumen ocupado (Maroziene y de Kruif, 2000).
Dicha floculacién de las micelas de caseina por agotamiento puede apreciarse por un sistema
bifasico, en la cual, una pequeiia fase del volumen total es abarcada por las moléculas de pectina
cuando esta se encuentra a bajas concentraciones. Al incrementar la concentracién de pectina, el
volumen ocupado y la presién osmética de la pectina incrementa, induciendo una fuerte
floculacion de las micelas de caseina en la fase inferior del volumen ocupado (Maroziene y de
Kruif, 2000). A pesar de que la adicion de calcio puede favorecer su interaccidon con caseinas a
valores mads elevados de pH, no es suficiente como para hacer interactuar a las moléculas de

pectina en la formacidn de la estructura tridimensional de gel de caseinas a base de renina.

6.1.2 Interaccion de proteina de suero con pectina

Tanto la pectina de bajo metoxilo, como la de alto metoxilo son capaces de formar complejos
solubles con la B-Lactoglobulina por encima del punto isoeléctrico de la proteina (rango de pH
entre 5.2 y 6.3). Para que esto suceda, es necesario un incremento de la fuerza idnica que
apantalle las cargas negativas presentes entre las moléculas de B-Lactoglobulina y pectina. De esta
forma, el tamafio de particula de los complejos solubles comienza a incrementar, aumentando

también la turbidez del sistema (Voragen y col., 2009).

En el caso de que la fuerza idnica en el sistema sea pequefia, el pH para la formacion de complejos

solubles estara en un rango por debajo de 6.3 y hasta antes de acercarse al punto isoeléctrico de la
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proteina, por arriba del rango los polimeros seran solubles y por debajo los complejos seran
insolubles. Al incrementar la concentracion de iones, el rango de pH para la formacion de
complejos solubles comienza a disminuir junto con el limite inferior del rango, asi que se requerira
un menor pH (por debajo del punto isoeléctrico de la proteina cuando la concentracién idnica es
demasiado elevada) para alcanzar la formacion de complejos insolubles (Voragen y col., 2009).

Es entonces probable que al utilizar pectina durante la elaboracion de geles inducidos por renina
en un rango de pH cercano a 6.7, no se tenga alguna interaccion significativa entre la pectina y las

proteinas séricas, aun con una minima concentracién de calcio.

6.2 Carragenina

Las interacciones mas estudiadas entre proteinas lacteas y polisacdridos se enfocan en carragenina
(Olsen, 1989). Este polisacarido anidnico sulfatado de alto peso molecular, es extraido del alga roja
(rodoficeas) y su interaccion con proteinas es de origen electrostatico (Danisco México, 2010;
Langendorff y col., 1999; Weinbreck y col., 2004). Su funcidn bioldgica en las algas, es pertenecer

o ser parte integral de la estructura rigida de sus paredes (Badui, 1999).

La carragenina que es ampliamente usada en la industria alimenticia, interactla sinérgicamente
con proteinas lacteas, principalmente con la superficie de las micelas de caseina (k-caseina)
(Payens, 1971; Goff y col., 2005; Snoeren y col., 1975). Estabiliza productos como emulsiones de
grasa de leche, el suero en helados, leches chocolatadas, budines, flanes, jamdn cocido, carne de
pollo, pasta de dientes, papel fotografico, productos farmacéuticos y geles aromatizantes en
concentraciones muy bajas del polisacarido, debido a su capacidad para incrementar la viscosidad,
mejorar la gelacion y disminuir la sinéresis (Danisco México, 2010; Badui, 1999; Langendorff y col.,
1999). A pesar de que puede estabilizar B-caseina y para-caseina (Olsen, 1989), no es capaz de
estabilizar caseinato de sodio (Goff y col., 2005), y tiene la desventaja de destruir parcialmente la
estructura del gel formado al utilizar una alta concentracién de esta (Payens, 1971). En la figura 14
se puede ver que la estabilidad que brinda a las proteinas se debe a que tiene grupos sulfatados
ionizados que estdn orientados hacia el exterior de la molécula, e interaccionan con los grupos
cargados de la proteina, ya sea de manera directa o a través de iones divalentes como el calcio

(Badui, 1999).
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Fig. 14. Reactividad de la carragenina con las proteinas.

A pesar de que existen tres grupos de carragenina (kappa, iota y lambda), comercialmente se tiene
una combinacién de las tres configuraciones moleculares, generalmente con una de las

configuraciones predominando (Danisco México, 2010).

6.2.1 Kappa carragenina

Esta contiene cerca de 23% de ester sulfato, o sea, un grupo sulfatado por unidad repetitiva del
polisacarido (Weinbreck y col., 2004; Snoeren y col., 1975). Es soluble GUnicamente en leche o agua
al calentarse a temperaturas por encima de 50°C, donde la K-carragenina existe en solucién como
una espiral al azar, presentando una viscosidad baja. Cuando la temperatura es disminuida, el
polimero pasa de una transicidn de espiral a hélice. La formacion de la hélice y la agregacidon con
hélices vecinas, facilitan la gelacién (Goff y col., 2005). La rigidez de dicho gel formado dependera
no solamente de la concentracién de iones potasio (Danisco México, 2010), sino que también, de
la rapidez con la que las transiciones ocurran (Badui, 1999). El gel formado, ademas de ser

quebradizo, esta sujeto a una sinéresis significativa y no es estable a congelacion y descongelacién.

Se ha demostrado que este tipo de carragenina tiene la capacidad de estabilizar caseinas a y B
contra su precipitacidn por iones calcio, tal como lo hace la caseina k de manera natural (Badui,
1999). También es utilizada ampliamente para inhibir la separacion de fase (Goff y col., 2005), y a
un pH mayor al punto isoeléctrico de la caseina, la red formada entre carragenina y kappa caseina
se forma Unicamente con un décimo de la concentracién normalmente usada en agua (Danisco
Meéxico, 2010).

Por otra parte, los cationes de potasio afectan positivamente la temperatura de gelacién e

incrementan la temperatura de fusion (Danisco México, 2010), mientras que aniones como los
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yoduros afectan la gelacion por interaccionar con la hélice, inhibiendo la agregacion entre hélices y
subsecuentemente la formacion del gel (Goff y col., 2005). Por desgracia una fuente de potasio,
como lo es el cloruro de potasio presenta un sabor amargo, lo cual limita su uso practico para
obtener una fuerza de gel optima. Sin embargo, en alimentos salados como carnicos, es posible

incorporar una mayor concentracién de esta sal.

6.2.2 lota carragenina

Esta configuracion que presenta dos grupos sulfatados por unidad repetitiva es Unicamente
soluble en agua o leche al someterse a pasteurizacion. Si posteriormente se enfria, pasa de su
estado de espiral desordenada a una transicion de hélice ordenada, similar a como lo hace la
variante k. Esta temperatura de transicion depende del ambiente idnico, donde la formacién de las
hélices esta asociada a la gelacion (Weinbreck y col., 2004; Langendorff y col., 1999). La fuerza,
elasticidad y coherencia del gel formado, a diferencia de la configuracién k, depende
principalmente de la concentracion de iones calcio, sin indicios de presentar sinéresis (Danisco
Meéxico, 2010; Payens, 1971). Un gel iota sirve como un excelente enlazador de agua a bajas
concentraciones, y es el Unico estable a congelacidn y descongelacion. Es decir, mantiene su forma

al congelarse y no presenta sinéresis al descongelarse (Danisco México, 2010).

6.2.3 Lambda carragenina

Esta configuracidn tiene usos limitados por el hecho de presentar tres grupos sulfatados por
unidad repetitiva. Es utilizada como espesante por su capacidad para incrementar la viscosidad de
ciertos liquidos, sin propiedades para gelificar (Weinbreck y col., 2004; Danisco México, 2010). Es
soluble tanto en agua fria como caliente, sin presentar reactividad significativa hacia las proteinas
(Payens, 1971), a pesar de que algunos autores aseguran su interaccidn con micelas de caseina

(Goff y col., 2005).

6.2.4 Carragenina y su interaccion con caseinas

A pH de 6.7, tanto la k-caseina como la carragenina estan cargadas negativamente, ya que estan

situadas en la parte alcalina del punto isoeléctrico. Sin embargo, aun asi es posible que ambos
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compuestos reaccionen formando un complejo electrostatico estabilizado después de la

pasteurizacion y durante el enfriamiento del sistema (Olsen, 1989; Snoeren y col., 1975).

Las variantes iota y kappa carragenina presentan un comportamiento hidrofébico a temperaturas
por debajo de 50°C, por lo que el medio de dilucién debe ser calentado previamente para evitar
agregacion local, abrir la estructura y mantener las moléculas en forma de espirales o listones

(Snoeren y col., 1975).

Cuando la temperatura estd por encima de la transicién espiral-hélice (47°C aprox.), existe
incompatibilidad entre las micelas de caseina y la carragenina iota o kappa (figura 15 lado
izquierdo). La incompatibilidad entre el polisacarido no adsorbente en su conformacion de espiral
y las micelas de caseina, ocasiona la floculacién microscépica de las proteinas insolubles,
excluyendo cualquier espiral de carragenina presente, mientras que estas ultimas quedan
rodeando a los microfloculos (figura 15 y 16 lado izquierdo; Stainsby, 1980; Goff y col., 2005).
Dicha floculacion de micelas de caseina por carragenina solo ocurre por encima de la
concentracion critica de carragenina, la cual depende de la cantidad de micelas de caseina

(Langendorff y col., 1999).

En la figura 15 del lado derecho, un vez que la temperatura es disminuida por debajo de la
transicion espiral-hélice, las espirales (largos y delgados polimeros de 20nm de diametro) se
enredan y ensamblan mediante puentes de calcio o potasio entre los grupos sulfato de ellas, para
formar estructuras rigidas con mayor densidad de carga que reaccionan especificamente con k-
caseina en su nueva conformacién de hélice (reaccion en la que el calcio, potasio y la
concentracion de proteina parecen estar intimamente ligados) (Danisco Meéxico, 2010;

Langendorff y col., 1999; Payens, 1971).
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Fig. 15. Interaccion caseina/carragenina cuando la concentracion de carragenina no es critica.

Por otra parte, cuando la concentraciéon de carragenina es elevada, parte de la molécula de
carragenina es adsorbida en la superficie micelar. La otra parte del polisacarido queda libre en
solucién, en forma de bucle. Los bucles vecinos que quedaron libres en la solucién se asocian para
generar una red de carragenina que se forma Unicamente en los espacios entre micelas y no a
través de todo el volumen del sistema (figura 16 lado derecho). Asi, el sistema es estabilizado de la

separacion de fase y se previene la coalescencia (Stainsby, 1980; Goff y col., 2005).

