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LABORATORY STUDY OF THE EFFECT OF THE CALCIUM AND CASEIN CONCENTRA-
TION, PH AND TEMPERATURE ON THE INCORPORATION OF DAIRY PROTEINS TO THE
COAGULUM OBTAINED BY ENZIMATIC ACTION. The effect of casein concentration, Ca®*
concentration, temperature and pH on the amount and size of protein aggregates (fines) in the
whey produced by enzimic coagulation of nonfat milk was studied in laboratory conditions. Casein
concentrations about 0.3 g/L. showed a minimal amount of caseins in the whey, with presence of
small aggregates of casein micellles. Ca®* concentrations higher than 5 mM were neccesary to
reduce the whey protein to a minimum constituted by protein particles smaller than casein mi-
celles. The coagulation temperature, in the 35 - 45°C range, produced almost no variations in the
whey proteins. The obtention of a minimum amount of whey proteins was possible only in a nar-
row pH range around 6.4. These results pointed to casein concentration and pH as important
variables to be controlled in connection with the process yield.

Keywords: casein micelles; enzymic coagulation.

INTRODUCCION

La coagulacién de la leche es un paso comiin a la manufac-
tura de cualquier clase de quesos. Se trata de la transformacién
de la leche fluida en un gel por desestabilizacion de la
suspensién coloidal constituida por la fraccién caseinica de las
proteinas licteas. Este gel incluye a las grasas y a la fase liqui-
da de la leche. En mds del 70% del total de los diferentes
quesos producidos, la coagulacién se logra por una proteélisis
parcial (catalizada por quimosina) de la x-caseina, principal
responsable de la estabilidad de las micelas de casefna en
suspension, generdndose las micelas de paracasefna, que asf
desestabilizadas se agregan espontineamente!. Existen nume-
rosas variables internas y externas que condicionan el desarrollo
de este proceso, cuya accién, alin no totalmente esclarecida, es
objeto de intenso estudio. Las condiciones en que la coagula-
cién enzimética se verifica tienen efecto directo sobre las ca-
racterfsticas fisicoquimicas del gel resultante, tales como su
firmeza, su capacidad de retencién de grasas, etc. Una vez
constituido, el gel desarrolla un proceso espontineo de afirma-
do o contraccién, con expulsion de la fase liquida (sinéresis),
la que es separada del codgulo caseinico. Dicho suero, llamado
suero dulce, contiene las proteinas licteas solubles, lactosa y
los componentes minerales solubles, asi como diversos compo-
nentes menores. También se encuentran en esta fraccién liqui-
da la grasa y las casefnas no retenidas por el codgulo. Resulta
de interés, obviamente en relacién con el rendimiento del
proceso, estudiar el efecto de diferentes condiciones iniciales
sobre la retencién de caseinas por el codgulo, con el objeto de
identificar las variables directamente relacionadas con ella y
estimar sus valores 6ptimos.

En este trabajo se tuvieron en cuenta las variables concen-
tracién de caseinas, concentracién de calcio, temperatura de la
coagulacién y pH. Se estudié a nivel de laboratorio la coagu-
lacién enzimitica de leche descremada a diferentes valores de
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las variables mencionadas, analizando la cantidad de protefnas
totales y caseinas en los sueros obtenidos, asi como informacién
concerniente a la presencia de particulas proteicas en dichos
sueros (finos), y al tamafio de las mismas.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de las muestras de leche

Las suspensiones de leche fueron preparadas a partir de leche
descremada en polvo marca comercial MOLICO. Se reconsti-
tuyeron al 10% P/V en CaCl; 10mM vy el pH fue ajustado a 6.40
mediante el agregado de HCI 1.5 M. Se conservaron durante una
noche a 4°C. La concentracién de proteinas (totales y casefnas)
fue determinada por el método de Kuaye con los testigos
adecuados a cada caso®. Las suspensiones fueron dilufdas en la
solucién amortiguadora de pH correspondiente a la variable en
estudio, estas fueron concentracxon de caseinas, temperatura de
coagulacién, concentracién de CaZ* y pH.

