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RESUMEN



Resumen

Las proteinas del suero proveniente del proceso de elaboracion de quesos se
caracterizan por poseer propiedades funcionales especificas y un elevado valor
nutricional, condiciones que favorecen su utilizacion en la elaboracion de sistemas
alimentarios. El proceso de congelacion (congelacion, almacenamiento del producto
congelado y descongelacidn) es un tratamiento ampliamente utilizado para conservar
tanto ingredientes como alimentos elaborados. No obstante, la formacion de cristales
de hielo puede afectar la calidad de estos productos. Por lo tanto, € objetivo del
presente trabajo de Tesis fue estudiar € efecto del proceso de congelacion sobre las
caracteristicas fisicas y quimicas de sistemas alimentarios (suspensiones y un queso

blando magro) elaborados con proteinas del suero.

Por un lado, se estudiaron suspensiones de proteina del suero con 5y 9% plv
de proteina total (correspondiente a un rango de concentracion semidiluido) que
fueron tratadas térmicamente a 70,0, 72,5, 750y 77,5 °C y luego sometidas al
proceso de congelacion. Se analizo e contenido de proteina que se desnaturalizo y/o
que form6é agregados y se determiné la cinética globa de desnatualizacion-
agregacion. Las propiedades reol 0gicas de las suspensiones sin tratamiento térmico y
con un contenido de proteina que se desnaturalizé y/o que formo agregados del 60%,
fueron estudiadas por medio de ensayos oscilatorios realizando barridos de

frecuencia dentro de laregion de viscoelasticidad lineal .

Por otro lado, se estudiaron quesos blandos magros elaborados con proteinas
del suero que fueron sometidos a proceso de congelacion junto con quesos
refrigerados, que se tomaron como control, a distintos tiempos de maduracion. Con

el objetivo de evaluar las propiedades fisicoquimicas se determinaron los contenidos
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de humedad, las concentraciones de sal, los valores de pH, los contenidos de proteina
total, los contenidos de proteina en la fraccion soluble apH 4,6 y se calcul6 el indice
de maduracién. Las propiedades reoldgicas de los quesos se analizaron mediante
ensayos oscilatorios, realizando barridos de frecuencia dentro de la region de

viscoelasticidad lineal.

En las suspensiones de proteina del suero, € proceso de congelacion produjo
cambios en el contenido de proteina que se desnaturalizd y/o que formé agregados y
en las constantes de reaccion de desnaturalizacion-agregacion solamente en las
suspensiones tratadas a 72,5 °C. Este fendmeno se debid posiblemente al efecto de la
crioconcentracion que pudo ocasionar cambios en la estructura de los agregados
proteicos. Los espectros mecanicos de las suspensiones presentaron un
comportamiento similar a de los coloides cristalinos. El andlisis de los parametros
del modelo de Ley de Potencia (G'=aw* y G"=bw") evidenciaron que G" fue més
influenciado por las condiciones experimentales estudiadas (contenido de proteina
total, tratamientos térmicos y proceso de congelacion) que G', debido principa mente
a los cambios observados en el parametro y. La aplicacion del Principio de
Superposicion Tiempo-Temperatura a las suspensiones de proteinas del suero pudo
realizarse Unicamente en algunas condiciones experimentales y en un rango acotado
de temperaturas (30 a 50 °C), indicando que dichas suspensiones se comportan como

material es termorreol ogicamente simples en estazonadel espectro mecanico.

En los quesos blandos magros elaborados con proteinas del suero, el proceso
de congelacion produjo cambios solamente en los valores de pH e indice de

maduracion, en donde los valores correspondientes a los quesos congelados fueron
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mayores a de los quesos refrigerados. EI aumento en e indice de maduracion
evidencié que € proceso de congelacion produjo un aumento en e grado de
protedlisis de los quesos. Los espectros mecanicos de los quesos presentaron un
comportamiento similar a de los sdlidos viscoel asticos. Los resultados provenientes
del andlisis de los pardmetros del modelo de Ley de Potencia (G'=an” y G"=bw")
demostraron gue los quesos presentaron una dependencia de G'y G" con € tiempo
de maduracién. Los valores de los parametros a y b disminuyeron mientras que los
valores de los exponentes x e y aumentaron, relaciondndose con una disminucién en
el grado de estructuracion de la red de caseina de |os quesos durante la maduracion.
El proceso de congelacion afectd Unicamente alos valores del parametro a, en donde
los quesos congelados presentaron menores valores en comparacion a los quesos
refrigerados. Este fendbmeno fue atribuido a la posible deshidratacion local de las
proteinas que provoca la ruptura de la estructura del queso luego de la
descongelacion. El Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura pudo aplicarse
en el rango de bajas temperaturas (10 a 30 °C), indicando que en esta zona | 0s quesos
se comportan como materiales termorreologicamente simples. Ademas, pudo
aplicarse satisfactoriamente el modelo Maxwell con 5y 6 elementos a las curvas
maestras obtenidas, indicando que e comportamiento viscoelastico de los quesos
analizados puede representarse por medio de este modelo, pudiéndose utilizar

ademas para predecir funciones viscoel asticas lineal es.
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Capitulo 1. Introduccién

1.1. El suero como subproducto de la elaboracién de quesos

La Argentina exhibe una larga tradicion en la elaboracion y e consumo de
productos lacteos, siendo su produccién en los Ultimos afios de aproximadamente
1.500.000 toneladas/afio. Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agriculturay la Alimentacion (FAO), nuestro pais fue el noveno productor mundial
de quesos en € afo 2004, con una participacion del 2,3%. En términos de volumen,
el 32% de la leche procesada por la industria argentina en 2007 fue utilizada para la
elaboracion de quesos, con una produccion de alrededor de 467.000 toneladas/afio

(SAGPYA, 2007).

El queso surgié en la antigiedad como una forma de preservacion de los
nutrientes de la leche (Fox, 1987). El proceso de elaboracién de quesos esta
compuesto por varias etapas, entre ellas la coagulacion. Durante la misma puede
obtenerse un subproducto conocido como suero. El suero de queseria se caracteriza
por ser un producto de elevado pH, una gran demanda biol égica de oxigeno y un alto
contenido de agua, condiciones que favorecen su rapido deterioro. Por lo tanto, €l
mismo no puede ser eliminado por las industrias queseras como efluente sin
tratamiento previo debido a los problemas de contaminacion ambiental que puede
ocasionar. Sin embargo, cuando e suero es sometido a tratamientos biolgicos
pueden presentarse una serie de dificultades como por gjemplo, lainactivacion de los
microorganismos debido a la alta concentracién de lactosa y a la presencia de

proteinas solubles.

El suero de queseria posee aproximadamente € 95% de la lactosa, e 25% de

las proteinas y €l 8% de la materia grasa presentes en la leche (Smithers y Copeland,
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1997). La presencia de estos valiosos nutrientes motivo, desde la antigliedad, la
reutilizacion del suero para diferentes propésitos siendo su uso tradicional la
alimentacion de ganado porcino. Hoy en dia en e mundo, las industrias lacteas se
encuentran interesadas en el desarrollo y la aplicacion de tecnologias que permitan la
separacion y acondicionamiento de los nutrientes de alta calidad presentes en €l
suero. De esta forma, los mismos pueden ser utilizados como ingredientes en la
produccion de alimentos, mejorando los beneficios econdmicos del proceso de

elaboracion de quesos.

1.2. Lasproteinasdel suero

Entre los componentes del suero que presentan mayor valor nutricional se
encuentran las proteinas. Se denominan proteinas del suero a aquellos compuestos
nitrogenados que permanecen solubles en el suero de la leche luego de haberse
producido la precipitacion isoeléctrica de las caseinas a pH 4,6 (de Wit, 1981). Estas
proteinas tienen estructura y propiedades diferentes a las caseinas, ya que no estén
asociadas a las micelas y ademas son susceptibles a la desnaturalizacion y/o

agregacion por calor.

Las principales proteinas del suero son la -lactoglobulina, la a-lactoal bimina,
las inmunoglobulinas y la albumina sérica bovina. También se encuentran presentes
algunas fracciones proteicas menores tales como la proteasa peptona, la lactoferrina,
el caseinomacropéptido y varias enzimas. En la Tabla 1.1 se detallan algunas de las

propiedades fisicoquimicas de las principal es proteinas del suero.
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Tabla 1.1. Propiedades fisicoquimicas de |as principal es proteinas presentes en el
suero de laleche (Bryant y McClements, 1998).

Peso Temperatura de

Porcentgje  Punto molecular  desnaturalizacién

Proteina

[%0] isoel éctrico (kD] °C]

[-lactoglobulina 60,0 52 18,4 78
o-lactoalbumina 22,0 4,8-5,1 14,2 62
Inmunoglobulinas 91 55-6,8 15,0-96,0 72
Albumina sérica bovina 55 4,8-51 60,0 64

La B-lactoglobulina es la proteina que se encuentra en mayor proporcion,
siendo aproximadamente el 60% del total de las proteinas del suero (correspondiente
a una concentracion de 2,0 a4,0 g/L). A temperatura ambiente y a pH neutro existe
como dimero pero, a atas temperaturas o a valores extremos de pH, se disocia en
monomeros. Contiene 162 residuos de aminoécidos, siendo 5 de ellos residuos de
cisteina que consisten en dos uniones disulfuro intramoleculares uniendo |os residuos
66-160 y 106-119 o 121 y un grupo SH no reactivo en € residuo 121 o 119,
respectivamente. Los residuos no reactivos pueden facilitar la polimerizacion de las
proteinas para formar enlaces disulfuro covalentes intermoleculares durante los

tratamientos térmicos a atas temperaturas (de la Fuete y col., 2002b).

La a-lactoalbumina es la segunda proteina que se encuentra en mayor
proporcion y representa cerca del 20% del tota de las proteinas del suero
(correspondiente a una concentracion de 1,0 a 1,7 g/L). Contiene 123 residuos de
aminoacidos con 4 uniones disulfuro intramoleculares uniendo los residuos 6-120,

28-111, 1-77 y 73-91. Aunque es susceptible a la desnaturalizacion por tratamiento
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térmico, el ato grado de renaturalizacion que posee es el responsable de su aparente

resistenciaa calor (de laFuetey col., 2002b).

Las inmunoglobulinas representan aproximadamente el 9% del total de las
proteinas del suero (correspondiente a una concentracion de 0,6 a 1,0 g/L). Son un
grupo complejo de proteinas que incluyen lalgGl, 1gG2, IgA e lgM y que cumplen
unaimportante funcion en la transmision de lainmunidad a través del calostro desde

lamadre alas crias recién nacidas (Kilara, 2004).

La albumina sérica bovina constituye aproximadamente el 6% del total de las
proteinas del suero (correspondiente a una concentracion de 0,1 a 0,5 g/L). Esta
proteina es idéntica a la albumina sérica aislada de la sangre humana (Kilara, 2004).
Contiene 583 residuos de aminoacidos con 17 uniones disulfuro intramoleculares y

un solo grupo sulfidrilo libre en €l residuo 34.

1.3. Propiedades funcionales de las proteinas del suero

Las proteinas del suero se caracterizan por tener propiedades funcionales
especificas, tales como gelificacion, retencion de agua, solubilidad, emulsificacién,

espumado y espesamiento (de Wit y col., 1988, Ennisy Mulvihill, 2000).

Gelificacion. Las suspensiones de proteinas del suero en estado nativo poseen
la capacidad de formar geles cuando son sometidas a tratamientos térmicos por
encima de los 70 °C. Las condiciones del medio (concentracion de proteina, pH,
fuerza i6nica) y la presencia de componentes no proteicos, como los agentes

reductores, influencian la capacidad de gelificacion de estas proteinas.
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Retencion de agua. Los geles formados a partir de las suspensiones de
proteinas del suero poseen una ata capacidad de retencion de agua, contribuyendo
significativamente a la textura de los alimentos a los cuales son adicionadas como

ingrediente.

Solubilidad. Las proteinas del suero en su estado nativo son solubles dentro del
rango de pH comunmente utilizado en la elaboracion de alimentos (3,5 a 7,0). No
obstante, su solubilidad puede decrecer a medida que la concentracion de sal
aumenta debido a fendmeno de salting out. Ademas, dichas proteinas pierden
solubilidad cuando son sometidas a tratamientos térmicos por encima de los 70 °C
debido a fendmeno de desnaturalizacion y/o agregacion. En este caso, e grado de
insolubilizacion dependera de la temperatura, tiempo, pH y concentracion de
minerales (especialmente calcio) presentes e las suspensiones durante €l

ca entamiento.