La interaccion entre el polisacarido y la caseina se debe a que, en la k-caseina los residuos de
aminodcidos catidnicos y anidnicos estan lo suficientemente separados entre si, de forma que la
molécula es capaz de orientar sus sitios catidnicos hacia los grupos sulfatados anidnicos de la
carragenina lota o Kappa (por debajo de la temperatura de transicidn), ya que es evidente que en
la K-caseina existe un extenso grupo de aminoacidos cargados positivamente en la region que esta
entre el residuo de aminodcido 20 y hasta el 115, y mas especificamente entre el 97 y 112. Siendo
gue es una zona escaza en interaccion con as; y B-caseina, es posible que esta regién positiva o
parte de ella pueda ser la responsable de la interaccion electrostatica con carragenina. Esta regidn
cargada positivamente incluso existe a valores de pH por encima del punto isoeléctrico de la

proteina (Langendorff y col., 1999; Goff y col., 2005; Snoeren y col., 1975; Stainsby, 1980).

A demas, la interaccidn entre las hélices de carragenina iota y las micelas de caseina, y no entre las
espirales de carragenina iota y las micelas de caseina, puede explicarse por la distancia entre
cargas de los grupos sulfatados de carragenina, que para la forma de espiral es de 0.5nm, mientras
que para las hélices es de 0.2nm, siendo esta ultima la de mayor densidad de carga. Y el didametro

del parche positivo en la k-caseina es de alrededor de 1nm. Esto indica a groso modo que existe
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espacio en el parche para dos grupos sulfatados cuando la carragenina iota esta en la forma de
espiral, pero hay cuatro espacios cuando se encuentra en forma de hélice. Entonces, la interaccion
atractiva electrostatica tendra el doble de fuerza cuando la carragenina iota se comporta como

hélice (Langendorff y col., 1999).

6.2.4.1 La doble red

Para el caso especifico de carragenina iota, a concentraciones por debajo de 0.2%, solo una red se
forma al enfriar a temperatura de transicion (47°C), esto se debe a la interaccion
carragenina/micela de caseina (figura 15, derecha), y no se funde al incrementar la temperatura a
70°C. Mientras que para concentraciones por encima de 0.2% del polisacdrido, se forman dos
redes al enfriar. La primera tiene las mismas propiedades que la de baja concentracién de
carragenina y la segunda tiene un menor punto de fusidn (49°C ) y es formada por la interaccidn
carragenina/carragenina (figura 16, derecha). A partir de esto se puede concluir que la segunda
red formada a baja temperatura para alta concentracién de carragenina iota en leche es
térmicamente reversible, mientras que la formada a menor concentracién de carragenina es

mucho mas estable térmicamente (Langendorff y col., 1999).

Moléculas de carragenina Maléculas de carragenina
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Fig. 16. Interaccion caseina/carragenina cuando la concentracidn de carragenina es critica.

6.2.4.2 Incremento en el didametro de las micelas de caseina

El incremento en el didametro es un indicio de adsorcién e interaccion molecular. En donde el
incremento en densidad de carga (conformacidn de hélice), es el factor de la interaccion, ya que el
diametro de la micela de caseina parece no incrementar en la presencia de Kappa o lota
carragenina a temperaturas elevadas. Una vez enfriado el sistema, si la mezcla se calienta

nuevamente a 60°C el tamafio incrementado de la micela se mantiene constante (adsorcién
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térmicamente irreversible) (Langendorff y col., 1999). Sin embargo, Lambda carragenina que tiene
mayor grado de sulfatacién y por lo tanto mayor densidad de carga, muestra interaccionar con las
micelas de caseina sin importar la temperatura. Al disminuir la temperatura hasta el estado de
transicidn espiral-hélice, el incremento en el didmetro de la micela es mayor con esta que con
cualquier otra carragenina. Por ultimo, debe considerarse el hecho de que tanto Kappa como lota
carragenina tienen la habilidad de formar geles como resultado de su agregacion helicoidal,

mientras A no puede (Goff y col., 2005).

6.2.4.3 Interferencia entre carragenina y renina en caseina

La interaccidn entre carragenina y K-caseina puede afectar la textura del gel lacteo formado a base
de renina (Bullens, 1994). Esto se debe a que la accidn proteolitica de la pepsina (compuesto de la
renina) puede inhibirse por ciertos polisacaridos sulfatados y esto se ve reflejado en la coagulacién
retardada de la leche al adicionar K, i 0 A carragenina. A pesar de esto, existen ya patentes con el

uso de carragenina en queso con la finalidad de incrementar el rendimiento (Olsen, 1989).

6.2.5 Carrageninas y su interaccidn con proteinas solubles lacteas

Las interacciones de caseina con carragenina o pectina son muy usadas en el control de la textura
y estabilidad de productos lacteos. Sin embargo, hay muy pocos estudios a cerca de la interaccién

de proteinas de suero y carrageninas.

Es de esperarse que interacciones entre proteinas y polisacdridos se lleven a cabo por debajo del
punto isoeléctrico de la proteina, donde la proteina y el polisacdrido tienen cargas opuestas. Sin
embargo, la formacion de complejos solubles puede suceder por encima del punto isoeléctrico de
la proteina, donde la carga neta de la proteina es negativa. Este fendmeno puede explicarse por la
presencia de parches cargados positivamente que sirven como intermediarios en la superficie de

la proteina (Weinbreck y col., 2004).

Weinbreck y colaboradores (2004) han demostrado que en soluciones de proteina de suero y
carragenina (46% K, 24% i, 9% A y 21% otros) en una relacién 15:1, la turbidez incrementa

abruptamente en un pH por encima del punto isoeléctrico y en dependencia de la concentracion
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de CaCl,. Mientras que en blancos de proteina de suero o de carragenina, se mantienen con baja

turbidez, confirmando de esta forma la formacién de complejos al mezclarlos.

El calcio juega un rol importante, ya que permite la formacién de estos complejos a valores de pH
por encima del punto isoeléctrico de las proteinas séricas (pl=5.2), hasta un maximo de pH 8 con
140mM de CaCl,. Ademas, la separacion de fase que regularmente sucede al llegar al punto
isoeléctrico, también cambia a valores superiores de pH, que siempre son inferiores a los de
formacion de complejos. Al parecer, los iones de calcio divalentes sirven como puente idnico entre
la proteina de suero cargada negativamente y las moléculas de carragenina con carga similar
(Weinbreck y col., 2004).

Para entender mejor este fendmeno, es importante mencionar que existe un rango de pH alcalino
donde no se forman complejos en lo absoluto, seguido de un rango de pH ligeramente mas acido
por encima del punto isoeléctrico entre 5.2 y 5.5 donde se forman los complejos solubles (que
seran modificados a valores de pH mas altos al adicionar CaCl,). A pesar de que ambos
compuestos presenten cargas negativas, la presencia de dichos parches positivos y las
fluctuaciones de carga de la proteina cercanas al punto isoeléctrico, permiten la interaccion entre
componentes. Si el pH sigue disminuyendo se alcanza el pH de formacién de complejos insolubles
y ocurre una separacion de fase macroscépica cercana al punto isoeléctrico y por debajo de este

(Weinbreck y col., 2004).

6.3 Grenetina.

La gelatina o grenetina es una proteina de origen animal que se obtiene a partir del coldgeno del
tejido conectivo, principalmente de la piel y del hueso de los animales. El lavado de la materia
prima se puede efectuar con soluciones acidas o alcalinas, para después someterla a una coccién
en agua a una temperatura menor de 80°C y a pH acido o bdésico. En esta etapa existe una
alteracion de la triple hélice del colageno en la que se rompen enlaces intermoleculares e
intramoleculares y se producen cadenas menos estructuradas, que corresponden propiamente a
la gelatina (Badui, 1999; Dickinson y Babin, 2001). La formacion de geles de gelatina se afecta con
el pH, la fuerza idnica, la concentracion, el punto isoeléctrico de la gelatina, etc. Por su naturaleza

guimica, esta proteina esta sujeta a reacciones de deterioro, como la hidrélisis, por accion de
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acidos, enzimas y microorganismos, que pueden destruir la estructura tridimensional que

conforma el gel (Badui, 1999).

6.3.1 Interaccidn de grenetina en presencia de transglutaminasa.

Al incubar la enzima transglutaminasa en una solucién con grenetina, existe una degradacion de
las cadenas que conforman la grenetina, haciéndola menos efectiva para formar entrecruzamiento
de triples hélices caracteristicas de los geles de grenetina. Del mismo modo se pierde la
termoreversibilidad que pudiera tener el gel, ya que de manera natural, la grenetina forma un gel
reversible mediante la formacidén de una red de biopolimero entrecruzado mediante puentes de
hidrogeno. Sin embargo, el afejamiento a temperatura de refrigeracion aumenta la rigidez de la

estructura formada (Dickinson y Babin, 2001).

6.3.2 Interaccion entre grenetina y proteinas séricas en presencia de

transglutaminasa.

Tanto el suero como la grenetina son subproductos proteinicos de la industria agricola. Por una
parte, el suero es abundante, econémico y se desperdicia durante la elaboracién de queso. Por
otra parte, las pieles y huesos de los animales que son el mayor subproducto de la industria
carnica, son ricos en colageno (estructural del tejido conectivo). A partir de la hidrélisis parcial del
colageno es posible producir grenetina, que es una mezcla polidispersa de fragmentos de colageno

de tamario variado.

Una variedad de proteinas alimenticias, incluyendo grenetina, caseina y proteinas de suero han
sido polimerizadas por la formacién de entrecruzamientos intermoleculares mediados por
transglutaminasa (Brown, 2009; Faergemand y Quist, 1999; Bordignon-Luiz y col., 2008; Jaros y col.,
2009; Corredig, 2009; Coussons y col., 1995).

La reduccion de enlaces disulfuro en las proteinas globulares mediante un agente reductor como
el DTT antes del tratamiento con transglutaminasa, muestra incrementar la accesibilidad a grupos

amino primarios (Feergemand y col., 1997).
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Cuando una pequefia cantidad de grenetina se afiade en una solucién de aislado de proteina de
suero se forma un gel, y si se ha incubado Tgasa en presencia del agente reductor, la fuerza del gel
resultante es 90% mayor que los de grenetina sola. El gel formado no se derrite a temperaturas

por debajo de 60°C y se confirma el entrecruzamiento de proteinas de suero (Brown, 2009).
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7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Estudiar el efecto de la adicion de hidrocoloides durante la coagulacidon enzimatica de un sistema

lacteo con o sin entrecruzamiento de proteina y modificando el porcentaje de calcio.

7.2 Objetivos especificos

e Determinar el efecto de la concentraciéon de calcio, tiempo de incubacidon con
transglutaminasa y contenido de carragenina en los porcentajes de proteina y grasa
retenidos en el sistema.

e Estudiar el efecto de la concentracion de calcio, tiempo de incubaciéon con
transglutaminasa y contenido de carragenina en la sinéresis de geles lacteos

e Evaluar el efecto de la concentracion de calcio, tiempo de incubacién con
transglutaminasa y contenido de carragenina en las propiedades de texturales: firmeza,
cohesividad, elasticidad, adhesividad, resiliencia, gomosidad, pegajosidad y gradiente de
fuerza, de geles lacteos.

e Estudiar la microestructura mediante microscopia diferencial de barrido de los geles

lacteos elaborados.
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8. Materiales y Métodos.