Las diluciones de la suspensién para el rango de concen-
tracion de casefnas entre 0.14-0.38 g/L fueron preparadas en
una solucién amortiguadora conteniendo imidazol 10 mM, S
mM de Ca**, apH 6.4,y Ia temperatura de la coagulacién fue
de 35°C.

El efecto de la temperatura de coagulacién se evalué en el
rango de 18-45"C y las diluciones para el estudio se realizaron
en la misma solucién amortiguadora que la propuesta para
evaluar la concentracién de caseinas, excepto que se trabajé a
una dnica concentracién de la misma (0.33 g/L).

El rango evaluado en la concentracién de Ca®* fue de 2-9
mM, en este caso las diluciones de la suspensién de leche se
realizaron en una solucién amortiguadora de pH conteniendo
imidazol 10mM, concentraciones variables de calcio, pH 6.4, y
a una unica concentracion de caseina (0.32g/L). La temperatu-
ra de coagulacién fue de 38"C.
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El efecto de pH se estudi6 en el rango de 5.00-6.70. Las
diluciones se realizaron en la solucién amortiguadora de pH
conteniendo imidazol 10mM, Ca2* 5 mM y los distintos valo-
res de pH se ajustaron con HCl 1.5M. La concentracién de
casefnas y la temperatura de coagulacién fueron 0.32 g/L y
35°C respectivamente.

Todas las diluciones fueron equilibradas a la temperatura de
trabajo hasta que los valores de turbidez de las mismas
permanecieron constantes (~ 2 horas).

El estado de las micelas en cuanto a forma y tamafio, en las
distintas diluciones, fue seguido mediante valores de turbidez
(1) a400nm y o = - (dlogTy/dlog)), siendo 1y la turbidez a una
dada longitud de onda y A la longitud de onda. o fue medido
calculando la pendiente de una recta logt vs. logA, en el inter-
valo de A de 400 a 600 nm. El valor absoluto de o varia inver-
samente con el radio de la particula y acompafiado con datos
de T a una dada A permite obtener informacién sobre el estado
de las micelas®, La 1 fue medida como absorbancia. Los valo-
res de T residuales debido a los glébulos de grasa fueron me-
didos luego de la disociacién de las micelas de caseina por el
agregado de una solucién de EDTA 0.11M, Na(OH) 0.15 M y
Tween 20 al 0.1 % (v/v) y descontados de los valores de T de
las diluciones.

Una dilucién 1/8 (v/v) de cuajo provista por COTAR
S.A.(Argentina) con un poder coagulante que equivale a 100
RU se utilizé en las distintas experiencias®. Una alicuota de 3
mL de cada dilucién (~ 0.3 g/L) fue mantenida a la temperatu-
ra de trabajo y la coagulacién comenzé con el agregado de 100
pL de la dilucién de cuajo (o el equivalente de manera de
mantener la misma relacién entre la concentracién de enzima y
sustrato). Se agité y a los 3 minutos se introdujo una barra de
teflon y se gir6 en el seno de la solucién. Las diluciones luego
se centrifugaron a durante 10 minutos a 1500 rpm. En los sobre-
nadantes (sueros) se determiné nuevamente la concentracion de
protefnas, & y T a 400nm.

Las medidas de absorbancia se realizaron en un espectrofo-
tometro Beckmann DU 640 utilizando cubetas de vidrio y/o
cuarzo rectangulares segilin correspondiera.