Emulsificacion y espumado. Las suspensiones de proteinas del suero poseen
una gran capacidad para producir emulsiones y espumas estables. No obstante, esta
propiedad se vera influenciada por factores tales como la concentracion de proteina,
el grado de desnaturalizacion y/o agregacion, la fuerza iénica y la presencia de
lipidos.

Espesamiento. La viscosidad de las suspensiones de proteinas del suero en
estado nativo decrece a temperaturas entre los 30 y 65 °C, presentando un valor
minimo alrededor de su punto isoeléctrico (pH 4,5). Sin embargo, la viscosidad de
estas suspensiones se incrementa notablemente a temperaturas superiores alos 70 °C

debido ala desnaturalizacion y/o agregacion de las proteinas.
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Ademas, las proteinas del suero se caracterizan por poseer un elevado valor
nutricional, debido a que posee altos contenidos de lising, triptéfano y aminoacidos
azufrados que conforman una importante proporcion de aminoacidos esenciales, es

decir aguellos que no son producidos por €l organismo.

Todas estas caracteristicas permiten que las proteinas del suero puedan ser
utilizadas como suplemento alimentario o como ingrediente en la elaboracion de

alimentos.

1.4. Productos comer ciales a base de proteinas del suero

Los productos en polvo a base de proteinas del suero que se comercializan
comunmente son los aislados (WPI) y los concentrados (WPC). Estos productos
difieren tanto en la materia prima de origen como en el proceso de elaboracion y
consecuentemente en su composicion (McDonough y col., 1974; Morr, 1985; de Wit
y col., 1986; Morr y Foegeding, 1990; Huffman, 1996). Los WPC tienen porcentajes
de proteina que varian entre 30% y 85%, mientras que los WPI tienen contenidos de
proteina mayores a 90%. El proceso de elaboracion de los WPl posee mayor
cantidad de etapas e implica costos energéticos elevados, por esta razon los WP
tienden a ser utilizados en aplicaciones mas especificas que los WPC (Bryant y

McClements, 1998).

La mayoria de las empresas lacteas de nuestro pais se dedican a la
concentracion y secado de proteinas del suero, ya sea utilizando la capacidad de las

plantas productoras de leche en polvo o empleando plantas exclusivamente disefiadas
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para la produccion de suero. Las principales empresas productoras de proteinas del
suero en polvo en e pais son Mastellone Hnos S.A., SANCOR C.U.L., Molfino
Hnos. SAA., Milkaut SA., Veronica S.A. y Sucesores de Alfredo Williner SA. La
primera esta radicada en Buenos Aires, la segunda esta distribuida en el pais con
varias plantas en las provincias de Santa Fe y Cordoba, mientras que las cuatro
Ultimas estan localizadas exclusivamente en Santa Fe. Argentina se encuentra entre
los principal es paises productores y exportadores de proteinas del suero en polvo. En
el periodo comprendido entre los afios 1996 y 2005 se registrd un marcado aumento
de |as exportaciones de este producto, siendo Brasil € principal pais de destino. En €
ano 2007, la exportacion de proteinas del suero en polvo constituy6 cerca del 14%
del total de los productos lacteos exportados (SAGPyA, 2007). Los productos mas
comercializados en € mercado interno son los WPC gue poseen un contenido de

proteina entre 35% y 40%.

En & caso especifico del WPC con un 35% de proteina (WPC35), las etapas de

elaboracion se describen a continuacion.

Filtracion y centrifugacion. El suero que se extrae de las tinas de elaboracion
de quesos se lo somete a una filtracion para eliminar restos de cugada y a una
centrifugacion para eliminar parte de la grasaresidual. El suero purificado se enfriaa

5 °Cy selo amacena en tanques de acero inoxidable aislados.

Pasteurizacion y concentracion. El suero almacenado se pasteuriza por medio
de un proceso HTST (alta temperatura-corto tiempo) y Se concentra por

ultrafiltracion hasta una concentracion aproximada de 11% a 15 % de solidos totales.
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El subproducto obtenido se enfria hasta unatemperatura de 8 °C y luego se almacena

en tanques.

Evaporacion y secado. El subproducto amacenado se concentra por medio de
evaporacion a vacio hasta llegar a una concentracion de solidos totales del 45% y
luego se seca por medio de un sistema spray. El contenido de humedad de las
particulas obtenidas se agjusta haciéndolas pasar por un vibrofluidificador,
obteniéndose de este modo e WPC35 final que se envasa para su almacenamiento y

posterior comercializacion.

Especificamente, existen productos en polvo patentados a base de proteinas del
suero (Simplesse®, Dairy-Lo™) que fueron desarrollados con el objetivo de imitar
algunas propiedades funcionales propias de la grasa en los alimentos a |os cuales son
adicionados (Singer, 1996). En general, consisten en concentrados de proteinas del
suero con contenidos de proteina entre 35% y 54%, en donde las proteinas fueron
previamente desnaturalizadas por medio de tratamientos térmicos controlados. En €l
caso especifico del Simplesse®, luego de la desnaturalizacion por calor a
temperaturas entre 90 y 120 °C durante tiempos que pueden variar entre 5 min a4 s,
el concentrado es sometido a un proceso mecanico de microparticulacion. Dicho
proceso consiste en la aplicacion de tensiones de corte utilizando intercambiadores
de calor de placas (5000 a 40000 s*) u homogeneizadores de alta presion (750 a
1000 bars). De este modo, se obtienen agregados proteicos esféricos y uniformes de

un didmetro medio de 1 um (Singer y col., 1988).
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1.5. Utilizacion de proteinas del suero en la elaboracién de quesos

Como se menciono anteriormente, las proteinas del suero pueden ser utilizadas
como suplemento alimentario o como ingrediente en la elaboracién de diversas
variedades de alimentos. Algunos egemplos que se pueden mencionar son los
productos de ato valor agregado como aimentos para infantes, alimentos para
deportistas, helados y quesos (Rodriguez, 1998; Welty y col. 2001; Pereyra Gonzéles

y col., 2003; Banks, 2004; Delgado Andradey col., 2006).

La elaboracion de quesos es esencialmente un proceso de deshidratacion donde
la grasa y las caseinas de la leche se concentran hasta 10 veces a expensas de la
eliminacion de las proteinas del suero, la lactosa y las sales minerales. La
incorporacion de proteinas del suero en la elaboracion de quesos tiene por objetivos
mejorar €l valor nutricional y la textura de los productos, ademés de la eficiencia
econdémica de la producciéon. Esto se debe a que por medio de ésta técnica, se
incrementa e porcentgje y la calidad de las proteinas presentes, se otorgan
propiedades funcionales especificas a los quesos y se aumenta la capacidad de

retencion de agua de la cugjada (Hinrichs, 2001).

Las etapas principales involucradas en la elaboracién de quesos tradicionales
son seleccion y pre-tratamiento de la leche, acidificacion, coagulacion, desuerado,

moldeado, prensado, salado y maduracién (Fox, 1987).

Seleccion y pre-tratamiento de la leche. La leche seleccionada debe ser de alta
calidad tanto microbiolégica como quimica. Ademés, debe ser pasteurizada para

evitar riesgos sanitarios y lograr un queso de calidad més uniforme.

10
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Acidificacion. Consiste en un desarrollo progresivo de la acidez durante las
primeras 24 hs. La misma es una etapa clave en la elaboracion del queso debido a
que la actividad del coagulante y la sinéresis dependen del valor de pH acanzado.
Esta etapa se produce por € agregado del fermento (bacterias productoras de écido
lactico seleccionadas) a la leche pasteurizada, siendo los mas utilizados el
Lactococcus lactis subesp lactis, Lactococcus lactis subesp cremoris, Streptococcus

thermophilusy Lactobacillus spp.

Coagulacion. Se basa en la precipitacion de las caseinas de la leche para
formar un gel ya sea por medio de coagulacion acida, por un efecto combinado de
acidificacion y calentamiento o por coagulacion enzimética. En el Ultimo caso, se
utiliza un coagulante que contiene mayoritariamente quimosina (cugo) que produce
la hidrdlisis selectiva de la k-caseina en € enlace Phe(105)-Met(106), formando la
para-k-caseina y los glicomacropéptidos. Luego, se produce la agregacion de las
micelas de caseina en presencia de calcio a temperaturas mayores de 20 °C para

formar el coégulo (Fox, 1987).

Desuerado, moldeado, prensado y salado. Para producir € desuerado o
sinéresis, se corta €l codgulo formado y se obtiene de esta forma la cugjada que
posteriormente se coloca en moldes y en algunos casos en una prensa antes del
salado. El método més frecuentemente utilizado para €l salado de los quesos consiste
en la inmersién en salmuera luego del moldeado. Durante dicho proceso, el NaCl
difunde desde la salmuera hacia la matriz acuosa del queso y el agua difunde hacia la
superficie del queso. Debido a que este fendmeno es relativamente lento, se observa

un perfil no uniforme de la concentracion de NaCl al finalizar la etapa de salado

11
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(Geurts y col., 1974). La sal determina la actividad de agua, ejerce control sobre €l
crecimiento microbiano y la actividad enzimatica y ademas define el desarrollo del

aromay sabor de los quesos (Guinee, 2004).

Maduracion. En esta etapa se experimentan la mayoria de los cambios en las
propiedades fisicoquimicas y estructurales del queso que le otorgaran a cada variedad
su flavor y textura caracteristicos. Estos cambios se llevan a cabo mediante
complegjas series de reacciones bioquimicas como la lipdlisis, la hidrélisis de la
lactosay la hidrdlisis de las caseinas (protedlisis) y por medio de procesos difusivos
como por ggemplo & delasal. Lamaduracion puede durar desde algunos meses hasta
incluso afos dependiendo de la variedad de queso. Por este motivo, la temperatura y
el tiempo de maduracion acttan como reguladores de las transformaciones quimicas
y fisicas que ocurren en e queso, contribuyendo de este modo a las caracteristicas

del producto final.

L as tecnol ogias desarrolladas con €l objetivo de incorporar proteinas del suero
en la elaboracién de quesos consisten en la modificacion de algunas de las etapas
involucradas en e proceso de elaboracion tradicional descriptas anteriormente.
Dichas modificaciones dependerdn del tipo de queso y de la textura deseada

(Hinrichs, 2001).

Recirculacion del suero. El suero proveniente de la elaboracion de los quesos
se concentra por medio de ultrafiltracion, se le realiza un tratamiento térmico en
condiciones controladas y se lo incorpora a la leche junto con € cugjo o después de

la etapa de acidificacion con € fermento (Hinrichs, 2001).

12
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Proceso Thermoquark®. La leche que seré destinada a la el aboracion de quesos
se trata térmicamente a alta temperatura para lograr la desnaturalizacion y/o
agregacion de las proteinas del suero y se concentra por medio de centrifugacion

(Hinrichs, 2001).

Proceso Centriwhey® El suero proveniente de la elaboracion de quesos se
trata a altas temperaturas y se lo acidifica para producir la precipitacion de las
proteinas. Este precipitado es incorporado a la leche que se emplearq en la

elaboracion del queso (Bylund, 1995; Punidadasy col., 1999).

Incorporacion de productos comerciales a base de proteinas del suero. Se
incorpora a la leche ingredientes a base de proteinas del suero (Simplesse®, Dairy-
Lo™) que se comercializan como aditivos imitadores de grasa y que son utilizados

parala elaboracion de quesos magros.

En los quesos magros, la disminucion del contenido de grasa causa defectos
texturales, funcionales y sensoriales. La grasa aporta suavidad a la textura y
contribuye al flavor de los quesos tradicionales. En los quesos magros las caseinas
juegan el rol mas importante en el desarrollo de la textura. Por este motivo, esta
variedad de quesos suele presentar una estructura mas firme y gomosa en
comparacion con la de un queso tradiciona (Mistry, 2001). De esta forma, € uso de
aditivos imitadores de grasa en € proceso de elaboracion de quesos magros es una
estrategia Util para mejorar su textura (Rodriguez, 1998; Mistry, 2001; Banks, 2004).
Esto se debe a que cuando estas particulas de agregados de proteinas del suero se

insertan dentro de los poros de la red de caseina, se comportan de manera similar a

13
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los glébulos de grasa otorgando la sensacion de lubricidad y cremosidad (Singer,

1996; Rodriguez, 1998; Banks, 2004).

Todas las metodologias descriptas anteriormente tienen en comun que las
proteinas del suero incorporadas se encuentran en estado desnaturalizado o formando
agregados, debido a gque de esta forma las mismas podran interaccionar con las

caseinas y quedaran retenidas en lamatriz del queso (Baldwiny col., 1986).