8.1 Materiales

e Se obtuvo leche fluida de un establo local y fue estandarizada @ 6.7% de grasa, 4.2% de
proteinay 18.8% de sdlidos.
e Leche descremada en polvo LH (Dairy America) para estandarizar.
* Caseinato de calcio (Danisco Mexicana) para estandarizar.
e Grasa vegetal (Colon) para estandarizar.
* Pectina de alto metoxilo (Danisco Mexicana).
* Grenetina comercial (Danisco mexicana).
e Carragenina, principalmente iota (Danisco Mexicana).
* Transglutaminasa B con actividad de 100U/g de proteina (DVA Mexicana).
e Cloruro de calcio (Danisco Mexicana).
e Renina (Danisco Mexicana).
e Glutationa reducida (Sigma Aldrich).
e Cloruro de sodio (Danisco Mexicana).
e Estabilizante (Danisco Mexcana).
8.2 Equipo
* Vasijas de acero inoxidable para lotes de leche de 5 kg.
e Bafo Maria con control de temperatura.
e Agitadores rotatorios de propela.
e Camara de incubacion con control de temperatura.
* Termdmetros.
e Palas para agitacion.
* Manta de cielo para desuerado.
e Moldes de acero inoxidable para queso.
* Prensa hidrdulica.
* Balanza analitica.
» Refrigerador a 4°C.

* Homogeneizador.
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Figura 17. Proceso para la elaboracidn de un gel lacteo.
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8.4 Métodos

8.4.1 Porcentaje de proteina en el suero.

El porcentaje de proteina que se pierde junto con el suero puede medirse cuantitativamente
mediante el método de Sérensen (Miranda, 1974). El método consiste en agregar en un pequefio
vaso de precipitados de unos 50ml una alicuota de 10ml de agua y 10ml del suero expulsado
durante la sinéresis del gel. Este suero, ahora diluido, es neutralizado con NaOH al 0.1N, usando
fenolftaleina como indicador. Es preciso detener la titulacion cuando aparece una débil coloracion
rosada que persiste por 30 segundos. Agregar entonces 2 ml. de formaldehido al 36% y agitar
suavemente el vaso de precipitados, para después dejarlo reposar durante 5 minutos antes de una
segunda titulacion con NaOH. Finalmente, los mililitros gastados durante la segunda valoracién se
multiplican por 1.83 para obtener el porcentaje de proteina contenida en el suero resultante. Es
preciso mencionar que esta técnica presenta un rango de variacidon de + 0.1% a diferencia del

método Kjendal que es mas preciso.

8.4.2 Porcentaje de grasa en suero.

En un butirometro para suero de leche, se adicionan 10 ml de acido sulfirico con densidad de
1.816%0.003 g/ml al 90%. Después, una alicuota de suero de 11 ml. es adicionada por las paredes
del butirometro antes de agregar un mililitro de alcohol amilico con densidad de 0.811+0.002g/ml.
El butirometro se cierra con un tapén de caucho y se voltea con cuidado de un lado a otro hasta
tener una sola fase homogénea. Se coloca en una centrifuga Gerber para centrifugar durante 15
minutos. Posteriormente se mide el porcentaje de grasa directamente en el butirometro mediante
una ligera presion manual en el tapén de caucho del mismo, asegurandose de que el tapon de
caucho se mantenga siempre en la parte inferior. Es preciso hacer la medicién de inmediato, ya
que si la grasa se enfria lo suficiente solidificara y requerird de un ligero calentamiento a bafio

Maria para su medicién.

8.4.3 Sinéresis.
Para las mediciones de sinéresis, se realizo una técnica empirica descrita por Lucey (1998) y Ye

(2007) para la cuantificacion del suero superficial.
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En resumen, se cortan rebanadas de aproximadamente 0.5 cm de ancho de un gel lacteo inducido
por renina, y de estas, se pesan 85g de muestra en un vaso de vidrio volumétrico de 100ml. El vaso
es después sellado con parafilm y aluminio antes de incubar durante 16 horas a 30°C. Después del
tiempo de incubacion, el suero liberado es cuidadosamente decantado y pesado.

El indice de sinéresis (%) es calculado como:

Indice de sinéresis (%) = (peso del suero / peso de la muestra) X 100%

Donde, el indice de sinéresis indica la separacion espontanea del suero superficial en un gel

inducido por renina.

8.4.4 Andlisis de Perfil de Textura (TPA).

Para la medicién de los parametros texturales en geles lacteos a base de renina, un estudio
completo se pudo llevar a cabo a través de un Anadlisis de Perfil de Textura (TPA), este se realizo a
temperatura ambiente (20°C aprox.) usando un texturometro modelo TA-XT2 (Texture
Technologies Corp., White Plains, N.Y.; Stable Micro Systems, UK). Cada muestra fue cortada del
centro del gel y mantenida a 20 °C por 30 minutos en contenedores cerrados. Durante la prueba, la
muestra es comprimida en un 20% de su altura original por el embolo, después, este se retrae
antes de iniciar un segundo ciclo de compresion para simular la masticacion humana (Bullens,

1994; Bourne, 1988; Lobato-Caballeros y col., 2002).

Segun Szczesniak (1966), Friedman (1962) y Lobato-Caballeros (1998 y 2006), los parametros
arrojados por el analisis permiten determinar la dureza, cohesividad, elasticidad, adhesividad,
resiliencia, gomosidad y masticabilidad de la muestra (Figura 18). Sin embargo, en este estudio no
se determind la masticabilidad ya que es un pardmetro que se utiliza Unicamente para muestras

sdlidas.
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Figura 18. Grafico tipico generado de un analisis de perfil de textura (TPA).

El embolo utilizado es un cilindro plastico de % pulgada de didametro (P/0.5), y la muestra debera
ser un cubo extraido de la parte interna del gel con dimensiones de 3x3x3cm. El analisis se realiza

por triplicado y se establece un promedio.

Durante la prueba, la muestra es alcanzada por el embolo a 1.0 mm/s (Pre-Test Speed), hasta que
5g (Trigger force) de fuerza se detectan. El embolo entonces comienza a comprimir la muestra
hasta alcanzar el 80% de su volumen original, la fuerza aplicada es grabada como el primer pico de
fuerza. El embolo entonces se mantiene comprimiendo la muestra por 5 segundos (Time) para
lograr un buen contacto entre el embolo y la muestra. Después de este tiempo, el embolo se retira
a su posicion inicial a una velocidad maxima de 5mm/s (Post-Test Speed). Durante este lapso, la
fuerza necesaria para separar el embolo de la superficie de la muestra es registrada, y el area bajo
la regidn positiva de la curva es llamada trabajo de “adhesion”, y la distancia transcurrida fuera de
la muestra antes de la separacién es regularmente llamada “cohesividad”. Para el caso del
semisélido, esta distancia es también llamada “fibrosidad”. Posteriormente, y transcurridos 5
segundos (Time), el embolo vuelve a repetir la operacion para medir un segundo pico de fuerza

sobre la misma area de contacto en la muestra.

8.4.5 Gradiente de fuerza.
El gradiente de fuerza es una prueba de compresidn uniaxial recomendada por Danisco Mexicana.
Durante esta compresion es posible medir la resistencia ofrecida por el semisélido a la

penetracion, entre mas duro sea el material, mayor sera la fuerza necesaria para alcanzar la
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fractura del espécimen. Esta prueba se desarrolla utilizando un texturometro modelo TA-XT2
(Texture Technologies Corp., White Plains, N.Y.; Stable Micro Systems, UK) con un embolo
cilindrico de acero inoxidable de 5mm de didametro (P/5) que comprime paulatinamente una
muestra obtenida de la parte interna del gel lacteo con dimensiones de 3x3x3cm (Fig. 19). La

prueba preferentemente se lleva a cabo por triplicado y se establece un promedio final.

Durante la prueba, el embolo se acerca a la muestra a una velocidad de 1.0 mm/s (Pre-Test
Speed), hasta que 5g (Trigger force) de fuerza se detectan. El embolo entonces comienza a
comprimir la muestra y la fuerza necesaria para penetrar la muestra es grabada como el gradiente
de fuerza. Por su parte, el embolo sigue comprimiendo la muestra hasta alcanzar una distancia de
20.0mm. Después de este lapso, el embolo se retira al punto de partida a una velocidad mdaxima

de 10mm/s (Post-Test Speed).

Tiempo (s)

GRADIENTE
(gramos por seg)

Resistenciaa la penetracion
= desdet=0 hasta t=55
Tiempo (s)

Figura 19. Gradiente de fuerza

8.4.6 Pegajosidad.

En una prueba de compresion uniaxial, cuando el embolo no alcanza a penetrar la muestra o
espécimen y es retirado a su punto inicial después de una ligera compresion, existe una fuerza de
resistencia a la separacidn de ambos cuerpos en contacto, mejor conocida como pegajosidad
(Prueba recomendada por Danisco Mexicana). Durante esta medicion no existe una alta
deformacién del material, ya que regularmente este regresa a su forma original. Para la medicion
se utiliza un texturémetro modelo TA-XT2 (Texture Technologies Corp., White Plains, N.Y.; Stable
Micro Systems, UK) con un embolo esférico de acero inoxidable con una pulgada de diametro

(P/1S) que sirve para comprimir una muestra de la parte interna del semisélido con dimensiones
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de 3x3x3cm en una distancia constante y durante determinado periodo de tiempo antes de

separarse del espécimen. La medicion se hace por triplicado y se establece un promedio.

La prueba comienza cuando el embolo se acerca a la muestra a 5.0 mm/s (Pre-Test Speed), hasta
que 5g (Trigger force) de fuerza normal en la muestra se detectan. El embolo entonces se
mantiene comprimiendo la muestra por dos segundos (Hold time) para lograr un buen contacto
entre el embolo y la muestra. Después de este tiempo, el embolo se retira 4mm (Distance) de la
muestra a una velocidad maxima de 10mm/s (Post-Test Speed). Durante este tiempo, la fuerza
necesaria para separar el embolo de la superficie de la muestra es registrada como un pico de
fuerza negativa en un grafico de fuerza contra tiempo y se registra como pegajosidad (Fig. 20).

FUERZA
EN
GRAMOS

LE«J i.lN [ele

'\ FEGAJOSIDAD
{gramvos)

Punto de minima fuerza

Figura 20. Pegajosidad

8.4.7 Micro estructura de geles lacteos

La microestructura de los geles fue observada en un microscopio electronico de barrido modelo
JEOL JEM-6390LV (JEOL, Japdn). Las muestras fueron cortadas del interior de cada gel con un
cuchillo en rebanadas muy finas rectangulares de aproximadamente 1mm de espesor. Las
rebanadas se introdujeron inmediatamente en un desecador durante 15 dias. Las piezas secas se
montaron en pequefios soportes cilindricos metalicos usando cinta con adhesivo por ambos lados,
posteriormente las muestras fueron recubiertas con una capa delgada de oro y observadas a

varias magnificaciones.
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8.5 Herramientas estadisticas para la evaluacion de los métodos

8.5.1 Evaluacién de variables mediante un disefio de experimentos Plackett y Burman.

La experimentacion se dividid en dos partes. Durante la primera etapa se llevo a cabo un disefio de
experimentos Placket y Burman para filtrar los factores que afectaban positivamente el gradiente
de fuerza, sin incrementar la pegajosidad del gel control, ya que estos son atributos deseables por

el consumidor.