RESULTADOS
Efecto de la concentracién de Ca®*

La Fig 1 (A y B) muestra los valores de o y T en las
supensiones iniciales de leche a diferentes concentraciones de
Ca® y en los sobrenadantes de los coagulados obtenidos de cada
una de ellas. La Fig 1 C muestra la concentracién de proteinas
(totales y caseinicas) en los sobrenadantes. Estd expresada como
% de la concentracién de las mismas en las diluciones iniciales.
Se observa que los valores de o en los sobrenadantes se manti-
enen pricticamente constantes en el rango de 2 a 7 mM Ca®',
adoptando valores dentro del rango de los observados para
micelas de casefna en suspensién. Por consiguiente, a estas con-
centraciones del catién las particulas proteicas en el suero no
tienen un tamafio promedio mayor que el valor observado para
dichas micelas, es decir no se observan pequefios codgulos o
agregados no integrados a la masa caseinica coagulada. A con-
centraciones de Ca?* superiores se observa un aumento de los
valores de o, lo que indicarfa la presencia en el suero de parti-
culas ain menores: submicelas, pequefios agregados de casefnas
o proteinas aisladas. Los valores de T a 400 nm en los sobrena-
dantes, por su parte, descienden en el rango de concentraciones
de Ca®* de 2a 5 mM, permaneciendo luego pricticamente cons-
tantes para concentraciones superiores del catién. Este compor-
tamiento es similar al observado para la concentracién de prote-
inas totales y casefnicas en los sobrenadantes. Teniendo en
cuenta lo previamente descripto para los valores de a, podemos
sefialar que la cantidad de protefnas en el suero, parte de ellas al
menos en forma de particulas de tamafio no mayor al de las
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micelas de caseina, decrece al aumentar la concentracién de
calcio, alcanzando un valor minimo pricticamente constante a
partir de 5 mM. A valores superiores a 8 mM, por otra parte, el
tamafio de las particulas liberadas se reduce a valores propios de
las protefnas no agregadas.
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Figura 1. Efecto de la concentracion de calcio.

B Dilucion inicial de leche. Concentracién de caseina: 0.32 g/L,
solucion amortiguadora de pH: imidazol 10mM, pH=6.4, concentraci-
on de calcio: variable.

Temperatura de coagulacidn: 38°C.

®, O Sobrenadante de la coagulacion.

A: valores de o, B: valores de t a 400 nm, C: % de proteinas totales (®),
% de caseinus (Q).Cada punto es la media de al menos cinco
determinaciones

Efecto de la temperatura de coagulacién

La Fig. 2C muestra que en los sueros obtenidos a temperaturas
comprendidas entre 35 y 45°C la cantidad de proteinas totales y
caseinicas permanece pricticamente constante. Esto se acompafia
con valores de o numéricamente menores que los correspondientes
a las diluciones iniciales y constantes en ese rango de temperatura
(Fig. 2 A). Esto estaria indicando que en los sueros obtenidos dichas
fracciones proteicas estdn presentes como particulas ligeramente
mayores que el tamafio promedio de micelas aisladas, tal vez
pequefios codgulos. La T de estos sueros (Fig. 2 B), en cambio,
muestra un aumento con las temperaturas crecientes, efecto carac-
terfstico de la temperatura sobre este pardmetro’, A temperaturas
inferiores a 35° hay un progresivo aumento del contenido de
proteinas totales y casefnicas (Fig. 2 C), con particulas que, segin
los valores de o correspondientes son de menor tamafio (Fig. 2 A),
posiblemente micelas pequefias, submicelas, pequefios agregados
de casefnas y proteinas no agregadas.

Efecto de la concentracién de caseina
El examen de los resultados presentados en la Fig. 3 muestra

que la cantidad de protefnas (totales y caseinicas) presentes en
el suero presentan un minimo para concentraciones de casefna
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Figura 2. Efecto de la temperatura de coagulucion.
B Dilucién inicial de leche. Concentracidon de caseina: 0.33 g/L,
solucion amortiguadora de pH: imidazol 10mM, Ca** 5 mM, pH = 6.4,
Temperatura de coagulacidn: variable
®, O Sobrenadante de la coagulacién
A: valores de a, B: valores de t a 400 nm, C: % de proteinas totules
(®), % de caseinas (Q).Cada punto es la media de al menos cinco
determinaciones

cercanas a 0,3 g/L (Fig. 3 C). Este efecto es méas marcado para
el contenido casefnico de los sueros. Los valores de o y © (Fig.
3 A y B) indican que a concentraciones inferiores a 0,3 g/L la
fraccién proteica en el suero estd constituida por particulas de
tamafio inferior al promedio de las micelas de casefna, tal como
las que se observan a bajas temperaturas y a bajas concentra-
ciones de Ca®*. Por el contrario, para concentraciones iniciales
de caseina superiores a 0,3 g/L las fracciones proteicas en suero
muestran valores de o0 y T que indican la presencia de agrega-
dos de tamaifio mayor que el de las micelas de casefna, proba-
blemente pequefios codgulos que no son retenidos por la malla
de la masa coagulada principal.