De acuerdo al Cddigo Alimentario Argentino (CAA, 2006), no existen
condiciones vigentes que regulen la incorporacion de proteinas del suero en la

elaboracion de quesos.

1.6. La congelacion de alimentos

El proceso de congelacion (congelacion, amacenamiento del producto
congelado y descongelacion) es un tratamiento que ha sido tradicionalmente
utilizado en la conservacion de una gran variedad de ingredientes y alimentos

elaborados.

El fundamento béasico de este proceso se basa en la disminucién de la
temperatura del producto (generalmente entre -20 y -30 °C), produciendo un cambio
de fase que solidifica el agua libre durante el proceso. La formacion de hielo genera
un incremento en la concentracion de sdlidos solubles, provocando una disminucion
en la actividad de agua del producto (Blond y Le Meste, 2004). De esta forma, se

inhibe la actividad microbiana y enzimatica generando un estado de latencia y se

14
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disminuye la velocidad de las reacciones bioquimicas, logrando un aumento en el

tiempo de lavida util del alimento.

El proceso de congelacion ha sido investigado como un posible método para
conservar suspensiones de proteinas del suero concentradas (Bhargavay Jelen, 1995)
y fue sugerido por muchos autores como alternativa para extender la vida util de
quesos (L uick, 1977). En este Ultimo caso, resulta interesante la posibilidad de utilizar
dicho proceso como método para prolongar la vida Util de quesos blandos que poseen
cortos periodos de maduracion, pudiéndose fomentar su exportacion a lugares

distantes en estado congelado.

No obstante, la utilizacion de este méodo de conservacion produce
modificaciones tanto quimicas como fisicas en los alimentos. En algunos casos,
dichas modificaciones pueden disminuir la calidad de los productos mientras que en

otros casos pueden mejorarla.

Las modificaciones quimicas estan relacionadas con el grado de redistribucion
de los solutos dentro del producto debido a la formacién de hielo con la remocion
progresiva del calor. El hielo se forma primero en la superficie del aimento,
generando un frente movil que se desplaza desde la periferia hacia €l centro del
producto. Debido a que la fase hielo consiste en agua pura, los solutos presentes en la
fase acuosa (iones, azlicares y é&cidos) son desplazados desde el frente de hielo mévil
y forman regiones de mayor concentracion localizadas frente alainterfase agua-hielo
y entre los cristales de hiddo (Reid y Yan, 2004). Este fendmeno de
crioconcentracion, esta asociado a cambios en € pH, la fuerza idnicay la presion

osmética que puede producir desnaturalizacion y/o agregacion de las proteinas,
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destruccion de membranas celulares, cambios en la textura y en las propiedades
reologicas de los productos congelados. Las modificaciones fisicas estan
directamente relacionadas con laformacién del hielo, ya que el aumento del volumen
producido por e cambio de fase afecta mecanicamente la estructura de los alimentos

(Reid y Yan, 2004).

En las suspensiones de proteina del suero sometidas al proceso de congelacion,
las proteinas pueden interaccionar y agregarse para formar estructuras que
permanecen estables luego de la descongel acion, otorgando una textura caracteristica
a las suspensiones que posibilita su utilizacion en determinados alimentos (Lawrence

y col., 1986; Tamaki y col., 1991).

En los quesos, la formacion de hielo puede causar la ruptura de la estructura
proteica y el dafio celular del las bacterias, provocando liberacion de enzimas
proteoliticas a medio que aumentan la velocidad de maduracion (Verdini y col.,
2002, Gravier y col., 2004). Especificamente en los quesos magros, la ruptura de la
estructura casearia producida por €l proceso de congelacion podria contribuir a

mejorar su textura, disminuyendo la firmeza caracteristica de estos quesos.

16



Capitulo 2

OBJETIVOS



Capitulo 2. Objetivos

El aprovechamiento del suero procedente de la elaboracion de quesos tiene una
especial importancia econémica para las industrias lacteas de nuestro pais. Por este
motivo, existe un gran interés en la realizacion de investigaciones que permitan
ampliar los conocimientos referidos a las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de
las proteinas del suero que pueden ser utilizadas como ingrediente en la elaboracion
de alimentos. No obstante, €l interés también se extiende a la realizacion de estudios
dedicados a caracterizar el comportamiento fisicoquimico y reoldgico de alimentos
elaborados con proteinas del suero, en particular aquellos que posean un alto valor
agregado como es el caso de los quesos. Esto se debe a que cada alimento constituye
una matriz altamente compleja que tendra un comportamiento propio y que no estara
dado necesariamente por la suma del comportamiento de cada uno de sus

ingredientes.

El proceso de congelacion es uno de los métodos de conservacion de
ingredientes y de aimentos procesados mas ampliamente utilizados por ser
relativamente simple de redlizar, pero la formacién de cristales de hielo puede
producir modificaciones en las condiciones del medio que afectan la calidad de los
productos. Debido a este fendmeno, resulta motivo de interés e estudio de los
efectos producidos por e proceso de congelacion sobre las propiedades
fisicoguimicas y reolégicas tanto de ingredientes como de productos elaborados con

proteinas del suero.
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Por lo tanto, €l objetivo general de esta Tesis fue:

Estudiar €l efecto del proceso de congelacién sobre las caracteristicas
fisicas y quimicas de sistemas alimentarios (suspensiones y un queso blando

magr o) elaborados con proteinas del suero.
Ademas, |os objetivos especificos fueron:

v Estudiar € efecto del proceso de congelacién sobre el contenido de proteina
gue se desnaturalizé y/o que formo agregados (mediante estudios cinéticos) y
sobre las propiedades reoldgicas (mediante barridos de frecuencia dentro de la

region de viscoelasticidad lineal) de suspensiones de proteinas del suero.

v'  Estudiar € efecto del proceso de congelacion sobre las propiedades
fisicoquimicas (contenido de humedad, pH, concentracién de sal, proteina total
e indice de maduracion) y reologicas (mediante barridos de frecuencia dentro
de la region de viscoelasticidad lineal) de un queso blando magro elaborado

con proteinas del suero.

v’ Caracterizar € comportamiento reolégico de los sistemas alimentarios en
estudio teniendo en cuenta los efectos producidos por e proceso de
congelacion, mediante la aplicaciéon del Principio de Superposicion Tiempo-

Temperaturay del modelo de Maxwell.
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Capitulo 3. Fundamentos Tedricos

3.1. Suspensiones de proteinas del suero

3.1.1. Estados conformacionales de las proteinas del suero y su relacion con la

desnaturalizacién y la agregacion

La funcionalidad de las proteinas del suero se encuentra determinada por la
naturaleza de su estructura molecular y por las interacciones que pueden producirse
entre las mismas. Algunos tipos de interacciones moleculares que gobiernan el
estado conformacional y, por lo tanto, la desnaturalizacion y la agregacion de las
proteinas del suero en medio acuoso son las fuerzas de van der Waals, las
interacciones hidrofobicas, las interacciones electrostaticas, las uniones puente
hidrégeno, las fuerzas de hidratacion, las uniones disulfuro y la entropia

configuracional (Bryant y McClements, 1998).

En medio acuoso, las proteinas del suero pueden existir en estado nativo o
desnaturalizado. En su estado nativo, dichas proteinas poseen una conformacién
relativamente compacta, globular y organizada mientras que en su estado
desnaturalizado poseen una conformacion mas aleatoria y desordenada. Por ejemplo,
la fuerzas hidrofobicas son algunas de las fuerzas responsable del estado nativo de la
molécula de proteina del suero y la entropia configuracional es una de las fuerzas que
favorece el estado desnaturalizado de la misma. Esta ultima estd asociada a un gran
numero de estados conformacionales que una proteina desnaturalizada puede adoptar

en relacion a su estado nativo.

Las proteinas del suero adoptan una determinada conformacion dependiendo

de las condiciones del medio (pH, fuerza idnica, temperatura, composicion del
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solvente, etc.) que influirdn en el delicado balance que existe entre las fuerzas
intervinientes. Por ejemplo, a temperaturas relativamente bajas (menores a 65 °C)
puede predominar las fuerzas hidrofébicas favoreciendo el estado nativo, mientras
que a temperaturas mas elevadas puede prevalecer la entropia configuracional que
favorece el estado desnaturalizado. Cada proteina del suero posee una temperatura
caracteristica de desnaturalizacion. Por ejemplo, en la [-lactoglobulina la
desnaturalizacion ocurre por encima de los 78 °C mientras que en la a-

lactoalblimina, la misma se produce a temperaturas superiores a los 62 °C (Bryant y

McClements, 1998).

A su vez, las proteinas del suero pueden formar agregados o permanecer como
moléculas individuales en solucion dependiendo de las condiciones del medio. A
bajas temperaturas y a valores de pH superiores a su punto isoeléctrico, las proteinas
del suero en estado nativo existen como moléculas individuales cargadas
eléctricamente con sus sitios hidrofobicos localizados en su interior. Estas moléculas
no se agregan debido a que poseen repulsiones electrostaticas relativamente elevadas
entre ellas. Cuando dichas proteinas son tratadas térmicamente por encima de su
temperatura de desnaturalizacion se despliegan parcialmente permitiendo la
exposicion de los sitios activos no polares. En ausencia de sal, las proteinas del suero
desnaturalizadas pueden permanecer separadas debido a la elevada repulsion
electrostatica. En cambio, cuando la concentracion de sal se incrementa, dicha
repulsion disminuye permitiendo la formacion de uniones hidrofébicas en cada punto
de la superficie de la molécula. Este fendmeno permite la formacién de agregados

que a su vez pueden interaccionar entre si por medio de uniones disulfuro inter e
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intra moleculares (Bryant y McClements, 1998). Cuando la concentracion de
proteina supera un valor critico, los agregados de proteinas del suero pueden formar
una red tridimensional que posee una gran capacidad de retencion de agua
denominada gel. En cambio, a concentraciones por debajo de este valor critico, los

agregados pueden permanecer solubles en las suspensiones (Figura 3.1).

—_—
Desnaturalizacion \
Agregacion
Gel
«——
Concentracion

alta de proteina

Agregado

Agregados ﬁﬁ @ / |
solubles Concentracion
@ 2 baja de proteina

Figura 3.1. Esquematizacion de la desnaturalizacion y la agregacion de las proteinas
del suero cuando son tratadas térmicamente. Modificado de Aguilera (1995).
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3.1.2. Suspensiones de proteina del suero que contienen proteina que se
desnaturaliz6 y/o que formdé agregados y cinética global de

desnatur alizacién-agr egacion

Las suspensiones de proteina del suero que contienen agregados solubles, o
dicho de otro modo proteina que se desnaturalizd y/o que formo6 agregados (PDA),
pueden ser utilizadas como ingrediente en la elaboracion de alimentos debido a que
poseen propiedades funcionales especificas. Tanto Vardhanabhuti y Foegeding
(1999) como Mleko y Foegeding (1999) han estudiado la posibilidad de utilizar esta
clase de suspensiones como agente espesante, debido a que poseen una viscosidad
similar a las soluciones de hidrocoloides. Ademas, otros estudios publicados indican
que las suspensiones de proteinas del suero que contienen PDA tienen la capacidad
de gelificar a temperatura ambiente por medio de la adicion de NaCl o CaCl,
(Kulmyrzaev y col., 2000; Bryant y McClements, 2000a) o luego de la disminucion

del pH (Abd El-Salam y El-Etriby, 1996).

El contenido de PDA que poseen las suspensiones de proteina del suero puede
ser cuantificado por medio de la precipitacion isoeléctrica a pH 4,6. Esta
metodologia fue utilizada por diversos grupos de investigacion para estimar el grado
de desnaturalizacion y/o agregacion de las proteinas del suero (Li-Chan, 1983; Morr,
1990; Law y Leaver, 1997; Anandharamakrishnan y col., 2008; Meza y col., 2009).
Dicha técnica consiste en la separacion a pH 4,6 de dos fracciones: una soluble (que
se corresponde con el contenido de proteina del suero en estado nativo) y otra
insoluble (correspondiente al contenido de proteina que se desnaturalizd y/o que

formo agregados). Luego, el contenido de proteina total en la fraccion soluble puede
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determinarse por medio de algiin método analitico como por ejemplo Kjeldahl (Morr,
1990) o por medicidn espectrofotométrica (Giroux y Britten, 2004). De esta forma, el
contenido de PDA se estima por diferencia entre el contenido de proteina total y el
contenido de proteina cuantificado en la fraccion soluble a pH 4,6 (Morr, 1990; Meza

y col., 2009).