Los factores seleccionados para el desarrollo de este primer disefio fueron contenido de
carragenina, contenido de pectina, contenido de grenetina, tiempo de incubacién con
transglutaminasa y concentracién de calcio. La Tabla 3 muestra estos factores seleccionados y sus
respectivos niveles de variaciéon, los cuales fueron utilizados para generar un disefio Plackett y

Burman con 8 experimentos (Tabla 4), mediante el paquete estadistico Design Expert V.8.

Tabla 3. Factores seleccionados y sus niveles de variacion

Factores

T I ———
Carragenina| Pectina Grenetina Tgasa Calcio

0%-0,025% | 0%-0.08% 0%-0.3% 0%-0.07% | 0.05%-0.2%
=27 [

Niveles

Tabla 4. Disefio experimental Plackett y Burman

Variables

Corrida | Carragenina| Pectina Grenetina Tgase Calcio
1 0.025 0.000 0.000 0.070 0.200
2 0.025 0.080 0.300 0.000 0.200
3 0.000 0.080 0.300 0.070 0.050
4 0.025 0.080 0.000 0.070 0.050
5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050
6 0.025 0.000 0.300 0.000 0.050
7 0.000 0.000 0.300 0.070 0.200
8 0.000 0.080 0.000 0.000 0.200
Control 0.000 0.000 0.000 0.000 0.100
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8.5.2 Diseio central compuesto y metodologia de superficie de respuesta

Una vez encontradas las variables significativas correspondientes al disefio Plackett y Burman, la
siguiente etapa fue establecer un disefio experimental central compuesto conformado de un
factorial 2“ (donde K=3), una serie de corridas axiales y 4 puntos centrales, teniendo en total 18
experimentos. Las variables independientes establecidas fueron concentracion de carragenina,
cloruro de calcio (CaCl,) y tiempo de incubacion con transglutaminasa. Por otro lado, las variables
a evaluar fueron: porcentaje de proteina en el suero, porcentaje de grasa en suero, sinéresis,
analisis de perfil de textura (TPA), gradiente de fuerza y pegajosidad.

En la tabla 5 se muestran los efectos principales o factores “k” y sus respectivos niveles de
variacion para el desarrollo del disefio central compuesto 2*.

Tabla 5. Factores y niveles de variacién

Efectos principales "k"

P el M
T
Tiempo de incubacion
Carragenina | con Transglutaminasa. Calcio
Omin - 120min
0% - 0.05% 0.10% - 0.3%
\\\ 0.04%

Niveles

Tabla 6. Disefio experimental central compuesto 2°.

Disefio final, central compuesto 2°
Variables
Corrida | Carragenina | Incubacidn | Calcio
(%) (min) (%)
1 0.040 95.68| 0.14
2 0.040 24.32| 0.206
3 0.010 95.68| 0.20
4 0.025 60.00| 0.20
5 0.010 95.68| 0.14
6| 0.025 60.00] 0.20
7 0.025 60.00| 0.30
8| 0.050 60.00| 0.20
£l 0.025 60.00] 0.20
10 0.025 0.00 0.20
11 0.010 24.32| 0.14
12 0.025 60.00] 0.20
13 0.010 24.32 0.26
14 0.040 95.68| 0.26
15 0.025 60.00| 0.10
16 0.000 60.00] 0.20
17 0.040 24.32| 0.14
18 0.025 120.00| 0.20
Control 0.000 0.00] 0.14




~ 68 ~

Vé

9. Resultados y discusion

9.1 Evaluacion mediante un disefio de experimentos Plackett y Burman

Con los resultados obtenidos del disefio Plackett y Burman se concluyd que las variables
transglutaminasa y CaCl, ayudaron a incrementar el gradiente de fuerza (figura 21). A pesar de que
la combinacion entre las variables carragenina y pectina también incrementaron el gradiente de
fuerza, la presencia de pectina incrementé la pegajosidad (figura 22) y favorecié la pérdida de
proteina y grasa en el gel. Es posible que la pectina de alto metoxilo que no es capaz de formar
estructuras tipo gel a pH neutro con las caseinas (Maroziene y de Kruif, 2000), forme complejos
con las proteinas de suero en presencia de calcio (Voragen y col., 2009). A pesar de esto, dichos
complejos se pierden junto con el liquido que conforma el suero, por lo que la agregacion se verd
desfavorecida y su interaccion no muestra relevancia. Es por esto que la pectina no fue
considerada para el siguiente disefio. A demas, los polisacaridos sulfatados como las carrageninas,
interactian con mayor fuerza con las proteinas que los polisacaridos carboxilados como alginatos
y pectinas (Doublier y col., 2000), generando de esta forma una agregacién mas fuerte entre las

proteinas y reflejdndose en el incremento de la rigidez del sistema o gradiente de fuerza del gel.

Gradiente defuerz

Fig. 21. Gradiente de fuerza para la interacciéon CaCl, / mTGasa.

Por otra parte, la carragenina (figura 22), y la combinacidn entre grenetina y calcio que reducen la
pegajosidad, pueden ser utilizados en un posterior disefo de experimentos. Sin embargo, a pesar
de que la grenetina en combinacién con calcio y transglutaminasa, incrementa el gradiente de

fuerza y disminuye la pegajosidad (figura 23), tiene la capacidad de retener humedad en el gel, lo
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que puede favorecer el crecimiento microbiano durante el almacenamiento. Por esta razon, la

grenetina no fue considerada en el disefio central compuesto.
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Fig. 22. Pegajosidad para la interaccién pectina / carragenina.

El calcio incrementa el gradiente de fuerza en el gel (figura 21), y la pegajosidad del codgulo. Sin
embargo, en presencia de carragenina y transglutaminasa, incrementa la fuerza del gel de forma

sinérgica, disminuyendo la pegajosidad del mismo (figura 23 corrida 1; tabla 4 corrida 1).

10.00
9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00

B Pegajosidad

B Gradiente de fuerza

0.00

Fig. 23. Respuestas del disefio Plackett & Burman.

Es por esto que tanto la carragenina, como la transglutaminasa y el CaCl,, fueron las variables
seleccionadas para realizar un disefio central compuesto 2%, estudiando el efecto de éstas sobre

las distintas variables de respuesta propuestas.
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9.2 Superficies de respuesta mediante un disefio central compuesto 2°

9.2.1 Porcentaje de proteina en suero
Uno de los atributos preferentemente deseables durante la elaboracién o manufactura de geles
lacteos a base de renina es que el contenido de proteinas que se pierde junto con el suero sea

minimo.

En la figura 24 se puede apreciar que la perdida de proteina en el suero depende mucho de la
concentracidn de calcio presente. A concentraciones de calcio de 0.10% el porcentaje de proteina
en el suero fue menor a medida que se incrementd el contenido de carragenina
independientemente del tiempo de incubacidon. A pesar de que no se observa una influencia
importante del tiempo de incubacién en la retencion de proteina, es posible visualizar una ligera
disminucién de proteina en suero al incrementar la incubacién con transglutaminasa. La
carragenina es un polisacdrido con grupos sulfatados capaz de interactuar con caseinas vy
seroproteinas a través de iones calcio. Esto al parecer, favorece la agregacidn proteica evitando
gue las seroproteinas se pierdan en el desuerado cuando el porcentaje de cloruro de calcio es

bajo.

Por otro lado, al emplear concentraciones mayores de calcio (0.3%), es posible observar que el
porcentaje de proteina en suero fue minimo al utilizar bajas concentraciones de carragenina. De
acuerdo con Marangoni y col. (2000), los sitios hidrofébicos de las proteinas del suero que logran
exponerse durante la pasteurizacién y en presencia de calcio, se agregan durante el enfriamiento y
favorecen la formacién de un gel con un maximo en fuerza y elasticidad bajo concentraciones de

calcio de 30mM.

A pesar de que Weinbreck y col. (2004) establecen que es posible formar complejos solubles
favorecidos por el incremento en la concentracion de CaCl, entre las proteinas séricas y las
carrageninas a pH neutro, parece ser que dicha interaccién Unicamente sucede cuando el
porcentaje en peso de CaCl, es menor a 0.20%. Por otro lado, Lucey y Fox (1993), Solorza y Bell
(1998) y Joshi y col. (2004) afirman que la interaccidn entre los residuos de las k-caseinas cuando
se encuentra en su forma hidrolizada, comienza cuando el calcio se encuentra por arriba de 10mM

(>0.10%). Si esto es cierto, es entonces posible que las interacciones mas fuertes sean favorecidas
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entre caseinas y carrageninas por encima de este porcentaje de calcio, desplazando asi a las

proteinas globulares presentes junto con el suero.

El factor tiempo de incubacion con transglutaminasa parece no favorecer considerablemente la
retencién de proteinas séricas en el codgulo de caseinas. Solo es posible observar que bajo
condiciones de 0.3% de CaCl,, el porcentaje de proteina en suero disminuye ligeramente a medida
que aumenta el tiempo de incubacién y la concentraciéon de carragenina es >0.025%. Se ha
reportado que las proteinas del suero son sustratos pobres para la reaccidon enzimatica debido a su
estructura globular compacta. La PB-lactoglobulina puede actuar como sustrato para la
transglutaminasa Unicamente en sistemas de Unica proteina, ya que si la B-caseina esta presente
también en el sistema, la B-lactoglobulina no es utilizada por la enzima (Bordigon-Luis y col.,
2008). Por otro lado, Corredig (2009), Jaros (2009) y Bénisch (2008) aseguran que al existir k-
caseina en el sistema, la reaccion de catdlisis se vera mayormente favorecida por esta que por la B-
caseina. Por lo que al existir caseinas presentes en el sistema, la afinidad de catdlisis sera por

dichas proteinas, dejando a las proteinas solubles libres en solucién.

La ecuacidn 1 representa el modelo matematico para esta variable, el cual mostré poco ajuste con
los datos experimentales (P>0.05). De acuerdo con el ANOVA (Anexo Il), la interaccién

carragenina-calcio fue el unico factor significativo.
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Fig. 24. Superficie de respuesta para % de proteina en suero.