Efecto del pH

La Fig. 4 C muestra que a valores de pH inferiores a 6,4 se
observan cantidades importantes de proteinas (totales y casei-
nicas) en los sueros. Esto se acompaiia con valores del pari-
metro o (Fig. 4 A) comparables a los de las micelas de caseina
o agregados ligeramente mayores, aunque los correspondientes
valores de 1 (Fig. 4 B) son inferiores. Debe tenerse en cuenta
que la acidificacién del medio trae aparejada la desmineraliza-
cién de las micelas, lo que estarfa relacionado con la
disminucién de su turbidez®. Hay una estrecha zona de valores
de pH alrededor de 6,4 donde se observa un valor minimo en
el contenido de proteinas totales y caseinicas, posiblemente con
presencia de pequefios codgulos segin los valores de o y T,
con un minimo en T correspondiente a la menor concentracién
de proteinas. Superados estos valores de pH, la cantidad de
protefnas y el tamafio de las particulas que la constituyen
vuelven a valores similares a los anteriores.
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Figura 3. Efecto de la concentracidn de caseina.

B Dilucidn inicial de leche. Concentracién de caseina: variable,
solucidn amortiguadora de pH: imidazol 10mM, Ca®* 5 mM, pH=6.4.
Temperatura de coagulacién: 38°C

®, O Sobrenadante de la coagulucion.

A: valores de a, B: valores de t a 400 nm, C: % de proteinas totales (®), %
de caseinas (O ).Cada punto es la media de al menos cinco determinaciones
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Figura 4. Efecto del pH.

W Dilucion inicial de leche. Concentraciin de caseina: 0.32 g/L, solucion
amortiguadora de pH: imidazol 10mM, Ca** 5 mM, pH: variable.
Temperatura de coagulacion: 38°C

®, Q Sobrenadante de la coagulacion.

A: valores de a, B: valores de t a 400 nm, C: % de proteinas totales (®), %
de caseinas (Q).Cuda punto es la media de al menos cinco determinaciones.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este estudio ha sido realizado para un caso particular (leche
descremada reconstituida a partir de polvo) y en escala de
laboratorio. Sin embargo, su examen a la luz de la abundante
informacién bibliogréfica relacionada con el comportamiento
de las micelas de caseina en distintas condiciones, permite
llegar a conclusiones de cierta generalidad. Debe tenerse en
cuenta que los pardmetros estudiados influyen de distintas
maneras sobre la compleja estructura de las micelas de casefna,
actuando a través de ese efecto sobre el proceso de coagulacién
enzimdtica, y también directamente sobre este tltimo.

El denominado fosfato de calcio coloidal juega un rol funda-
mental en la unién de casefnas y submicelas para constituir la
estructura micelar', y siendo el Ca®* parte de ese complejo re-
sulta de gran importancia la concentracién del mismo para el
mantenimiento de dicha estructura. Asi se observa que a con-
centraciones de Ca?* menores a 2 mM se produce la desintegra-
cién de las micelas de caseinal’. La disociacién del fosfato de
calcio coloidal trae aparejada la liberacién parcial de casefnas,
especialmente caseina K, que es la que estd menos fosforilada.
Los cambios introducidos de esta manera en la estructura super-
ficial de las micelas afectarian no solo a la velocidad de coagu-
lacién, sino también el proceso de entrecruzamiento y afirmado
del codgulo. Ademis, la concentracién de Ca®* en el medio est4
fntimamente ligada a la velocidad del proceso de agregacion de
las micelas de caseina parcialmente proteolizadas por quimosina,
es decir la segunda etapa de la coagulacién enzimatica®® . Esta
accién sobre la velocidad de agregacion estaria relacionada no
sélo a las posibles modificaciones estructurales introducidas por
disociacién del fosfato de calcio coloidal, sino también a modi-
ficaciones de carga con neutralizacién, por el Ca?*, de residuos
negativos de las micelas. Resultados obtenidos en nuestro
laboratorio mostraron que dicha velocidad alcanza un valor
mdximo para el sistema que nos ocupa a concentraciones de
Ca?* mayores que 7 mM. De acuerdo a lo observado en el pre-
sente trabajo, 5 mM aparece como una concentracién de Ca?*
minima para reducir la presencia de protefnas (totales y caseini-
cas) en los sueros, con posibilidad de utilizar concentraciones
mayores de acuerdo a la velocidad de coagulacién deseada.