Se ha publicado que, durante la separaciéon de las fracciones soluble e
insoluble, los pardmetros relacionados con la etapa de centrifugacion (velocidad y
tiempo) pueden producir diferencias en los porcentajes de proteinas que permanecen
en cada fraccion. Roufik y col., (2005) analizaron las fracciones solubles a pH 4,6 de
diferentes muestras de WPC por medio de cromatografia de exclusion por tamafio de
alta eficiencia y encontraron que un porcentaje correspondiente a una fraccion de los
agregados de proteina del suero permanecid soluble a pH 4,6. Los autores observaron
que cuando se incrementd la velocidad de centrifugacion (20.000 a 48.000g) y el
tiempo (15 a 45 min), el porcentaje de agregados que permanecié en la fraccion
soluble disminuy6 pero no desapareci6. Por lo tanto, los autores concluyeron que
puede ser habitual la presencia de un pequefio porcentaje de agregados de proteina
del suero que permanezcan en la fraccion soluble a pH 4,6. No obstante como se
menciond anteriormente, esta metodologia fue ampliamente utilizada por diversos

grupos de investigacion.

La variacion del contenido de PDA en sistemas alimentarios, como por
ejemplo en leche, fue investigada por diversos autores. Law y Leaver (1997)
analizaron el efecto de la concentracion de proteina sobre la desnaturalizacion de las

proteinas del suero en muestras de leche descremada tratada térmicamente a 80 °C

25



Capitulo 3. Fundamentos Tedricos

durante 0,5, 5, 10, 15 y 20 min. Los autores estudiaron la variacion del contenido de
PDA determinada en base a la pérdida de la solubilidad de las proteinas del suero a
pH 4,6. Ademas, Law y Leaver (2000), estudiaron el efecto del pH (5,2 a 8,8) sobre
la desnaturalizacion de las proteinas del suero en leche descremada. Para la
realizacion de este trabajo, las muestras de leche se trataron térmicamente a 80 °C
durante diferentes tiempos (0,5 a 20 min) y entre los analisis realizados se evalu¢ la
variacion del contenido de PDA determinada también en base a la pérdida de

solubilidad a pH 4,6.

Para la obtencion de suspensiones de proteina del suero que contienen PDA se
deben realizar tratamientos térmicos en condiciones controladas de concentracion de
proteina, temperatura y tiempo de calentamiento. Dichas variables del proceso
pueden ser relacionadas por medio de una constante cinética de desnaturalizacion y/o
agregacion. De esta forma, un determinado contenido de PDA puede predecirse y
estimarse conociendo los modelos matematicos y las constantes de reaccion. Se han
publicado numerosos trabajos dedicados a estudiar las cinéticas de desnaturalizacién
y de agregacion de las proteinas del suero en diferentes medios, tales como leche,
permeado de queso, WPC, WPI y proteina aislada mediante la mediciéon de la
disminucién en el tiempo de la concentracion de la B-lactoglobulina tomada como
proteina de referencia (de Wit, 1990; Hines y Foegeding, 1993; Anema y McKenna,
1996; Hoffman y van Mil, 1997; Law y Leaver, 1997; Verheul y col., 1998; Chen y
col., 1998; Le Bon y col., 1999b; Anema, 2000; Law y Leaver, 2000; Tolkach y col.,

2005).
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En todos los casos, la descripcion matemdtica de las cinéticas de
desnaturalizacion y de agregacion se ha obtenido por medio de la integracion de la

siguiente ecuacion de reaccion:

--§9::kncn 3.1
dt

o\

(c:] =1+(n-1)k,C," ™ t=1+(@n-1)kt 3.2
0

donde n es el orden de reaccion, k, es la constante de reaccion, C es el contenido de
proteina que varia con el tiempo t, Cy es el contenido inicial de proteina y k es la
constante aparente de reaccion calculada como el producto de la constante de

reaccion verdadera (k,) y una funcién del contenido inicial de proteina (Co ™).

Cuando el orden de reaccion es igual a 1, la integracion de la Ecuacion 3.1

queda expresada de la siguiente forma:

C
In| ~ | =kt 3.3
(COJ 1

donde k; es la constante de reaccion para un orden igual a uno.

Ademas, la dependencia de las constantes de reaccion con la temperatura puede

describirse por medio de la ecuacion de Arrhenius:
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k. =Aexp| - E, 3.4
RT

In(k.)=1In (A)+(— EJ@ 35

donde A es un factor de frecuencia, E, es la energia de activacion, R es la constante

universal de los gases y T es la temperatura absoluta.

En la reaccion de desnaturalizacion de la B-lactoglobulina, existe un equilibrio
reversible entre las moléculas en estado nativo y desnaturalizado que sigue una
cinética de orden 1. Durante la misma se produce la exposicion de los grupos tiol que
se encontraban en el interior de la molécula de proteina, volviéndose reactivos (de la
Fuente y col.,, 2002b). En la reaccién de agregacion, se produce la reaccidon
irreversible entre dos moléculas de B-lactoglobulina desnaturalizada que sigue una
cinética de orden 2. La reaccién global de desnaturalizacion-agregacion posee un
orden que se encuentra entre 1 y 2, dependiendo de la relacion existente entre las

velocidades de reaccion de cada uno de los dos pasos (Verheul y col., 1998).

Teniendo en cuenta que la B-lactoglobulina es la proteina que se encuentra en
mayor proporcion, a menudo se acepta que sus caracteristicas dominan el
comportamiento de las suspensiones de proteina del suero (de la Fuente y col.,
2002b). Sin embargo, la reaccion global de desnaturalizacidon-agregacion de las
proteinas del suero puede verse afectada por las concentraciones relativas de cada

una de las proteinas presentes. Por ejemplo, la cinética de agregacion de la [-
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lactoalbimina depende de la concentracidon de a-lactoglobulina que se halle presente

en el medio (Van Mil y Roef, 1993, Dalgleish y col., 1997).

Se han encontrado escasos trabajos dedicados a estudiar la cinética global de
desnaturalizacion-agregacion de las proteinas del suero teniendo en cuenta la
contribucion de todas las proteinas. Patel y col. (1990) obtuvieron dicha cinética
mediante la utilizacion de calorimetria diferencial de barrido. Los autores analizaron
suspensiones con un 10% de WPC producidos a partir de sueros provenientes de la
elaboracion de quesos Cheddar con diferentes porcentajes de grasa. El pH natural de
las suspensiones fue de 6,34 a 6,38 y el rango de temperatura analizado fue de 60 a
90 °C. Los autores obtuvieron un orden de reaccion que vari6 entre 1,3 y 1,5 y una

energia de activacion en el rango de 217 a 251 kJ/mol.

Los fendmenos de desnaturalizacion y agregacion de las proteinas del suero
pueden ser afectados por las concentraciones de las sales minerales y de la lactosa
presentes en el medio. Por un lado se ha publicado que el calcio aumenta la
susceptibilidad de las proteinas del suero a la desnaturalizacion, ya que este mineral
puede formar uniones entre péptidos adyacentes contribuyendo a la formacion de
agregados (de Wit, 1981; Xiong y col., 1993; Hongsprabhas y Barbut, 1997). Por
otro lado, la lactosa tiene un efecto protector debido a que los azlcares tienden a
mantener o incrementar la hidratacion de las moléculas de proteina, contribuyendo a
aumentar su estabilidad (de Wit, 1981; Bernal y Jelen, 1985; Garret y col., 1988).
Ademas, la susceptibilidad de las proteinas del suero frente a la desnaturalizacion y
la agregacion por calor decrece cuando el contenido de solidos totales de las

suspensiones se incrementa (de Wit, 1981).
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En conclusion, el comportamiento de las proteinas del suero en medio acuoso
frente a un determinado tratamiento térmico dependerd de las variables del proceso
(contenido de proteina total, temperatura y tiempo de calentamiento) y de la

composicion del producto utilizado (WPC, WPI, etc.).

3.2. Quesos elabor ados con proteinas del suero

3.2.1. Cambios fisicoquimicos y estructurales experimentados durante la

maduracién de quesos

Durante la maduracidn, se experimentan la mayoria de los cambios en las
propiedades fisicoquimicas y estructurales del queso que le otorgaran a cada variedad
su flavor y textura caracteristicos. Si bien dichos cambios dependeran del tipo de
queso elaborado, en la mayoria de las variedades se observan variaciones en los

valores de pH, concentracion de sal, contenido de humedad y en la textura.

El pH tiene influencia en la calidad del queso debido a que afecta, entre otros
parametros, al flavor y a la textura (Upreti y Metzger, 2007). Por ejemplo, valores de
pH menores 5,0 provocan defectos en la etapa de desuerado e incrementan la

velocidad de la proteolisis (Lucey y Fox, 1993).

Los cambios en los valores de pH durante la maduracion se deben en gran parte
a la hidrolisis de la lactosa. Dichos cambios se encuentran determinados por un
balance entre la produccion de acidos organicos que causa la disminucién del pH y la
capacidad buffer del queso que resiste esta disminucion. Las bacterias lacticas

fermentan la lactosa residual formando acidos orgéanicos de cadena corta solubles en
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. . ., . + . . . .,
agua que por disociacion liberan H' y aniones, causando una disminucion en el pH.
La capacidad buffer del queso estd relacionada con los constituyentes proteicos e
inorganicos (acidos débiles, bases complejos de iones metalicos) presentes en los

quesos (Lucey y Fox, 1993).

Otro de los procesos que ocurre durante la maduracion es la variacion en la
concentracion de sal en el queso. La misma determina la actividad de agua, ejerce
control sobre el crecimiento microbiano y la actividad enzimatica y define el
desarrollo del aroma y sabor del queso. Ademads la concentracion de sal junto con el
valor de pH y el nivel de calcio, poseen un efecto en la hidratacion de la para-caseina
que determina la capacidad de absorcion de agua de la red de caseina, la tendencia a

la sinéresis y las caracteristicas texturales y reoldgicas de los quesos (Guinee, 2004).

Geurts y col. (1974) citado por Guinee (2004) propusieron que la penetracion
de sal dentro del queso y la consiguiente migracion de agua hacia el exterior del
mismo puede ser descripta como un proceso netamente difusivo. Durante la
maduracion, la sal difunde hasta alcanzar un valor de concentracion uniforme en todo
el queso. Las moléculas de NaCl y H,O se mueven en respuesta a sus respectivos
gradientes de concentracion, pero la velocidad de difusion es mucho menor que la
correspondiente a la solucion pura. Este fendmeno se debe por un lado a que el agua
presente en el queso se encuentra dentro de una red de proteinas que contiene
glébulos de grasa y solidos disueltos y por otro lado a que parte del agua se
encuentra ligada a las proteinas, no encontrandose disponible para la difusion.

Ademas, el tiempo que transcurre en efectuarse dicho fendmeno variara dependiendo
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de las caracteristicas propias de cada queso, de la geometria y de las dimensiones del

mismo.

Como puede observarse, la textura y el flavor del queso durante la maduracion
se encuentran influenciados por las modificaciones producidas en las propiedades
fisicoquimicas anteriormente mencionadas. No obstante, la proteolisis es el
fendmeno que se encuentra mas relacionado a los cambios en la textura del queso,
debido principalmente a la hidrélisis de las caseinas y a la disminucién de la
actividad acuosa que se produce por un aumento en la cantidad de grupos carboxilo y
aminoacidos que pueden unirse a las moléculas de de agua (Sousa y col., 2001).
Ademas, durante la proteolisis se produce la formacion de péptidos y aminoacidos

libres que contribuyen a la formacion del sabor y aroma caracteristico del queso.

La actividad proteolitica en el queso durante la maduracion se encuentra
determinada por el tipo y cantidad de enzima del coagulante residual presente, la
presencia de proteasas nativas de la leche, la concentracion de sal, el contenido de
humedad, la temperatura de almacenamiento y los cambios experimentados en el pH

(Lawrence y col., 1987).

En la mayoria de los quesos, la hidrélisis inicial de las caseinas durante la
maduracién comienza por medio de la accion de la enzima del coagulante residual
(quimosina) y en menor grado por una enzima nativa presente en la leche (plasmina),
produciendo la formacion de péptidos grandes (insolubles en agua) e intermedios
(solubles en agua). La quimosina tiene su principal actividad sobre la as;-caseina y

B-caseina, produciendo as;-I-caseina y [-I-caseina. La plasmina actla
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principalmente sobre la ag-caseina y la B-caseina (Fox y McSweeney, 1996).
Posteriormente, los péptidos intermedios son degradados por medio de la accion de
las proteasas provenientes del fermento inicial (Lactococcus spp., Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus spp.). Por ultimo, las peptidasas que se encuentran
también presentes en el fermento inicial producen la formacion de péptidos pequefios
y aminoacidos que contribuye a la formacion del flavor del queso (Sousa y col.,

2001).