Proteina en suero = +1.98 -26.18*Carragenina +4.43X10>*Tiempo -1.28*Calcio +172.73*Carragenina’

-0.04*Carragenina*Tiempo +89.10*Carragenina*Calcio -0.01*Tiempo*Calcio (Ec. 1)
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9.2.2 Porcentaje de grasa en suero

La Figura 25 muestra la influencia del tiempo de incubacion y contenido de carragenina en el
porcentaje de grasa en suero a distintas concentraciones de CaCl,. Se puede observar que al
emplear una concentracién de CaCl, del 0.10%, el contenido de grasa en suero se incrementé
notablemente al aumentar el tiempo de incubacién independientemente de la concentracién de
carragenina. Sin embargo, al incrementar el contenido de CaCl, (0.3%) en el sistema, la tendencia
fue a la inversa, es decir, el porcentaje de grasa en suero fue mayor a cortos tiempos de
incubacion. Es posible deducir que a bajos contenidos de calcio las moléculas de caseina
comienzan a comportarse como particulas de gel por la formacion de enlaces covalentes formados
por la catalisis enzimatica dentro y fuera de las micelas de caseina (Corredig, 2009). Lo anterior
favoreceria la retencién de humedad en el coagulo, desplazando a los gldbulos de grasa hacia el
suero como consecuencia de la incompatibilidad termodindmica hidrofobico-hidrofilico en el
sistema. Sin embargo, Jaros (2009) y Bonisch (2008) mencionan que dicha capacidad de retencidn
de agua disminuye al incrementar la adicion de CaCl,. Y si la retencion de humedad disminuye,
nuevamente se veran favorecidas las interacciones hidrofébicas. En términos generales se puede
observar que al incrementar el contenido de CaCl,, la cuajada retuvo una mayor cantidad de grasa.
De acuerdo con Eck (1990), los iones Ca®* son necesarios para la existencia de micelas de caseinay
facilitan la retencién de grasa en la cuajada. Esto se debe a que al incrementar la concentracién de
calcio se favorecen e incrementan las interacciones hidrofébicas mediante el abastecimiento de

enlaces dentro y fuera de las micelas de caseina (Joshi 2004 y 2003; Lucey y Fox 1993).

Por otro lado, una concentracidén aproximada de carragenina de 0.025% conllevaria a una menor
pérdida de grasa en suero independientemente del tiempo de incubacién y del contenido de
calcio. Lo anterior se puede atribuir a la formacidn de una red entre las micelas de caseina y la
carragenina en su forma principalmente helicoidal (Langendorff y col., 1999). Si la carragenina
incrementa por arriba de 0.025% aumenta la cantidad de grasa en el suero sobre todo a
concentraciones elevadas de CaCl, (0.3%). Segun Langendorff (1999), cuando la concentracion de
carragenina estd por encima de 0.025%, se da la formacion de una segunda red entre carragenina-
carragenina lo que favorece la retencién de humedad. Esta ultima interaccion es térmicamente

reversible y puede perderse durante el cocimiento de la cuajada.
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El modelo matematico obtenido para esta variable se representa en la ecuacion 2. El modelo
mostré un buen ajuste a los datos experimentales (P<0.05), siendo la carragenina y el CaCl, las

variables que mas influencia tuvieron sobre el porcentaje de grasa en suero.
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Fig. 25. Superficie de respuesta para la pérdida en % de grasa en suero.

Grasa en suero = +0.59 -13.39*Carragenina +6.72X10>*Tiempo -0.36*Calcio +177.39*Carragenina’
+42.43*Carragenina*Calcio -0.029*Tiempo*Calcio (Ec. 2)

9.2.3 Sinéresis

La sinéresis no es mas que la separacién de las fases que componen una suspensién o mezcla. Es la
extraccién o expulsiéon del liquido contenido en un gel, por lo que el gel pasa de ser una sustancia
homogénea a una segregacion de componentes sélidos separados y contenidos en la fase liquida.
Un ejemplo de esto puede ilustrarse mediante la separacion en suero y cuajada a partir de la leche

cortada (Kunitz, 1928; Prasad & Sundaram, 1950).

A demas, su medicidn es muy importante, ya que durante la transportacién y almacenaje del gel
lacteo, este puede presentar sinéresis en diferentes grados, lo cual es un atributo poco deseable

para el consumidor, por lo que preferiblemente se busca su reduccion.

En la figura 26 es evidente que un incremento gradual en el grado de sinéresis ocurre al
incrementar el contenido de CaCl, en el sistema. Joshi (2003 y 2004) y Lucey & Fox (1993) sefialan
también que al incrementar la concentracion de calcio, se incrementa el grado de sinéresis en el
gel debido a que se favorecen las interacciones hidrofébicas entre micelas de caseina, generando

una restructuracion final de la red.
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Similar a los resultados obtenidos por Ye y col. (2007), cuando el porcentaje de CaCl, es de 0.10%
es posible identificar un incremento en el grado de sinéresis de hasta aproximadamente 4 veces al
incrementar el porcentaje de carragenina. Asi mismo, al aumentar el tiempo de incubacion con
transglutaminasa la sinéresis se ve favorecida. Este incremento en el grado de sinéresis es el
resultado de la capacidad de retencion de humedad que tienen tanto la carragenina, como la
transglutaminasa. Dicho incremento en la humedad durante la elaboraciéon de geles lacteos
inducidos por renina y en presencia de carragenina a pH neutro también fue encontrado por

Henry y Joseph (1986).

Al incrementar el porcentaje de CaCl, se puede observar que el efecto de la concentracion de
carragenina y el tiempo de incubacion es menos intenso. De acuerdo con Jaros (2009) y Bonisch
(2008), existe una reduccion en la separacion de suero al utilizar transglutaminasa microbiana en
pequefias dosis. Por otra parte, la capacidad para disminuir la sinéresis también es posible al

utilizar carragenina iota (Danisco México, 2010; Badui, 1999; Langendorff, 1999; Payens, 1971).

La ecuacion 3 muestra el modelo matematico para la sinéresis. Este modelo mostré poco ajuste

con los datos experimentales (P>0.05).
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Fig. 26. Superficie de respuesta para la sinéresis.

Sinéresis = -7.87 +304.41*Carragenina +0.19*Tiempo +123.31*Calcio -4.80X10**Tiempo® -157.33*Calcio’ -

1.5*Carragenina*Tiempo -1202.08*Carragenina*Calcio -0.41*Tiempo*Calcio (Ec. 3).
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9.2.4 TPA Firmeza

La firmeza se define como el pico de fuerza maximo durante el primer ciclo de compresion (primer

mordida) durante la prueba de TPA.

A concentraciones de CaCl, de 0.1 y 0.2% es posible notar que la firmeza practicamente no es
afectada por el incremento en el porcentaje de carragenina en el tiempo minimo de incubacion
(Figura 27). Sin embargo, a medida que el periodo de incubacidn aumenta, la firmeza del gel se ve
disminuida al incrementar la carragenina. Es posible que cuando se comienza a formar la segunda
red de carragenina, esta retenga mayor cantidad de agua, debilitando asi la firmeza del gel. La
combinacién entre ambos factores genera una retencién sinergetica de humedad que se refleja en
la disminucion de la firmeza. Al aumentar la concentracién de CaCl, a 0.3%, puede observar que la
firmeza se incrementa gradualmente en presencia de carragenina e independientemente del
tiempo de incubacion. Esto sucede porque la carragenina iota es afin a los iones calcio,

favoreciendo la interaccién entre moléculas de carragenina durante su transicion a hélices.

De acuerdo con Lucey y Fox (1993), Joshi y col. (2004) y Solorza y Bell (1998), la adicién de Ca** por
encima de 100mM, provoca que la firmeza del gel se reduzca por la excesiva formacion de enlaces
calcio que interfiere con la formacion adecuada de la red. Sin embargo, en este trabajo al
aumentar la concentracion de calcio no se identificd una influencia importante sobre la firmeza del

gel.

El modelo matematico representado por la ecuaciéon 4, mostré poco ajuste con los datos

experimentales (P>0.05).
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Fig. 27. Superficie de respuesta para la tendencia de la dureza.
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Logit (Dureza) = Ln [(Dureza-290.98)/(717.73-Dureza)]
= +11.69 -181.87*Carragenina -0.17*Tiempo -33.25*Calcio -1180.82*Carrageninaz +7.65X104*Tiempo2
-68.66*Calcio” -1.26*Carragenina*Tiempo +1388.58*Carragenina*Calcio +0.44*Tiempo*Calcio (Ec. 4).

9.2.5 TPA Cohesividad

La cohesividad es la relacion que existe entre el area de fuerza positiva durante la segunda
compresion, con la fuerza que sucede durante la primera compresidn. Se define como el grado con
el que el material se desintegra bajo una accidon mecanica.

A concentraciones alrededor de 0.10% de CaCl,, la cohesividad de los geles disminuye al aumentar
la concentracion de carragenina para cualquier tiempo de incubacion. Sin embargo, al aumentar el
contenido de CaCl,, el fendmeno se revierte, ya que la cohesividad disminuye al reducir la
concentracidon de carragenina. Es importante resaltar que el tiempo de incubacion no fue una
variable significativa en esta propiedad, ya que no se observa una influencia bajo ninguna
concentracion de CaCl, (Figura 28). De acuerdo con Danisco México (2010) y Payens (1971),
cuando la carragenina se encuentra presente en sistemas lacteos, la coherencia del gel dependerd

principalmente de la cantidad de iones calcio.

La ecuacion 5 muestra el modelo matematico para la cohesividad. Este modelo presentd un bajo

ajuste con los datos experimentales (P>0.05).
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Fig. 28. Superficie de respuesta para cohesividad.

Cohesividad = +0.70 -4.85*Carragenina -1.33X10**Tiempo +0.73*Calcio +8.18*Carragenina’ -1.91X10®

*Tiempo’ -3.44*Calcio’ +7.07X10*Carragenina*Tiempo +18.38*Carragenina*Calcio +1.65X10° *Tiempo

*Calcio (Ec. 5).
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9.2.6 TPA Elasticidad
La elasticidad esta relacionada con la altura que el alimento recupera durante el lapso de tiempo

entre el final de la primera mordida y el comienzo de la segunda.

Como se puede observar en la figura 29, la elasticidad del gel se incrementa al aumentar Ila
concentracion de carragenina por arriba de 0.037% en los distintos niveles de CaCl, (0.1, 0.2 y
0.3%). Es posible que esto se deba a la formacion de la red entre moléculas de carragenina-
carragenina. De igual manera, Danisco México (2010) y Payens (1971) establecen que la
carragenina, principalmente iota, brinda elasticidad a sistemas de geles lacteos.

Gerrard (2000) sostiene que la enzima transglutaminasa ayuda a mejorar eficientemente la
elasticidad en sistemas proteinicos, pero en el estudio realizado se encontrd que la elasticidad
Unicamente incrementa cuando el tiempo de incubacién no rebasa de 60 minutos, ya que tiempos

de incubacion mds prolongados provocan una ligera disminucién en esta propiedad.

El modelo matematico obtenido para la elasticidad (Ec. 6) presentd un bajo ajuste con los datos
experimentales (P>0.05). Sin embargo, el ANOVA (Anexo Il) mostré que la concentracion de
carragenina y su valor cuadratico tuvieron una influencia significativa sobre esta variable

respuesta.
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Fig. 29. Superficie de respuesta para la tendencia de elasticidad.

Elasticidad = -0.45 -97.54*Carragenina +0.015*Tiempo +18.14*Calcio +2650.98*Carragenina2
-1.25X10™**Tiempo -45.36*Calcio” (Ec. 6).
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9.2.7 TPA Adhesividad.
La adhesividad se define como el drea de fuerza negativa para la primera mordida, y representa el
trabajo requerido para vencer las fuerzas atractivas entre la superficie de un alimento y la

superficie de otro material con el cual el alimento se pone en contacto.