El rango de temperaturas de coagulacién que se evalud no
introdujo mayores variaciones en la incorporacién de material
caseinico a la fraccién coagulada. Temperaturas bajas, del orden
de 20"C, aumentaron ligeramente la pérdida de casefna al suero,
a la vez que reducen considerablemente la velocidad de coagu-
lacién, especialmente por lentificacién de la segunda etapa. Se
trata de un efecto generalmente atribuido a un aumento de la
estabilidad estérica de las micelas de paracasefna, debido a
proyeccién de B-caseina al exterior de las mismas''®!,

Los resultados obtenidos con la concentracién de caseina
variable indican que existe una concentracién a la cual la pérdida
proteica seria minima, correspondiendo en nuestro sistema a una
concentracién de 0,30g/L. Tanto la primera como la segunda
etapa de la coagulacién verdn aumentada su velocidad por el
aumento de concentracién proteica®'!''2, Las pérdidas podrian
relacionarse con la constitucién de la malla del coidgulo que
necesitar{a una concentracién minima de proteinas para su dptima
formacién. A valores menores de casefnas la constitucién de
esta malla podria ser defectuosa y parte de los cdagulos se
perderfan. Y a concentraciones de casefnas mayores algunos
codgulos menores podrian no integrarse a la malla general. El
empleo de leches concentradas como punto de partida para la
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elaboracién de quesos se ha mencionado como una posibilidad
para conseguir un aumento de rendimiento'?, Sin embargo, los
resultados obtenidos estarfan sefialando que la retencién de
casefnas presenta valores 6ptimos en un cierto rango de concen-
traciones iniciales, es decir que el simple aumento de la concen-
tracion inical de caseinas en la leche no se traduce linealmente
en un aumento de la protefna incorporada al producto final,

El pH inicial de la leche es una variable que requiere control
cuidadoso, ya que pequeiias variaciones de la misma pueden
afectar en forma importante los resultados de la coagulacién'*.
Los cambios de pH influyen marcadamente en las caracterfsti-
cas estructurales de las micelas de caseina’™®, A valores de pH
inferiores a 6,5 existe un proceso de desmineralizacién de las
micelas por disolucién del fosfato de calcio coloidal. La
estructura proteica, sin embargo, se mantiene hasta valores del
orden de 5,5% En este rango de pH se observa un aumento de
la velocidad de la etapa de agregacién de las micelas de
paracaseina, atribuida generalmente a la protonacién de
residuos proteicos negativos, con la consiguiente disminucién
del potencial §!*'%. A valores inferiores de pH las micelas de
caseina sufren un aumento de tamafio por reordenamiento de
sus componentes y solvatacién’’. Estas modificaciones induda-
blemente influyen de manera compleja no sélo en la cinética
del proceso de coagulacién enzimdtica, sino también en las
caracteristicas estructurales del gel resultante. La obtencién de
minimas cantidades de proteinas (totales y caseinicas) en suero
en un estrecho rango de valores de pH alrededor de 6.4, en
nuestras condiciones de trabajo, pueden ser el resultado de una
combinacién de los efectos mencionados. En general, los re-
sultados obtenidos muestran que la optimizacién de la
incorporacién de material proteico al gel resultante de la coa-
gulacién enzimdtica de la leche requerirfa un estrecho controt
de las variables aqui estudiadas, especialmente en lo que se
refiere a concentracién de caseina y pH.
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