Las propiedades fisicoquimicas y estructurales que son utilizadas para evaluar
la calidad de los quesos y que son modificadas durante la maduracion, pueden ser
medidas de manera objetiva mediante andlisis quimicos y fisicos (determinacion de
pH, determinacion de la concentracion de sal, cuantificacion del grado de protedlisis,
determinacion de propiedades viscoelasticas lineales, etc.), pudiéndose corroborar en

muchos casos a través de ensayos sensoriales subjetivos.

En el caso especifico del grado de proteodlisis, varios autores han estudiado
diversos métodos que permiten no solo la cuantificaciéon, sino también la
identificacion de los compuestos resultantes partiendo de una separacion de las
fracciones nitrogenadas (Rank y col., 1985; Law, 1987; Fox, 1989; Fox vy
McSweeney, 1996; Singh y col., 1994). El método maés utilizado para la separacion
de estas fracciones se basa en la solubilidad de los distintos compuestos en diversos
solventes. Por ejemplo, en la fraccion soluble en agua a pH 4,6 se extraen los
péptidos pequefios y medianos. La relacion entre el porcentaje de nitrogeno de la
fraccion soluble en agua a pH 4,6 y el porcentaje de nitrégeno total del queso,

conocida como indice de maduracion, es utilizado para evaluar el grado de
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proteodlisis primaria en los quesos. Existen otras técnicas complementarias como la
electroforesis o la cromatografia que permiten separar y en algunos casos identificar

los compuestos presentes en las fracciones obtenidas (Sousa y col., 2001).

3.2.2. Quesos elaborados con proteinas del suero y cambios experimentados

durantela maduracién

Se han encontrado en la literatura numerosos trabajos dedicados a estudiar la
utilizacion de las proteinas del suero en la elaboracion de quesos blandos y semi
duros como Mozarella (Roupas y Mead, 2001; Mead y Roupas, 2001), Saint Paulin,
queso tipo Noruego-Suizo y Gouda (Abrahamsen, 1979), Cheddar (Brown vy
Ernstrom, 1982; Banks y col., 1987; Law y col., 1994; Rao y Renner, 1988) y
diversas variedades de quesos magros en donde se adicionaron proteinas del suero
que se desnaturaliz6 y/o que formé agregados (Simplesse”, Dairy-Lo™) como
imitadores de grasa (Fenelon y Guinee, 1997; Ma y col., 1997, Romeih y col., 2002;

Zalazar y col. 2002; Kavas y col., 2004; Koca y Metin, 2004; Sahan y col., 2008).

En todos los casos, la concentracion de proteinas del suero de los quesos una
vez finalizada su elaboracion es relativamente baja. Si se adiciona demasiada
cantidad de estas proteinas a la leche que se utilizara para la elaboracion de queso, el
producto final puede desarrollar en un sabor a suero atipico durante la maduracion y
retendra demasiada agua. De esta manera, para obtener quesos de buena calidad la
cantidad de proteinas del suero que debe adicionarse a los mismos se encuentra
limitada por las especificaciones de contenido humedad y caracteristicas texturales

de cada tipo de queso (Hinrichs, 2001). Los trabajos publicados indican que la
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adicién del producto a base de proteinas del suero (WPC, Simplesse®, Dairy-Lo™,
etc) se realiza en un 1% (Sanchez y col., 1996), 0,1 a 0,4% (Mead y Roupas, 2001),

2,5 a 10% (Abrahamsen, 1979) y 1 a 1,5% (Haque y col., 2007) por peso de leche.

Durante la maduracion, los quesos elaborados con proteinas del suero pueden
experimentar cambios que no son observados en los quesos tradicionales. Por este
motivo, se recomienda el agregado de proteinas del suero solo en quesos que tienen
un corto periodo de maduracion para evitar cualquier efecto indeseable que pueda
ocurrir debido a la presencia de éstas proteinas (Punidadas y col., 1999). Si bien se
han encontrado publicaciones dedicadas a estudiar los cambios en las propiedades
fisicoquimicas y texturales durante la maduracion de numerosas variedades de
quesos elaborados con proteinas del suero, los resultados hallados son

contradictorios.

Abrahamsen (1979) estudid tres variedades de queso elaborados con dichas
proteinas. Por un lado, publicé que durante la maduracion de un queso Saint Paulin
se observd que la proporcion de nitrogeno soluble a pH 4,6 a nitrégeno total
disminuy6 cuando se incremento6 la cantidad de proteinas del suero adicionada. Sin
embargo, no observé diferencias significativas en las propiedades organolépticas de
dichos quesos en comparaciéon con un queso control. Por otro lado, este autor
también publicéd resultados referidos a un queso tipo Noruego-Suizo elaborado con
proteinas del suero en donde, luego de un periodo de maduracion de 3 meses,
observd una pequefia disminucion en el contenido de nitrégeno soluble a pH 4,6 y
una pequena influencia negativa sobre las propiedades organolépticas en

comparacion con un queso control. Abrahamsen (1979) publicé ademéas que en un

35



Capitulo 3. Fundamentos Tedricos

queso Gouda se observd que el contenido de nitrégeno soluble a pH 4,6 disminuyo6
cuando se incrementd el contenido de proteinas del suero, no afectandose
significativamente la firmeza del queso a causa de la incorporaciéon de estas

proteinas.

Brown y Ernstrom (1982) elaboraron un queso Cheddar utilizando un WPC
obtenido por ultrafiltracion y tratado térmicamente. Los autores observaron que
dichos quesos presentaron valores de pH mas bajos que los quesos control. Este
resultado se debid a un crecimiento acelerado de los microorganismos durante la
maduracion, producto del mayor contenido de nitrogeno libre y de lactosa presentes
en el suero adicionado y al elevado contenido de humedad final del queso. Sin
embargo, el queso control y el que contenia proteinas del suero no presentaron

diferencias significativas en el flavor y en la textura.

Santoro y Faccia (1996) estudiaron la proteolisis de quesos blandos
suplementados con proteinas del suero madurados durante 5, 20, 60 y 90 dias. Los
quesos fueron elaborados con un WPC tratado térmicamente durante 5 minutos a 90
°C que fue adicionado a la leche en una relacion volumétrica 1/9. Los autores no
observaron diferencias significativas en el flavor y en la textura de los quesos
elaborados con proteinas del suero en comparacion con quesos control. La [-
lactoglobulina desnaturalizada retenida en la cuajada en estado libre (no unida a la

caseina) no fue alterada al final de la maduracion.

Romeih y col. (2002) analizaron el efecto de la incorporacion de Simplesse® en
la composicion, la protedlisis y en las caracterisiticas sensoriales y texturales de

quesos White-Brined magros. Los resultados publicados indican que en un periodo
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de maduracion de 90 dias, los quesos elaborados con Simplesse® presentaron un
mayor grado de proteolisis en comparacién con los quesos control. No obstante, la
cinética de degradacion de la ag;-caseina y la B-caseina y la evolucion del perfil de
péptidos (determinado por medio de cromatografia liquida de fase reversa) no fueron

afectados por la incorporacién de Simplesse”.

Kavas y col. (2004) estudiaron el efecto de la incorporacion de varios
imitadores de grasa, entre ellos Simplesse” y Dairy-Lo'", sobre las propiedades
quimicas, fisicas y sobre los atributos sensoriales de un queso White-Picked magro.
El grado de protedlisis durante un periodo de maduracion de 90 dias fue determinado
por medio de la medicidn del contenido de nitrogeno en la fraccion soluble en agua a
pH 4,6. Los autores no observaron diferencias significativas en el grado de
protedlisis ni en los valores de pH de los quesos elaborados con proteinas del suero

en comparacion con un queso control.

Haque y col. (2007), estudiaron la influencia del agregado de imitadores de
grasa a base de proteinas del suero que se desnaturalizd y/o que formé agregados
(Simplesse®, Dairy-Lo™) en quesos Cheddar magros durante un periodo de
maduracion de 6 meses. Se observd que los quesos con proteinas del suero
presentaron menores contenidos de nitrogeno soluble a pH 4,6 en comparacion con

los quesos control, indicando un menor grado de protedlisis.

Sahan y col. (2008) analizaron los cambios en la composiciéon quimica, la
protedlisis, la lipdlisis y la textura en quesos Kashar bajos en grasa elaborados con
Simplesse®. Los autores observaron que durante la maduracion, el contenido de

proteina en la fraccion soluble en agua a pH 4,6 y en la fraccion soluble en acido
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tricloroacético aument6 significativamente. No obstante, dichos valores fueron
menores a los obtenidos en los quesos control sin el agregado de Simplesse®,

indicando un menor grado de proteodlisis.

En conclusion, los fendmenos que ocurren durante la maduracién dependeran
del tipo de queso, de la naturaleza de las proteinas del suero adicionadas (WPC,
Simplesse”, Dairy-Lo™, etc) y de las condiciones de almacenamiento, haciéndose

necesario estudiar cada caso en particular.

3.3. Reologiay reometria de sistemas alimentarios

La reologia estudia la deformacion y el flujo de los materiales
fluidodinamicamene complejos (Walters, 1975) y la reometria es el conjunto de
técnicas experimentales empleadas con el objetivo de determinar las propiedades
reologicas de los materiales. Especificamente en la reologia de alimentos, los
materiales de estudio constituyen tanto los ingredientes como los productos

alimenticios elaborados (Steffe, 1996).

Las propiedades reologicas empiricas o subjetivas son utilizadas en la industria
de alimentos con diferentes propdsitos como por ejemplo para el control de la
calidad, la correlacion con propiedades sensoriales y la caracterizacion de productos
alimenticios con estructura muy compleja, no homogénea y no isotropica (frutas,
verduras, etc.). Algunas propiedades reoldgicas empiricas determinadas usualmente
en alimentos son la dureza, la adhesividad, la cohesividad, la fracturabilidad y la

grumosidad.
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Las propiedades reologicas fundamentales son utilizadas en las ecuaciones
constitutivas o de estado para modelar y predecir el comportamiento reoldgico de los
productos, para disefiar procesos y equipos de la industria alimentaria y para inferir
sobre la microestructura de los alimentos. Algunas propiedades reoldgicas
fundamentales determinadas usualmente en alimentos son los modulos elastico y

viscoso, la viscosidad intrinseca y la viscosidad elongacional.

En reometria, uno de los flujos utilizados para realizar las mediciones es el
flujo de corte estacionario o transitorio, como por ejemplo el oscilatorio. Este ultimo
se caracteriza por ser una funcion periodica que varia en el tiempo y tener especial
aplicacion en el estudio del comportamiento reoldgico de alimentos viscoeldsticos.
La representacion de un ensayo realizado por medio de reometria dindmica con una
geometria plato-plato se ilustra en la Figura 3.2. El plato superior se mueve con una
velocidad que varia en el tiempo, existiendo un flujo de corte oscilatorio con una

frecuencia o.

Cuando el movimiento del plato superior es Lsen(wt), la deformacion

oscilatoria aplicada al material que se encuentra dentro de la celda posee la siguiente

expresion (Walters, 1975):

y =7, sen (ot) 3.6

donde vy, representa la amplitud de la deformacion.
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Figura 3.2. Representacion de un ensayo realizado por medio de reometria dinamica
con una geometria plato-plato.

Derivando la Ecuacién 3.6 con respecto al tiempo se puede obtener la velocidad de

deformacion v :

dy _:_d(y,sen(ot)) 37
dt dt '
;,:Yow cos(mt) 3.8

Si o es muy pequefia para considerar que el material se comporta dentro de la

zona de respuesta lineal, la tension de corte producida es:

T=1,sen(wt+0) 3.9

donde 1 representa la amplitud de la tension de corte y  es el angulo de fase entre la

deformacion impuesta y la tension de corte producida.
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Dividiendo 19 y Yo se obtiene el modulo complejo (|G*|) que representa la

resistencia total del material a la deformacion aplicada cuando es considerado un

solido elastico:

|G*|:T_o

3.10
Yo

Si se dividen ambos miembros de la Ecuacién 3.9 por la amplitud de la

deformacion vy, se obtiene:

—=T—°sen(cot+6) 311
Yo Yo

T:(EJCOS@) Yo sen(mt)+(hJ sen(9d) lyococos((nt) 3.12
Yo Yo ®

T=|:[T—OJCOS(8):| 7+HT—OJ sen(4) l} y 3.13
Yo Yo ®

De esta manera, la tension de corte se encuentra determinada por la siguiente

expresion:

T=G'Y+ﬂ'\.( 3.14

G'=(T—°jcos(8) 3.15
Yo
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n’=(T°J sen(8) - 3.16
()]

Yo

donde G' es el modulo eldstico que representa la energia almacenada por ciclo de
deformacion cuando el material es considerado un sélido elastico y n' es la
viscosidad dinamica, que representa la energia cedida en forma de calor por ciclo de

deformacion considerando al material como un fluido viscoso (Steffe, 1996).