Cuando se reduce el contenido de calcio, la matriz de para-caseina se mantiene hidratada, se
hincha e incrementa el contenido total de humedad en el coagulo (Guinee y col., 2002; Joshi y col.,
2003; Joshi y col., 2004). Esta reduccion de calcio hace que las proteinas mantengan un menor
grado de agregacién en la matriz, y se refleja en un incremento de la adhesividad del sistema

(Figura 30).

El tiempo de incubacidon disminuye ligeramente la adhesividad cuando este se encuentra por
arriba de 60 minutos. Posiblemente el entrecruzamiento, que establece enlaces covalentes,
mantenga a las proteinas mas fuertemente unidas, evitando el incremento en la adhesividad. Pero
en el caso de que el tiempo de incubacion incremente por arriba de 60 minutos, la adhesividad
nuevamente se hard presente, posiblemente por el incremento en la humedad retenida dentro del

coagulo.

La carragenina también incremento la adhesividad, pero solamente si existe una proporcion alta

de iones calcio (0.30% CaCl,), de lo contrario solo la reducira (0.10 y 0.2%CacCl,).

El modelo matematico obtenido para la adhesividad (Ec. 7) presentd un buen ajuste con los datos
experimentales (P<0.05). De acuerdo con el ANOVA (Anexo Il), la interaccion carragenina-calcio

fue la que mayor influencia tuvo sobre esta propiedad.
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Fig. 30. Superficie de respuesta para la tendencia de adhesividad.
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1/Adhesividad = +0.4 +15.08*Carragenina +2.41X10°>*Tiempo -2.51*Calcio +82.82*Carragenina’
-1.91X10'5*Tiempo2 +10.74*Calcio’ -94.25*Carragenina*Calcio (Ec. 7).

9.2.8 TPA Resiliencia.
Esta propiedad es una medicién que indica como la muestra se recupera de la deformacién en
términos de velocidad y fuerzas derivadas. No es un parametro originario del TPA, pero fue

desarrollado para conocer mas a detalle la recuperacion elastica del material.

Al analizar la figura 31, se observa que cuando el porcentaje de calcio incrementa (0.3%),
disminuye la resiliencia. Esto significa que a mayor contenido de calcio, la recuperacién del gel
después de su deformacidén serd mas rapida.

Para concentraciones de CaCl, de 0.1 y 0.2%, incrementos en el contenido de carragenina
provocan una disminucidn en la resiliencia a cualquier tiempo de incubacion (Figura 27). Sin
embargo, cuando la concentracién de calcio en el sistema se incrementa (0.30% CaCly), la

resiliencia disminuye.

Aunque el tiempo de incubacidon no modifica considerablemente la recuperacién del gel, parece
incrementar el tiempo de recuperacion cuando existe carragenina presente y en dependencia del
incremento en la concentracién de calcio. Es decir, totalmente lo contrario a lo que sucede cuando

no existe carragenina ni tiempo de incubacion presentes.

El modelo matematico para esta variable es representado por la ecuacién 8. De acuerdo con el

ANOVA (Anexo Il), este modelo presentd un bajo ajuste a los datos experimentales (P>0.05).
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Resiliencia = +0.43 -2.87*Carragenina +2.38X10’4*Tiempo +0.34*Calcio -4.64X10'6*Tiempo2 -2.02*Calcio’

+7.54X10'3*Carragenina*Tiempo +9.9*Carragenina*Calcio +1.65X10'3*Tiempo*CaIcio (Ec. 8).

9.2.9 TPA Gomosidad.
La gomosidad se define como el producto de dureza por cohesividad y es una caracteristica de los

alimentos semisodlidos con un menor grado de dureza y un alto grado de cohesividad.

La figura 32 muestra la influencia del tiempo de incubacién y carragenina en la gomosidad a
diferentes niveles de CaCl,. Es posible observar que cuando el porcentaje de carragenina se
incrementa, la gomosidad disminuye bajo concentraciones de CaCl, de 0.1 y 0.2%. Sin embargo, el
incremento en el nivel de calcio (0.3% CaCl,), confiere una interaccion mas fuerte entre

carrageninas y caseinas, lo que se refleja en geles lacteos como mayor gomosidad.

La gomosidad también se reduce durante el tratamiento con transglutaminasa en niveles de 0.10 y
0.20% de CaCl,, donde la reduccion depende mucho del contenido de carragenina presente en el
sistema. Por otro lado, a una concentracion de 0.3% de CaCl,, el tiempo de incubacién favorece la

gomosidad, sobre todo a concentraciones minimas de carragenina.

El modelo matematico para la variable gomosidad (Ec. 9) presenté un ajuste moderado a los datos
experimentales (P=0.05), siendo la interaccién carragenina-calcio y el cuadratico del tiempo de

incubacidn los factores estadisticamente significativos (Anexo Il).
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Fig. 32. Superficie de respuesta para la tendencia de gomosidad.
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Logit (Gomosidad) = Ln[(Gomosidad-194.58)/(478.71-Gomosidad)]
= +17.69 -342.31*Carragenina -0.21*Tiempo -64.62*Calcio +8.26X104Tiempoz +1499.15 *Carragenina
*Calcio +0.44*Tiempo*Calcio (Ec. 9).

9.2.10 Gradiente de fuerza
El gradiente de fuerza es la resistencia que ofrece la superficie del material a la penetracion. La
influencia del tiempo de incubacién, contenido de carragenina y concentracién de CaCl, en el

gradiente de fuerza es mostrada en la figura 33.

Al emplear una concentracion de CaCl, de 0.1%, el gradiente de fuerza disminuye al incrementar
simultdaneamente el contenido de carragenina y el tiempo de incubacidn. Sin embargo, cuando el
tiempo de incubacién y la carragenina incrementan bajo contenidos de CaCl,>0.2%, los sitios
expuestos por el agente reductor son primeramente ocupados por la reaccién de catalisis y
formacion de enlaces covalentes. Posteriormente, la carragenina comienza a agregase en hélices
para formar la primera red con micelas de caseina y casi a la par con la formacion de enlaces
reforzadores de calcio durante el enfriamiento del sistema. Es por eso que debido a la
metodologia establecida (Diagrama 1) se incrementa muy considerablemente el gradiente de
fuerza del gel al aumentar el calcio durante su elaboracidn (Fig 29). Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Lucey y Fox (1993), Joshi y col. (2004) y Solorza y Bell (1998). Por su parte, la
carragenina, molécula sensible a los iones calcio, favorece la interaccion entre sus moléculas
durante la transicion a hélices. Asi, el incremento en la densidad de carga negativa en las hélices se
vuelve mas fuerte, y por consiguiente, su interaccion con micelas de caseina también lo es. Como

resultado, incrementa la resistencia a la penetracién.

La ecuacion 10 representa el modelo matematico para esta variable. De acuerdo con el ANOVA
(ANEXO 1ll), el modelo mostré un buen ajuste a los datos experimentales (P<0.05), siendo la
interaccion carragenina-calcio y el cuadratico del tiempo de incubacidn los factores que mas

influencia tuvieron.
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Fig. 33. Superficie de respuesta para el gradiente de fuerza.

Gradiente = +47.47 -275.97*Carragenina -0.45*Tiempo -127.26*Calcio -6438.51*Carragenina’
-1.73X10*Tiempo® +2918.94*Carragenina*Calcio +1.0*Tiempo*Calcio (Ec. 10).

9.2.11 Pegajosidad.

De acuerdo con la figura 34, la pegajosidad se eleva al incrementar el tiempo de incubacidn
manteniendo una concentracién minima de carragenina y para cualquier concentracién de CaCl,.
Esto se puede explicar por la retencion de humedad en el codgulo. Sin embargo, el
comportamiento de esta variable respuesta se revierte si se aumenta la concentracion de
carragenina. En términos generales, se puede observar que si la cantidad de calcio se incrementa
en el sistema, la pegajosidad se reducira, ya que el calcio favorece la sinéresis del gel (Jaros y col.,

2009; Bonisch y col., 2008).

La ecuacion 11 muestra el modelo matematico para la variable pegajosidad. El modelo presenté
un ajuste moderado a los datos experimentales (P=0.05), siendo la concentracion de carragenina

la variable mas significativa, seguida de la interaccidn carragenina-calcio (ANOVA, Anexo Il).
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Fig. 34. Superficie de respuesta para la pegajosidad.
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Pegajosidad = +3.39 -12.03*Carragenina +0.41*Tiempo -29.11*Calcio -1831.28*Carragenina’
-2.28X10™**Tiempo’ -113.01*Calcio’ -0.87*Carragenina*Tiempo +586.62*Carragenina*Calcio (Ec. 11).

9.2.12 Microestructura

La figura 35 muestra la microestructura de geles obtenidos bajo distintas condiciones de
elaboracion. Al parecer no existe una diferencia significativa en cuanto a microestructura entre las
muestras control (Fig. 35c¢) y las muestras de la invencion (Fig. 35d). Sin embargo, las muestras que
contienen Unicamente carragenina (Fig. 35a) presentaron una superficie mayormente lisa que el
control. Mientras que las muestras que fueron Unicamente incubadas con la enzima (Fig. 35b),
presentaron mayor cantidad de porosidades en la red formada, posiblemente por el incremento
en la retencion de humedad. Cuando las muestras incubadas con transglutaminasa fueron
adicionadas con carragenina, parecié desaparecer ligeramente la porosidad de la microestructura

(Fig. 35d).

A diferencia de los resultados obtenidos por Mc Mahon (1999), Guinee (2002) y Joshi (2004), en el
presente estudio no se pudo distinguir la fase estructural de la proteina y de la grasa por que el
método de secado fue distinto. Pero a pesar de esto, McMahon (1999), Guinee (2002) y Joshi
(2004) concuerdan con el hecho de que al incrementar la concentracion de CaCl, durante la
elaboracion del gel, se incrementa la interaccion entre las particulas de proteina, generando
espacios mas grandes dentro de la red y columnas de fibras mas anchas formadas por el
favorecimiento de la interaccién entre caseinas. Mientras que los geles con concentraciones mas
bajas de CaCl, presentaron redes mas homogéneas, con espacios mas pequeios y mejor

distribuidos en el volumen total ocupado por la red.
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Fig. 35. Microscopia por SEM de diferentes muestras de geles lacteos inducidos por renina.
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Conclusiones

1. La presencia de carragenina y calcio (<0.3%) favorecieron en cierta medida la retencion de
seroproteinas en el sistema. Por su parte, el tiempo de incubacién mostré poca influencia
en la retencion proteica.

2. Una mayor cantidad de grasa puede ser retenida en el gel con la adicién de CaCl, y/o por la
adiciéon de carragenina a una concentracion no mayor a 0.025%. Por su parte, la
incubacién con transglutaminasa Unicamente desplazé a los globulos de grasa hacia el
suero.

3. La sinéresis incrementd al aumentar cualquiera de los factores (carragenina, calcio y
tiempo de incubacion). Sin embargo, la combinacién de estos en pequefias proporciones
reducen la sinéresis en comparacion con el gel control.