La tension de corte puede expresarse ademas de la siguiente forma:

"e

1=G'y+—vy 3.17
®
T
G"=(—°] sen(9) 3.18
Yo

donde G" es el modulo viscoso que representa la energia cedida en forma de calor

por ciclo de deformacion considerando al material como un so6lido eléstico.

Teniendo en cuenta las Ecuaciones 3.10, 3.15 y 3.18 pueden obtenerse otras

expresiones para G'y G":

G'=

G*‘cos(S) 3.19

G"=‘G *‘ sen(d) 3.20

42



Capitulo 3. Fundamentos Tedricos

De esta manera, |G*| puede expresarse como un niimero complejo:

G*=G'+iG" 3.21

G =(G)* +(G")? 3.22

Para un ensayo oscilatorio, la representacion de G', G" y |G*| en el plano

complejo se encuentra representada en la Figura 3.3.

— @ Moddulo complejo (|G*|)
O Modulo elastico (G")
® Moddulo viscoso (G")

Parte imaginaria

Pendiente = &

Parte real

Figura 3.3. Diagrama representativo de los modulos complejo, elastico y viscoso en
el plano complejo (Schramm, 2000).

Otras relaciones utiles que permiten evaluar el comportamiento viscoelastico

de un material son las siguientes:

G" _sen(d)

— tan (&
G " oos(s) (D) 3.23
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G

=" 3.24
donde |n*| es la viscosidad compleja que describe la resistencia total a fluir que
posee un material que es considerado un fluido viscoso y la tan (8) es un valor
adimensional que compara la cantidad de energia cedida durante un ciclo de
deformacion con la energia almacenada en dicho periodo (Ferry, 1970).

Las funciones determinadas por medio de reometria dinamica dependeran de la

frecuencia de deformacion aplicada. De esta forma, el modelo de Ley de Potencia

puede utilizarse para describir la dependencia de G' y G" con la frecuencia (Steffe,

1992):
G'(o)=aon” 3.25
G"(0)=bw’ 3.26

donde ® es la frecuencia de oscilacion, los coeficientes a y b representan las
magnitudes de G' y G" respectivamente a una dada frecuencia (1 rad/s) y los
exponentes X e Yy representan la velocidad de variacion de los modulos con la
frecuencia. Winter y Chambon (1896), quienes analizaron la evolucién de las
propiedades viscoeldsticas de sistemas poliméricos entrecruzados, llegaron a la
conclusion de que en el punto donde se forma una red tridimensional, denominado
punto gel, se cumple que X=y . Un exponente X cercano a cero indica que G' no varia
con la frecuencia, representando el comportamiento de un so6lido viscoeléstico, como

por ejemplo un gel (Resch y Daubert, 2002). La matriz de un gel tiene la
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caracteristica de poseer un alto grado de estructuracidon, por este motivo ejerce una
gran resistencia a la deformacion que se pone en evidencia con una menor velocidad

de variacion de los modulos con la frecuencia.

El modelo de Ley de Potencia es la expresion matematica mas sencilla capaz
de predecir el comportamiento viscoelastico de los materiales. El mismo fue
utilizado por numerosos autores en diferentes sistemas alimentarios, como por
ejemplo quesos (Diefes y col., 1993; Subramanian y col., 2006), suspensiones y geles
de proteinas del suero (Resch y Daubert, 2002; Lizarraga, y col., 2006; Meza y col.,

2009).

3.3.1. Comportamiento reolgico de suspensiones de proteina del suero

Las propiedades reologicas de los polimeros y de los agregados esta
relacionada con el tamafio la forma de las moléculas (Vardhanabhuti y Foegeding,
1999). Por este motivo, una de las variables que condicionard el comportamiento
reoldgico que presentaran las proteinas del suero cuando se encuentran en medio

acuoso sera su estado conformacional.

Por un lado, debido a que las proteinas del suero en estado nativo son
relativamente pequefias y presentan una conformacion compacta y organizada, las
soluciones que las contienen presentan baja viscosidad. Por otro lado, las proteinas
del suero en estado desnaturalizado poseen una conformacién mas aleatoria y
desordenada. Los agregados que se forman a partir de ellas poseen una forma mas
asimétrica y una fraccion volumétrica efectiva mayor que la de las proteinas del

suero en estado nativo. De esta forma, las soluciones que contienen agregados de
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proteinas del suero solubles, o dicho de otro modo PDA, presentan una mayor
viscosidad (Bryant y McClements, 1998; Vardhanabhuti y Foegeding, 1999; Mleko y

Foegeding, 1999).

El comportamiento reoldgico de suspensiones de proteinas del suero ha sido

investigado por diversos autores.

Ikeda y col. (2001) estudiaron el comportamiento reoldgico de suspensiones de
B-lactoglobulina (concentracion de 0,01 a 7% de proteina en 0,1 mol/dm’ de CINa) y
de suspensiones de WPI (concentracion de 0,1 a 10% de proteina en 0,1 mol/dm’ de
ClINa), realizando ensayos de fluidez y dindmicos a 20 °C. En las suspensiones de [3-
lactoglobulina, los autores observaron que los valores de viscosidad presentaron una
fuerte dependencia con la velocidad de deformacidon, mostrando un comportamiento
pseudoplastico. Ademas, los espectros mecanicos de dichas suspensiones presentaron
un comportamiento predominantemente sélido (donde G' fue mayor a G"). En las
suspensiones de WPI, se observo el mismo comportamiento pseudopléstico obtenido
con las suspensiones de B-lactoglobulina, pero los espectros mecanicos obtenidos
evidenciaron un comportamiento similar al de las soluciones semidiluidas, en donde

G" es mayor a G' a bajos valores de frecuencia.

Ikeda y Nishinari (2001a) estudiaron el comportamiento reoldgico de
suspensiones de diversas variedades de proteinas globulares, entre ellas de B-
lactoglobulina (1% de proteina), Albumina Sérica Bovina (1% de proteina) y o-
lactoalbumina (5% de proteina), mediante reometria dindmica y rotacional. En las
suspensiones de [B-lactoglobulina y de Albumina Sérica Bovina, se observd un

comportamiento pseudopldstico y los espectros mecanicos presentaron un
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comportamiento predominante solido en el rango de frecuencias estudiado (0,1 a 100
rad). Las suspensiones de a-lactoalblimina presentaron un comportamiento similar al
de un fluido newtoniano, mientras que los barridos de frecuencia no pudieron
obtenerse debido a que la respuesta obtenida estuvo por debajo del nivel de

sensibilidad del redmetro.

Lizarraga, y col. (2006) estudiaron, por medio de ensayos oscilatorios y
rotacionales, el comportamiento reologico de suspensiones de proteina del suero en
un rango de concentraciones de 2,0 a 32,0% de solidos totales preparadas a partir de
un WPC con 80% de proteina total. Los autores observaron que todas las
suspensiones presentaron un comportamiento pseudoplastico y que las suspensiones
con 32,0% de WPC presentaron un comportamiento tixotropico. Ademas, los

espectros mecanicos fueron similares a los de una solucidon de polimero concentrada.

Se han encontrado escasos trabajos dedicados a analizar el comportamiento
reoldgico de suspensiones de proteinas del suero que contienen PDA. Vardhanabhuti
y Foegeding (1999) analizaron el comportamiento reologico de este tipo de
suspensiones por medido de ensayos rotacionales. Su objetivo fue comparar la
viscosidad de estas muestras con el de suspensiones de carbohidratos utilizados
habitualmente como agentes espesantes en alimentos. Para ello utilizaron
suspensiones con diferentes concentraciones de proteina (8, 9, 10 y 11%) preparadas
a partir de un WPI. El tratamiento térmico fue realizado a 80 °C durante diferentes
tiempos (1, 3 y 9 h). Los autores observaron que las suspensiones analizadas
presentaron un comportamiento comparable al de las suspensiones de carbohidratos.

De la misma forma, Mleko y Foegeding (1999) estudiaron el comportamiento de
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suspensiones de proteina del suero que contenian PDA obtenidas a partir de un
tratamiento térmico realizado en dos etapas (80 °C durante 56-59 min y 80 °C
durante 1,5 h). Para la preparacion de las mismas se utilizé un WPI y los ensayos
reologicos fueron realizados mediante reometria rotacional. Las suspensiones
presentaron un comportamiento tixotrdpico, pseudopldstico y en algunos casos

dilatante y reopéctico.

3.3.2. Comportamiento reoldgico de quesos

En términos fisicos, el queso es un material viscoeldstico que puede ser
considerado como una red de proteinas (caseinas) embebida en una fase dispersa
compuesta por globulos de grasa, sales minerales y agua (Subramanian y
Gunasekanan, 1997a y b). El agua estd parcialmente ligada a las proteinas y el resto
se encuentra en forma libre junto con las sales llenando los intersticios entre la red de

caseinas y la grasa.

El comportamiento reoldgico de distintas variedades de queso ha sido
extensamente estudiado por diversos autores por medio de ensayos oscilatorios
(Diefes y col.,, 1993; Rosemberg y col.,, 1995; Ustunol y col., 1995; Ak y
Gunasekaran, 1996; Subramanian y Gunasekaran, 1997a y b; Brown y col., 2003;
Subramanian y col., 2003, Graiver y col., 2004, Subramanian y col., 2006). No
obstante, las diferencias existentes en las etapas del proceso de elaboracion que
originan la diversidad de quesos pueden producir variaciones particulares en su

estructura y, por lo tanto, en su comportamiento reoldgico.
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Se han encontrado escasos trabajos dedicados a estudiar el comportamiento
reologico de quesos elaborados con proteinas del suero por medio de la

determinacion de propiedades reologicas fundamentales.

Zalazar y col. (2002) estudiaron el comportamiento viscoelastico de un queso
Cremoso Argentino bajo en grasa elaborado con Dairy-Lo™ al final del periodo de
maduracion (20 dias), realizando barridos de frecuencia (0,1 a 9,6 Hz) a 30 °C. Los
autores analizaron los valores de G', G" y |G*| y llegaron a la conclusion que el
comportamiento reoldgico de los quesos no fue afectado por la adicion de Dairy-

Lo™ en comparacién con un queso control.

Ma y col. (1997) analizaron el comportamiento reoldgico de un queso Cheddar
bajo en grasa elaborado con Dairy-Lo™ a los tres meses de almacenamiento,
realizando barridos de frecuencia en el rango de 0,05 a 20 Hz a una temperatura de
20 °C. Los autores analizaron estadisticamente los valores de G'y G" a 0,05, 0,7 y 10
Hz y concluyeron que los quesos elaborados con Dairy-Lo™ presentaron valores de

G'y G" menores al de un queso control

En la mayoria de los trabajos publicados, se estudiaron los cambios en las
propiedades reologicas empiricas durante la maduracion (dureza, adhesividad,
cohesividad, fracturabilidad, gomosidad y chewines) de varios tipos de quesos
magros elaborados con proteinas del suero tales como Simplesse® y Dairy-Lo' ™
(Fenelon y Guinee, 1997; Romeih y col., 2002; Kavas y col., 2004; Koca y Metin,
2004; Sahan y col., 2008).

Como se explico anteriormente, durante la maduracion se producen

modificaciones en las propiedades fisicoquimicas de los quesos debido
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principalmente a la hidrolisis de la lactosa, la protedlisis y a la difusion de sal y de
agua. Estas modificaciones producen alteraciones en la estructura del queso. De esta
forma, las correlaciones entre ensayos fisicoquimicos y reologicos han sido utilizadas
por diversos autores como herramientas utiles para comprender la relacion entre la
estructura y la reologia del queso.

Bertola y col. (1992) estudiaron la maduracion de quesos Tybo Argentino y
encontraron que los parametros reologicos se correlacionaron linealmente con el
contenido de nitrogeno soluble en agua a pH 4,6, con el contenido de nitrogeno
soluble en acido tricloroacético y con la concentracion de asj-caseina.

Verdini y Rubiolo (2002) analizaron los cambios texturales durante la
maduracion de un queso Port Salut Argentino en diferentes zonas de muestreo y
obtuvieron una buena correlaciéon entre el modulo eldstico de equilibrio, la
concentracion de sal, el contenido de humedad y el indice de maduracion.