4. La presencia de carragenina en el sistema disminuyd la firmeza del gel en dependencia del
tiempo de incubacion y de la cantidad de iones calcio. Siendo asi que la interaccidon entre
carragenina y CaCl, favorecen la firmeza cuando ambos factores estdn en incremento. Al
tener la combinacion de carragenina y tiempo de incubacidon en su nivel mas alto, se
incrementd la dureza del coagulo cuando el CaCl, esta en el nivel mas alto y disminuye
dramaticamente al reducir el CaCl,.

5. La cohesividad reduce por el incremento de CaCl, o carragenina por separado. A pesar de
esto, cuando ambos factores interaccionan entre si, sucede todo lo contrario. Y cuando
todos los factores se encuentran en su nivel alto se incrementa la cohesividad
abruptamente.

6. La carragenina por arriba de 0.037% incremento la elasticidad. Asi como también se
incrementa muy ligeramente cuando el tiempo de incubacion no excede de 60 minutos.

7. La adhesividad fue disminuida al incrementar la concentracién de CaCl,, asi como también
el tiempo de incubacion por debajo de 60 minutos, y la carragenina cuando el nivel de
CaCl, es minimo. En contraste, incrementa este parametro con la combinacién de
carragenina y CaCl,, ambos en su nivel mas alto.

8. Al incrementar el porcentaje de CaCl, o carragenina se disminuye la resiliencia. Por otra
parte, el incremento en la incubacion con transglutaminasa solo modifica este parametro

en presencia de carragenina y en dependencia del calcio presente.
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Al incrementar la concentracion de iones calcio aumentd la gomosidad si se adiciona
carragenina en el sistema, y reduce la gomosidad con el incremento en el tiempo de
incubacion. A demas, en la interaccidon carragenina — tiempo de incubacion, la gomosidad
es minima cuando el CaCl, esta en el nivel mas bajo, y es maxima cuando el CaCl, estd en
el nivel mas alto.

El gradiente de fuerza o resistencia a la penetracion del gel incrementa con la carragenina
cuando el CaCl, esta en aumento. Dicho gradiente puede ser también incrementado de
forma sinergética cuando todos los factores se encuentran en el nivel mas alto.

La pegajosidad disminuye al incrementar el porcentaje de CaCl,, e incrementa al elevar el
tiempo de incubacion con transglutaminasa. Ambos factores estuvieron en dependencia el
uno del otro. La carragenina que también afecta la pegajosidad, estuvo en dependencia
del CaCl,.

Finalmente, durante la determinacion de la micro estructura, se pudo apreciar que los
geles con carragenina presentaron una superficie mayormente lisa que el gel control.
Mientras que los geles con incubacidn de transglutaminasa mostraron tener una superficie
y micro estructura mayormente porosa. Sin embargo, la combinacion entre la superficie
lisa de la carragenina y la porosa por el efecto con transglutaminasa dieron como

resultado una textura en la superficie con mayor similitud al gel control.
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Cuadro 1. DISENO DE SUPERFICIE DE RESPUESTA.

Disefio final, central compuesto 2°
Variables Respuestas
Corrida | Carragenina | Incubacién | Caicio |pegajosiaa Gﬂ::ﬁ: Dﬁ”;:‘ s E";::.“ “ s
%) min [ g lersce e gsee
1] 0.040 95.68 0.14 3.27| 10.59 291.98| 1.91 1.00 0.67]
2| 0.040 24.32[  0.26) 5.21] 18.61 514.67| 4.24] 1.00 0.67]
3| 0.010| 95.68 0.26) 5.74 16.82( 428.44 2.15 1.00| 0.66
4] 0.025 60.00( 0.20] 6.04 15.14( 404.16 2.83 1.00| 0.66
5 0.010| 95.68( 0.14) 6.90 14.87[ 504.12 2.72] 0.99 0.73
6| 0.025 60.00[ 0.20 6.62] 20.02[ 581.91] 2.75 0.99 0.74]
7| 0.025 60.00[ 0.30 5.13 17.47( 407.24] 1.96) 1.00 0.68]
8| 0.050 60.00[ 0.20] 4.20] 13.80 415.62] 2.15 5.22) 0.70]
£l 0.025 60.00( 0.20] 6.10] 16.57 457.04] 3.18 0.99 0.73
10| 0.025 0.00| 0.20f 6.87| 29.62| 716.73 3.20) 1.00 0.67]
11 0.010| 24.32 0.14 5.91 21.10[ 571.62 2.61 1.00| 0.73)
12| 0.025 60.00( 0.20] 7.34 14.58( 367.47 245 1.00| 0.68]
13| 0.010| 24.32 0.26) 4.92 13.89( 373.23 2.93 1.00| 0.68]
14| 0.040 95.68 0.26) 5.69 22.22 553.62] 4.73 0.99 0.70]
15 0.025 60.00[ 0.10 5.73 20.63 634.44] 2.20 1.00 0.65
16 0.000 60.00[ 0.20] 6.64] 15.26 620.24] 2.56) 1.00 0.70]
17 0.040 24.32(  0.14 5.63 14.86 465.23 1.88) 1.02 0.69
18 0.025( 120.00] 0.20] 4.60] 19.96 623.85 3.32 1.00) 0.72]
Controll 0.000 0.00] 0.14 6.01] 14.22( 434.52] 4.15 1.00 0.67]

Cuadro 2. DISENO

Diseiio final, central c 2°
Variables Respuestas
Corrida | Carragenina | Incubacién | Calcio GD{'"':Z:“ ":::‘ir;;::i R TIT‘PAF G:::" :;“::;: Sinéresis
(28) {min) (28) % % %
1] 0.040| 95.68( 0.14] 195.58( 194.78| 0.41 0.8 148 14.3
2| 0.040| 24.32 0.26] 346.05( 344.63 0.38 0.7 1.78 12.6)
3 0.010| 95.68( 0.26] 282.89 282.89 0.40 0.4 1.50 14.6)
4 0.025 60.00( 0.20] 268.00( 266.90f 0.39 0.5 155 15.4)
5| 0.010| 95.68( 0.14] 366.90( 363.90| 0.45 0.7 1.73 15.6)
6| 0.025 60.00( 0.20] 429.60( 426.08| 0.46 0.6 1.55 14.8)
7| 0.025 60.00 0.30] 275.45( 274.32| 0.41 0.5 1.59 15.2)
8| 0.050 60.00 0.20] 292.42( 1525.63 0.42 0.8 1.68 13.8
9| 0.025 60.00 0.20] 331.93 329.21 0.44 0.5 173 14.4)
10 0.025 0.00 0.20] 477.71| 47595 0.38 0.4 1.58 10.9]
11 0.010 24.32 0.14 417.53| 415.82 0.45 0.7 1.68 12.0}
12| 0.025 60.00( 0.20] 250.13( 249.11f 0.40 0.6 164 14.3
13| 0.010| 24.32( 0.26] 253.74| 254.78| 0.41 0.5 164 15.0)
14| 0.040| 95.68( 0.26] 386.76| 383.59 0.41 0.5 159 9.6
15| 0.025 60.00( 0.10] 414.34 412.64 0.39 0.6 1.68 9.8
16| 0.000| 60.00( 0.20] 436.66| 434.87| 0.42 0.5 1.87 13.3
17| 0.040| 24.32 0.14] 320.58| 325.85 0.42 0.6 1.55 14.5
18| 0.025 120.00 0.20 447.11)  447.11] 0.42 0.7 1.78 13.8]
contra|  0.000]  0.00] 0.4] 29138 29018 0.38 0.7 168] 150
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Cuadro 3. ANOVA REDUCIDO A MODELO CUADRATICO PARA LA SUPERFICIE DE RESPUESTA DE LA PROTEINA PERDIDA EN EL SUERO.

Sum of Mean F
Source Squares DF  Square Value  Prob>F
WMaodel 010 7 0.015 156 02538
Residual 0.094 10 9.411E-03
Lack of Fit 0.072 7 0.010 1.38 0.4307
Pure Error 0.022 3 7.425E.03
Cor Total 0.20 17
Root MSE 0.097 R-Squared
Dep Mean 164 Adj R-Square 0.1863
cv. 5.90 Pred R-Squar  -0.9992
PRESS 039 Adeq Precisic 4.551  Desire > 4
Coefficient Standard  tfor Hy
Factor Estimate DF Error Coeff<0  Prob > It| VIF
Intercept 161 1 0.030
A-Carragenin: -0.036 1 0.026 137 0.2020 1.00
B-Tiempo -3.695E-03 1 0.026 014 0.8909 1.00
C-Calcio 4.493E-03 1 0.026 017 0.8675 1.00
Az 0.038 1 0.026 145 0.1769 1.00
AB -0.024 1 0.034 -0.69 0.5044 1.00
AC 0.079 1 0.034 230 Q0446 1.00
BC -0.036 1 0.034 1.06 03154 1.00

Cuadro 4. ANOVA REDUCIDO A MODELO CUADRATICO PARA LA SUPERFICIE DE RESPUESTA DE GRASA PERDIDA EN SUERO.

Sum of Mean F
Source Squares DF  Square Value  Prob>F
Model 0.18 6 0.030 4.09
Residual 0.080 11 7.250E-03
Lack of Fit 0.070 8  8719E-03 262 02313
Pure Error  1.000E-02 3 3.333E-03
Cor Total 0.26 17
Root MSE 0.085 R-Squared (06306
Dep Mean 059 AdjR-Square 05219
cv. 14.46 Pred RSquar  -0.0352
PRESS 027 Adeq Precisic 6967 Desire >4
Coefficient Standard  tfor Ho
Factor Estimate DF Emor  Coefi=0  Prob > [ VIF
Intercept 0.56 1 0.027
ACaragenin: 0.059 1 0.023 256 1.00
B-Tiempo 0.030 1 0.023 1.29 0.2250 1.00
C-Calcio -0.064 1 0.023 276 1.00
A2 0.039 1 0.023 1.70 0.1172 1.00
AC 0,038 1 0.030 125 02388 100
BC -0.062 1 0.030 2.08 0.0621 1.00

Cuadro 5. ANOVA REDUCIDO A MODELO CUADRATICO PARA LA SUPERFICIE DE RESPUESTA DE SINERESIS.



~ 903 ~

Sum of Mean F
Source Squares DF Square Value Prob > F
Model 3332 8 416 152
Residual 24.66 9 274
Lack of Fit 2385 6 399 16.63 0.0207
Pure Error 0.7t 3 0.24
Cor Total 6798 17
Root MSE 1.66 R-Squared CQ.6745>
Dep Mean 13.55 Adj R-Square 0.1965
CV 1221 Pred R-Squar -1.6957
PRESS 156.30 Adeq Precisic 4.356 Desire > 4
Coefficient Standard tfor Ho
Factor Estimate DF Error Coeff=0  Prob > [¢ VIF
Intercept 14.44 1 0.66
A-Carragenin: -0.39 1 045 087 04066 1.00
B-Tiempo 0.36 1 045 0.81 0.4398 1.00
C-Calcio 033 1 045 073 04834 1.00
B2 -0.61 1 0.46 -1.34 0.2123 1.03
c2 -0.56 1 0.46 -122 02627 103
AB -0.80 1 0.59 -1.36 0.2081 1.00
AC -1.06 1 059 -1.82 0.1029 1.00
BC -0.88 1 0.59 -1.50 0.1680 1.00

Cuadro 6. ANOVA REDUCIDO A MODELO CUADRATICO PARA LA SUPERFICIE DE RESPUESTA DE DUREZA TPA, CON UNA
TRANSFORMACION DEL MODELO A LOGIT.