Gravier y col. (2004) estudiaron el comportamiento reoldgico de quesos
Mozzarella con bajo contenido de humedad refrigerados y congelados. Los autores
encontraron que altos valores de contenidos de nitrogeno soluble en agua a pH 4,6 y
en acido trigcloroacético se correlacionaron linealmente con bajos valores de G'y G"

durante la maduracion.

3.3.3. Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura

El Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura es un procedimiento de
ajuste empirico basado en conceptos tedricos desarrollado por Williams, Landel y

Ferry en 1955 (Ferry, 1970). Dicho principio se basa en la existencia de una
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correlacion entre el tiempo de respuesta del material y la temperatura la cual se

realizan las mediciones a una determinada frecuencia.

Dentro de las teorias propuestas basadas en el modelo bead-spring, que
describen el comportamiento de soluciones diluidas de moléculas flexibles, existe la
teoria de Rouse y la de Zimm. A partir de estas teorias, se puede calcular la energia
disipada y almacenada en una deformacidon oscilatoria y, por lo tanto, se pueden
conocer la viscosidad y el médulo complejo. Tanto la teoria de Rouse como la de
Zimm generan idénticos resultados dentro del comportamiento viscoelastico lineal,

siempre que las interacciones hidrodindmicas sean despreciables (Ferry, 1970).

Las componentes del modulo complejo para una solucion diluida de un
polimero homogéneo pueden expresarse de la siguiente manera:
N 27\‘2

G'(w)= nKTZ ZKZ 3.27

| S oA,

3.28
donde n es el numero de moléculas de polimetro por cm’, K es la constante de
Boltzmann, 1 es la viscosidad del solvente, T es la temperatura, o es la frecuencia y
A, es un tiempo de relajacion genérico. Ademds nKT=cRT/M, donde c¢ es la

concentracion y M es el peso molecular.
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La unica diferencia entre las estas dos teorias se encuentra en la forma de la
expresion para el calculo del tiempo de relajacion. Para la teoria de Rouse presenta la

siguiente forma:

6(n-ns)

pR) nzpanT_ 3.29
6 (m-n. )M

5, _o6(m-n) 330

p(R) — nzpchT

donde n es la viscosidad de la solucion de polimero y p es la p-ésima contribucion al
tiempo de relajacion. En cambio, para la teoria de Zimm la expresion del tiempo de

relajacion es:

_137(71‘115)
p(2) ,Cvk nKT 331
1,7(m-n. )M
o _L7(M-n) 33

o=
p(2) T'k cRT

donde 1'% es un coeficiente numérico cuyos primeros valores para k=1, 2, 3 y 4 son
4,04, 12,79, 24,2 y 37,9 respectivamente.

Para el caso de soluciones de polimeros concentradas, el niimero de moléculas
de polimero por cm’ es pN/M en lugar de c¢N/M, donde N el numero de
submoléculas en una molécula y p es la densidad. El factor (n-ns) puede ser

reemplazado por 1 debido a que la contribucion del solvente es despreciable. De esta
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forma, las ecuaciones derivadas de la teoria de Rouse para el caso de una solucion de

polimero concentrada se pueden expresar de la siguiente manera:

PRT\& 0'A,
G'(oo):( } 3.33
M pz_;lmzxi(m
" pRT 8 (DKP(R)
G (m):( j 3.34
M ;l+w27»f,®

Para polimeros no entrecruzados de bajo peso molecular, la relacién entre el

tiempo de relajacion y la viscosidad se encuentra determinada por:

6nMM

p(R) =7I2p2pRT 335

Como puede observarse, la contribucion del soluto a los médulos eléstico y
viscoso esta dada por una serie de términos, cada uno de ellos proporcional a NnKT,
cRT/M o pRT/M. Ademas, cada término se encuentra asociado con un tiempo de
relajacion que es proporcional a (n-ns)M/cRT o nM/pRT. Para este caso, la
constante de proporcionalidad depende de la teoria que se aplique (Rouse o Zimm),

pero la misma es independiente de la temperatura.

De esta forma, se puede concluir que existen involucradas cuatro variables (n,
Nss Ty ¢ 0 p), demostrando que las ecuaciones correspondientes a los tiempos de
relajacion tienen la misma dependencia con la temperatura. Este fenomeno puede

representarse por medio de una relacion entre un tiempo de relajacion genérico A, a
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la temperatura T y un tiempo de relajacion genérico A, a una temperatura de

referencia T,.

3.36

)

En cambio, en el caso de soluciones concentradas, la Ecuacion 3.36 quedara

expresada de la siguiente manera:

ar = 3.38

El valor de la relacion ar serd menor a 1 si T > To y mayora 1 si T<T,. La
dependencia de ar con la temperatura representa el efecto que posee la misma sobre

las propiedades viscoelasticas de un determinado material.

Analizando las Ecuaciones 3.33 y 3.34, el efecto de un cambio en la
temperatura desde Ty a T puede representarse multiplicando el factor dentro del
signo sumatoria por poTo/pT y multiplicando ademés cada tiempo de relajacion
(Ecuacion 3.35) por at. Analizando la forma de esta ultima expresion, la misma da

un resultado idéntico al que el que se obtendria al multiplicar ® por ar. En otras
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palabras, G' medida a la frecuencia ® y a la temperatura T es, excepto por una
diferencia relativamente pequefia de un factor, equivalente a G' medida a la

frecuencia war a la temperatura Ty .

Se puede concluir que cada funcion viscoelastica, como por ejemplo G'y G",

puede multiplicarse por el factor poTy /pT y ser graficadas en funcidén de war:

G, :G{p”—T‘)] 3.39
pT
G" = G"(%j 3.40
pT

donde G', y G"}, son los modulos corregidos.

Este procedimiento permite una reduccién de los datos a una temperatura de
referencia Ty para formar una curva maestra. Esta curva representa la dependencia de
las funciones viscoelasticas con la frecuencia a una temperatura constante y permite
cubrir un rango de frecuencia superior al experimental. Es necesario aclarar que la
relacion po/p difiere de la unidad solo para variaciones asociadas con la expansion o

la contraccidn térmica a temperaturas relativamente elevadas o bajas.

Para que el Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura pueda aplicarse
satisfactoriamente, el mismo valor de ar debe superponer a todas las funciones
viscoelasticas. Ademas, las curvas deben ajustarse de manera exacta a través de un
rango considerable de frecuencias. El cumplimiento de estas condiciones indica que

el material analizado es termorreologicamente simple, es decir que su estructura a un
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nivel fisico y molecular permanece constante dentro del rango de temperatura
empleado (Ferry, 1970). Por el contrario, si un material no cumple con dicho
principio es considerado termorreoldgicamente complejo.

Diversos factores pueden contribuir a la complejidad termorreoldgica de un
material. Entre ellos se encuentran los cambios morfologicos producidos por
reacciones fisicas y quimicas dependientes de la temperatura, la presencia de
procesos de relajacion que poseen diferente dependencia con la temperatura, la
presencia de una mezcla inmiscible de dos o mas componentes o la naturaleza

cristalina de los materiales (Ferry, 1970).

3.3.4. Aplicacion del Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura en

sistemas alimentarios

El Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura fue utilizado en una
amplia variedad de sistemas alimentarios. Entre ellos se destacan ingredientes como
harina de soja (Yildiz y Kokini, 2001; Ashokan y Kokini, 2005), polisacaridos como
gellano (Nickerson y col., 2004 a y b, Sworn y Kasapis, 1998), carragenina (Kasapis,
2001) y hasta mezclas de polivinil alcohol y gelatina utilizados para elaborar

recubrimientos biodegradables (Mendieta-Taboada y col., 2008).

No obstante, los trabajos publicados dedicados a analizar la utilizacion del
Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura en suspensiones de proteinas del
suero son escasos, encontrandose Unicamente estudios sobre suspensiones de
Albiimina Sérica Bovina. En este caso, Ikeda y Nishinari (2000) aplicaron dicho

principio a soluciones de 10% de Albiimina Sérica Bovina y obtuvieron curvas
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maestras tanto de G' como de G" en un rango de temperaturas de 10 a 40 °C. Los
autores indicaron que los cambios en la temperatura por debajo de la temperatura de
desnaturalizacion de estas proteinas no produjeron cambios significativos en la

estructura de las soluciones.

En el caso especifico de quesos, los resultados hallados en los trabajos
publicados son contradictorios, no encontrandose informacién publicada sobre
quesos elaborados con proteinas del suero. Subramanian y Gunasekaran (1997b),
quienes estudiaron las propiedades viscoeldsticas de quesos Mozzarella bajos en
grasa y humedad, encontraron que los mismos se comportaban como un material
termorreologicamente simple obedeciendo el Principio de Superposicion Tiempo-
Temperatura en un rango de temperaturas que vario entre 10 y 70 °C. Idénticos
resultados fueron publicados por Suramanian y col., (2006) en quesos procesados
tradicionales y reducidos en grasa en un rango de temperaturas de 10 a 50 °C. No

obstante,

Por otro lado, Muliawan y Hatzikiriakos (2007) publicaron que dicho principio
pudo aplicarse satisfactoriamente en muestras de queso Mozzarella descremados a
altas temperaturas (40 a 60 °C) pero no pudo ser aplicado a bajas temperaturas (25
°C). Ademas, se han encontrado trabajos en donde el Principio de Superposicion
Tiempo-Temperatura no pudo aplicarse a temperaturas por encima de los 40 °C en
quesos Mozarrella descremados (Udyarajan y col., 2007) y bajos en humedad (Singh

y col. 2006).
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3.3.5. El modelo de M axwell

Los modelos reoldgicos basados en analogias mecanicas, compuestos por
amortiguadores y resortes, son una herramienta 1util para conceptualizar el
comportamiento reologico de un material en la zona de respuesta lineal. El resorte
representa un so6lido ideal (Ecuacion 3.41), mientras que el amortiguador representa

un fluido ideal (Ecuacién 3.42):

=Gy 3.41
dy

T=N— 3.42
Tt

donde 1 es la tension de corte, G es el modulo de Hooke, y es la deformacion y 1 es

la viscosidad.

Los amortiguadores y los resortes pueden conectarse en serie y/o en paralelo
con el objetivo de describir el comportamiento viscoelastico de los materiales
(Schramm, 2000). Uno de los modelos basados en analogias mecanicas mas
populares es el modelo de Maxwell que combina un amortiguador y un resorte en
serie (Figura 3.4). En este caso, la deformacion total es la suma de las deformaciones

en ambos elementos:

Y = [Y]amoniguador + [Y]resone 343
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Reemplazando las Ecuaciones 3.41 y 3.42 en la 3.43 y derivando con respecto

al tiempo se obtiene la ecuacion de estado para este modelo:

ﬁ—3+l(ﬂ] 3.44
dt n Gldt '

7
§ Resorte
G)
Amortiguador
E M)

270°

180° Q 0°

()

90°
Figura 3.4. Esquema del modelo de Maxwell para un ensayo oscilatorio (Schramm,
2000).

Para un ensayo oscilatorio, se debe introducir una funcion sinusoidal para la

deformacion:

Y ="7Y,sen(wt) 3.45
d

d—Z:wyo cos (ot) 3.46
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Reemplazando las Ecuaciones 3.45 y 3.46 en la Ecuacion 3.44 y reordenando

se obtiene la siguiente expresion:

I(dt) =

—| — |[+—=wm7y,cos (ot 3.47
G(dtj n - OYocos (at)

La Ecuacion 3.47 es una ecuacion diferencial ordinaria de primer orden cuya

solucidn es la siguiente:

G ®’\? Gol
1= {HZ—Z}LZ}YOSCH (ot)+ LHDLZXZ}YOCOS (ot) 3.48

|GV | [ Gok }l' 3.49
1+m*)\? v 1+ oA’ coY '

Comparando la forma de la Ecuacion 3.49 con la Ecuacion 3.17 se puede llegar

a la siguiente expresion para G'y G":

, G o)\’
G(w)=l+mzk2 3.50

Gohi
G”(m):lJr(Dzk2 3.51

A partir de estas expresiones considerando i elementos, se obtiene el modelo de

Maxwell generalizado para un fluido viscoelastico (Bird, 1977):
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2

=1 G, ((o
ZLG oA
G"(,)= Zﬁ 3.53

donde A es el tiempo de relajacion para el modelo de Maxwell determinado por la

siguiente relacion:

A= 3.54

n
G
El tiempo de relajacion A puede interpretarse como el tiempo que toma una
macromolécula para relajar cuando es sometida a una deformacion (Steffe, 1996).
El modelo de Maxwell ha sido utilizado para describir los espectros mecanicos
de numerosos sistemas alimentarios, entre ellos quesos (Singh y col., 2006;
Subramanian y col., 2006; Muliawan y Hatzikiriakos, 2007), masa elaborada con
harina de trigo (Fu y col., 1997) y geles de almidon de maiz y goma guar (Ptaszek y

Grzesik, 2007).