Sum of Mean F
Source Squares DF Square Value Prob > F
Model 56.71 9 6.30 163
Residual 3084 8 385
Lack of Fit 27.95 5 5.59 579 0.0895
Pure Emor 289 3 0.96
Cor Total 8754 17
Root MSE 196 R-Squared
Dep Mean 0085 Adj R-Square 0.2514
CcV. -2314. 59 Pred R-Squar -15231
PRESS 220.88 Adeq Precisic 5.677 Desire >4
Coefficient Standard tfor Ho
Factor Estimate DF Error Coeff<0  Prob >t VIF
Intercept 044 1 098
A-Carrageninz 058 1 053 -1.08 03098 1.00
B-Tiempo -0.98 1 053 -1.84 0.1035 1.00
C-Calcio 9.631E-03 1 063 0.018 0.9861 1.00
AZ 026 1 055 047 06491 108
B2 097 1 055 177 0.1156 1.08
c2 024 1 0565 -0.44 06718 1.08
AB 067 1 069 -0.98 03642 1.00
AC 123 1 0.69 177 0.1150 1.00
BC 092 1 069 133 02194 1.00

Cuadro 7. ANOVA REDUCIDO A MODELO CUADRATICO PARA LA SUPERFICIE DE RESPUESTA DE COHESIVIDAD TPA.



Source
Model
Residual
Lack of Fit
Pure Error
Cor Total
Root MSE
Dep Mean
CV.
PRESS

Factor
Intercept
A-Carragenin:
B-Tiempo
C-Calcio

Cuadro 8. ANOVA REDUCIDO A MODELO CUADRATICO PARA LA SUPERFICIE DE RESPUESTA DE ELASTICIDAD TPA.

Source
Model
Residual
Lack of Fit
Pure Eror
Cor Total

Root MSE
Dep Mean
CV.
PRESS

Factor
Intercept
A-Carragenin:
B-Tiempa
C-Calcio

AZ

g2

cz

Cuadro 9. ANOVA REDUCIDO A MODELO CUADRATICO PARA LA SUPERFICIE DE RESPUESTA DE ADHESIVIDAD TPA, CON UNA

Sum of
Squares
5.479E-03
6.920E-03
3.086E-03
3.834E-03
0012
0029
0.69

425
0.031

Coefficient

Estimate
0.70
-4.979E-03
5.132E-03
-4.929E-03
1.808E-03
-2 434E-03
-0.012
3.750E-03
0.016
3.500E-03

Sum of
Squares
984

698
6.98
1.600E-05
16.82
0.80

123

64 68
3242

Coefficient

Estimate
103

0.52
-1.851E-03
-5.858E-04
0.59

016
-0.16

Mean
DF  Square
9 6.088E-04
8 8.650E-04
5 6.172E-04
3 1.278E-03
17
R-Squared
Adj R-Square

Pred R-Squar
Adeq Precisic

Standard

DF Error
1 0.015
1 7.958E-03
1 7.958E-03
1 7.958E-03
1 B8.269E-03
1 8269E-03
1 B8.269E-03
1 0.010
1 0.010
1 0.010

Mean

DF Square

6 164

11 063

8 0.87

3 5.333E-06

17

R-Squared

Adj R-Square

Pred R-Squar
Adeq Precisic

Standard

DF Error
1 040

1 0.22

1 022

1 0.22

1 022

1 022

1 0.22

3
Value  Prob>F
0.70
0.48 0.772
-0.1860
15047
2654 Desire>4
tfor Ho
Coeff=0  Prob > [f
063 05490
064 05371
062 05629
022 06324
029 0.7760
47 01797
036 07217
156 01567
034 0.7451

F
Value  Prob>F
259 <(08IE>
1.635E+05 < 0.0001
03689
-0.9278
6.014  Desire >4
tfor Ho
Coeff=0  Prob > i
241
-8 587E-03 09933
2718E-03 0.9979
262
071 0.4906
072 0.4888

TRANSFORMACION INVERSA DEL MODELO.

Source
Model
Residual
Lack of Fit
Pure Error
Cor Total
Root MSE
Dep Mean
cv
PRESS

Factor

Intercept

A-Carragenin:

B-Tiempo
C-Calcio

Sum of
Squares
011
0.042
0037

4 469E-03
015
0.065
0.39
16.78
018
Coefficient
Estimate
0.36
5.473E-03
4.116E-03
-0.034
0.018
-0.024
0.038
-0.083

Mean
DF Square
7 0.015
10 4184E-03
7 5.338E-03
3 1.490E-03
17
R-Squared
Adj R-Square
Pred R-Squar
Adeq Precisic
Standard
DF Error
1 0.032
1 0.018
1 0.018
1 0.018
1 0.018
1 0.018
1 0.018
1 0.023

F
Value Prob > F
358 0.1610
05229
-02133
6747  Desire > 4
tfor Ho
Coefi<0  Prob > It
03 0.7609
024 0.8188
-1.92 0.0833
101 0.3380
-134 02089
209 0.0633

EX T s

VIF

1.00
1.00
1.00
1.08
108
1.08
1.00
1.00
1.00

VIF

1.00
100
1.00
108
108
1.08

VIF

1.00
1.00
1.00
1.08
1.08
1.08
1.00
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~ 9§ ~

Cuadro 10. ANOVA REDUCIDO A MODELO CUADRATICO PARA LA SUPERFICIE DE RESPUESTA DE RESILIENCIA TPA.

Sum of Mean F
Source Squares DF  Square Value  Prob>F
Model 3.834E-03 8 4.793E-04 0.72 06738
Residual 6.001E-03 9 6.66BE-04
Lack of it 2.625E-03 6 4.708E-04 0.44 0.8170
Pure Eror 3.177E-03 3 1.059E-03
Cor Total 9.836E-03 7
Root MSE 0026 R-Squared
Dep Mean 041 AdjR-Square  -0.1625
C.v. 6.22 Pred R-Squar -1.4537
PRESS 0024 Adeq Precisic 2398 Desire» 4
Coefficient Standard tfor Ho
Factor Estimate DF Error Coeff=0  Prob = |t| VIF
Intercept 042 1 0.010
A-Carragenin: -6.497E-03 1 6.988E-03 -0.93 0.3767 1.00
B-Tiempo 7129E-03 1 6988E-03 102 03342 1.00
C-Calcio -7 426E-03 1 6988E-03 -1.06 0.3156 1.00
B2 -5.906E-03 1 T.100E-03 -0.83 0.4270 1.03
c2 -7 143E-03 1 TA00E-03 -101 0.3406 103
AB 4.000E-03 1 9130E-03 044 06716 1.00
AC 8.750E-03 1 9.130E-03 0.96 0.3629 1.00
BC 3.500E-03 1 9130E-03 038 0.7103 1.00

Cuadro 11. ANOVA REDUCIDO A MODELO CUADRATICO PARA LA SUPERFICIE DE RESPUESTA DE GOMOSIDAD TPA, CON UNA
TRANSFORMACION DEL MODELO A LOGIT.

Sum of Mean F
Source Squares DF  Square Value Prob>F
Model 50.59 5 8.43 278
Residual 3336 1" 3.03
Lack of Fit 28.02 8 3.50 1.97 0.3120
Pure Error 5.33 3 1.78
Cor Total 83.94 17
Root MSE 174 R-Squared <0.6026
Dep Mean 015 Adj R-Square 0.3859
cv. 1136.28 Pred R-Squar  -0.4460
PRESS 121.39 Adeq Precisic 6.814  Desire > 4
Coefficient Standard tfor Ho
Factor Estimate DF Eror  Coeff=0  Prob > |t VIF
Intercept 0.64 1 0.54
ACarragenin: 0.63 1 047 134 0.2073 1.00
B-Tiempo -0.82 1 047 173 01115 1.00
C-Calcio -0.083 1 047 0.1 0.9117 1.00
B2 1.05 1 047 2323 100
AC 1.33 1 0.62 215 0.0544 1.00
BC 0.93 1 0.62 151 0.1599 1.00

Cuadro 12. ANOVA REDUCIDO A MODELO CUADRATICO PARA LA SUPERFICIE DE RESPUESTA DEL GRADIENTE DE FUERZA.
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Sum of Mean F
Source Squares DF  Square Value Prob>F
Model 23040 7 3291 392
Residual 83.91 10 839
Lack of Fit 6597 7 942 1.58 0.3841
Pure Error 17.94 3 598
Cor Total 343 17
Root MSE 290 R-Squared
Dep Mean 17.56 Adj R-Square 0.5461
cv. 16.50 Pred R-Squar  -0.0095
PRESS 317.33 Adeq Precisic 7609 Desire = 4
Coefficient Standard  tfor Ho
Factor Estimate DF Emor  Coefi<0  Prob = |f VIF
Intercept 16.96 1 115
A-Carragenin: 021 1 0.78 027 0.7945 1.00
B-Tiempo 148 1 0.78 .89 0.0883 1.00
CCalcio 0.3 1 0.78 0.45 0.6627 1.00
A2 142 1 0.80 1.79 0.1043 1.03
B2 220 1 0.80 277 103
AC 258 1 1.02 252 1.00
BC 213 1 1.02 208 0.0644 1.00

Cuadro 13. ANOVA REDUCIDO A MODELO CUADRATICO PARA LA SUPERFICIE DE RESPUESTA DE PEGAJOSIDAD.

Sum of Mean F
Source Squares DF Square Value Prob>F
Model 1317 ] 165 302
Residual 4.91 9 0.55
Lack of Fit 382 6 0.64 1.76 0.3444
Pure Error 1.09 3 0.36
Cor Total 18.08 7
Root MSE 074 R-Squared
Dep Mean 570 Adj R-Square 0.4869
cv. 12.97 Pred R-Squar -0.2242
PRESS 2214 Adeq Precisic 5924 Desire>4
Coefficient Standard tfor Ho
Factor Estimate DF Error Coeff=0  Prob > |t| VIF
Intercept 6.53 1 0.37
A-Caragenin 087 1 0.20 285 1.00
B-Tiempo 029 1 020 143 0.1870 100
C-Calcio -0.085 1 020 042 06813 100
Az -0.40 1 0.21 -1.95 0.0832 1.08
B2 029 1 021 -1.40 0.1950 108
cz -0.40 1 021 -1.92 0.0866 1.08
AB 046 1 0.26 -1.76 0.1122 100
AC 0.52 1 0.26 199 0.0784 100

Aceptacion por consumidores con muestras aleatorias:

" contral
6 seco o pastoso
16.66%
¥ 0.025%Canag.

TCX&Omin. 0.15%CaCI2
7 mejor textura

™ T6XB0min, 0.15%CaCH2

10 aguado o cremoso

Estudio no especifico, realizado a 18 personas.
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