Un espectro mecanico constituyen una “huella digital” del material,
permitiendo, entre otras cosas, su caracterizacion desde el punto de vista
microestructural. Un esquema del espectro mecanico de un fluido viscoelastico se
encuentra detallado en la Figura 3.5. Puede observarse una zona denominada regién

terminal, en donde los valores de G" son mayores a los de G', indicando un
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comportamiento predominantemente fluido. Luego existe otra zona intermedia,
conocida como region gomosa, en donde se produce un corte entre ambos modulos y
los valores de G' son mayores a los de G" mostrando un comportamiento
predominantemente sélido. Por ultimo, se observa una zona denominada region
vitrea que se encuentra caracterizada por otro corte y un incremento de ambos

modulos con la frecuencia.

Region Region Region

terminal gomosa vitrea
&)
_ - "
O G
g
2 7 G'

®c
A/
Log ()

Figura 3.5. Esquema de un espectro mecanico de un fluido viscoelastico.
Modificado de Wang y Cui (2005).

Al finalizar la region terminal, el en punto donde G'=G", la tan (9) es igual a 1
indicando que el comportamiento del material es tanto solido como fluido. Este
punto de corte es un criterio muy utilizado para comparar muestras y tratamientos
(Steffe, 1996). De esta forma, puede calcularse un tiempo caracteristicos de
relajacion (1) que se encuentra definido como la inversa de la frecuencia de corte

(0c) (Kulmyrzaev y McClements, 2000; Wientjes y col., 2000; Sopade y Halle,
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2004). Algunos autores han utilizado la expresion “tiempo de relajacion terminal”
para definir el 1. debido a que en el espectro mecanico, la regidon terminal siempre se
encuentra ubicada a tiempos de relajacion menores al reciproco de ®. (Franco y col.,

1997).

3.4. Congelacién de sistemas alimentarios
3.4.1. Congelacion de suspensiones de proteina del suero

Se han encontrado escasos trabajos dedicados a estudiar los efectos del proceso
de congelacion sobre las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de suspensiones de

proteinas del suero.

Bhargava y Jelen (1995) analizaron el efecto producido por la congelacion en
algunas propiedades funcionales de suspensiones de proteinas del suero preparadas a
partir de un WPC comercial con un 76,5% de proteina. Los autores observaron que la
congelacion no afecto significativamente las propiedades funcionales medidas en las
suspensiones preparadas a pH 6,8. Sin embargo, cuando las mismas fueron
preparadas a pH 5, la congelacion a baja velocidad modifico ligeramente la

viscosidad de las suspensiones y la fuerza de los geles.

Lawrence y col. (1986) analizaron la utilizacién del proceso de congelacion
como método de texturizacion de suspensiones de proteinas del suero. Los autores
elaboraron estructuras firmes y alineadas utilizando proteinas de carne de aves de
corral, pero no obtuvieron iguales resultados al utilizar proteinas del suero. Las

proteinas del suero en estado nativo obtenidas por ultrafiltraciéon se agregaron en
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pequetias particulas granulares, mientras que las proteinas del suero que se
desnaturalizaron y/o que formaron agregados mediante un tratamiento térmico acido

mostraron una mayor cohesividad después de la congelacion y la descongelacion.

Tamaki y col. (1991) patentaron un procedimiento para elaborar fibras
proteicas con textura semejante al de las frutas, la carne o el pescado mediante la
texturizacion por congelacion de suspensiones de proteinas del suero que contenian
proteina que se desnaturalizd y/o que formé agregados. Los autores propusieron
diferentes condiciones de tratamiento térmico para producir la desnaturalizacion y/o
agregacion de las proteinas antes de la congelacion. Entre ellas se destacan un rango
de pH entre 6,5 y 8, temperaturas entre 55 y 170 °C y concentraciones de proteina

total entre 5y 50%.

3.4.2. Congelacién de quesos

Se han encontrado numerosas publicaciones dedicadas a estudiar el efecto del
proceso de congelacion sobre diversos parametros de calidad (fisicoquimicos y
reologicos) de quesos blandos. No obstante, no se hallaron estudios referidos a

quesos elaborados con proteinas del suero.

Bevilacqua (1997) estudi6 los efectos de la velocidad de congelacion y del
tiempo de maduracidn antes de la congelacion sobre la calidad de quesos Mozzarella.
El autor observd que no existieron cambios en las caracteristicas de los quesos
sometidos a congelacion rapida o lenta, siempre y cuando los mismos tuvieran una

maduracion previa de 14 dias.
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Chaves y col. (1999) estudiaron el grado de protedlisis de quesos Mozzarella
congelados y descongelados lentamente y no observaron diferencias significativas

con el grado de protedlisis de quesos control.

Califano y Bevilacqua (1999) publicaron que la composicion de acidos
orgédnicos en muestras de queso Mozzarella congeladas a -20 °C no varid respecto de

las muestras control refrigeradas a 4 °C para un mismo tiempo de maduracion.

Verdini (2000) estudié la variacion de los parametros quimicos y fisicos
durante la maduracion de un queso Port Salut Argentino sometidos al proceso de
congelacion, considerando diferentes zonas de muestreo. El autor no observo
cambios en la distribucion de humedad y sal entre los quesos control y los quesos
almacenados congelados. El proceso de congelacion afectd significativamente la
protedlisis, debido a que en los quesos almacenados congelados se observd mayor
formacion de aminoacidos. Los valores de los parametros reologicos considerados
(mo6dulos asintoticos de equilibrio) de los quesos congelados no difirieron

significativamente de los de los quesos control.

Kuo y Gunasekaran (2003) estudiaron el efecto de las condiciones de
almacenamiento a 7 y -20 °C sobre las caracteristicas de quesos Mozzarella. Los
autores concluyeron que, con objetivo de obtener buenas propiedades de fusion y
extensibilidad del queso, el mismo debe ser almacenado por 1 semana a 7 °C antes de

ser congelado y almacenado durante 4 semanas a -20°C.

Graiver y col. (2004) estudiaron el efecto del proceso de congelacion y

posterior maduracién sobre la microestructura, la degradacion proteica y el
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comportamiento viscoeldstico de quesos Mozzarella. Los resultados fueron
comparados con quesos control refrigerados. Los autores observaron que la
congelacion aceler6 la protedlisis de los quesos durante la maduracion a 10 °C luego
de la descongelacion. Debido a que la hidrdlisis de las caseinas produjo un
ablandamiento del queso, se concluyd que el periodo de maduracion de los quesos
descongelados se debe reducir una semana para que los mismos experimenten el

mismo grado de maduracion que los quesos sin congelar.

Van Hekken y col. (2005) estudiaron el efecto de la congelacion por periodos
prolongados (3 y 6 meses) sobre el comportamiento reologico y el grado de
protedlisis de quesos blandos elaborados con leche de cabra. Los autores
concluyeron que la congelacion tuvo un minimo impacto en los parametros
evaluados, sugiriendo que este método de conservacion puede ser util para prolongar

la vida util de este tipo de quesos.
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4.1. Estudio de suspensiones de proteinas del suero
4.1.1. Concentrado de proteina del suero

Para el estudio se utiliz6 un concentrado de proteina del suero (WPC)

comercial provisto por una empresa local (Milkaut S.A., Frank, Santa Fe, Argentina).

4.1.2. Andlisisfisicoquimico del WPC

El contenido total de proteina se estim6 a partir del contenido de nitrégeno
total determinado por el método de Kjeldahl. Para ello se peso6 0,3 g de WPC y se
mineralizd en un digestor automatico Biichi 430 (Biichi, Flawil, Suiza) durante 90
min con una solucién de acidos sulfurico y orofosférico (20+1), 5 mL de perdxido de
hidrégeno de 100 vol y una pastilla de catalizador de selenio (1,5%) y sulfato de
cobre en sulfato de sodio (1,5%) (Merck, Darmstadt, Alemania). Una vez enfriada la
muestra, se agreg6 75 ml de hidréxido de sodio 10 N y se realizo un arrastre de vapor
del hidroxido de amonio en una unidad de destilacién Biichi 322 (Biichi, Flawil,
Suiza), el cual se tituld6 automaticamente con acido sulfurico 0,1 N con un titulador
Metler DL40RC (Mettler Instrumente AG, Greifensee, Suiza). El contenido de
nitrégeno obtenido se multiplicé por un factor de 6,38 para expresar los resultados

como contenido total de proteina lactea.

El contenido de cenizas fue determinado por ignicién de 5 g de WPC en una
mufla a 540 °C, mientras que para la cuantificacion del contenido de humedad se
utiliz6 un horno microondas CEM AVC 80 (CEM, Mattheus, NC, Estados Unidos)

calentando 3 g de muestra a 60% de potencia hasta peso contante (Kapoor y Metzger,
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2004). La determinacion del contenido de grasa se realizé utilizando el método de la
Standard International Dairy Federation (IDF, 1969). En todos los casos, las

determinaciones fueron realizadas por duplicado.

El contenido de lactosa se calculdé como la diferencia entre el peso de la
muestra y los contenidos de proteina, cenizas, humedad y grasa. De esta forma, el
WPC utilizado presentd la siguiente composicion: lactosa 48,8%, proteina 38,3%,

cenizas 7,5%, humedad 3,2% y grasa 2,2%.

4.1.3. Preparacion de suspensiones de WPC

Se prepararon suspensiones de WPC con contenidos de proteina total (PT) del
5y 9% p/v (correspondiente al rango de concentracion semidiluido). Estas
concentraciones fueron seleccionadas para asegurar que las suspensiones en estudio
presentasen un contenido de PT menor al critico necesario para gelificar con el

aumento de la temperatura (Bryant y McClmements, 2000Db).

Para la preparacion de las suspensiones se pesd una cantidad apropiada de
WPC en tubos de vidrio (160 x 16 mm), disolviéndose en agua destilada con
agitacion vigorosa hasta obtener 10 mL de cada suspension. Luego, las suspensiones
obtenidas se almacenaron en heladera a 5 °C durante toda la noche para asegurar la
completa hidratacion del WPC y la eliminacion de la espuma superficial que pudo
haberse producido durante la agitacién. Las suspensiones de WPC con 5y 9% de PT
presentaron un contenido de solidos totales de 12,6 y 22,7% p/v, respectivamente. El

pH inicial de las mismas de 6,4+0,1.
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4.1.4. Andlisis del contenido de proteina que se desnaturalizd y/o que formé

agregados de las suspensiones de WPC
4.1.4.1. Tratamientostérmicosy congelacién

Un grupo de tubos conteniendo las suspensiones de WPC con 5y 9% p/v de
PT fueron tratados térmicamente a cuatro temperaturas (70,0, 72,5, 75,0 y 77,5 °C)
utilizando un bafio termostatizado con recirculacion Haake DC 30/Haake W26
(Haake Instrument Inc., Paramus, Estados Unidos) durante diferentes tiempos que
variaron entre 4 y 120 min dependiendo de la temperatura utilizada. Las temperaturas
y los tiempos para cada tratamiento térmico fueron seleccionados con el objetivo de
provocar la desnaturalizacidon-agregacion de las proteinas del suero sin producir la
gelificacion, obteniendo de esta forma agregados solubles en condiciones practicas

de laboratorio.

Inmediatamente después de los tratamientos térmicos, los tubos se enfriaron en
agua con hielo durante 3 minutos y luego se almacenaron en heladera a 5 °C durante
toda la noche. Este ultimo procedimiento fue necesario para asegurar la completa
formacion de los agregados solubles, debido a que las bajas temperaturas favorecen
la formacion de uniones puente hidrogeno entre los agregados de proteina del suero
(Vardhanabhuti y Foegeding, 1999). Estas muestras fueron denominadas

suspensiones tratadas térmicamente (ST).

Un grupo de suspensiones tratadas térmicamente fueron sometidas al proceso

de congelacion (congelacion en un freezer a -25 °C, almacenamiento a -25 °C
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durante 24 h y descongelacion a 20 °C). Estas muestras se denominaron suspensiones

tratadas térmicamente y congeladas (ST-C).

Por otro lado, un grupo de suspensiones sin tratamiento térmico fueron
almacenadas en heladera a 5 °C durante toda la noche. Estas muestras se
denominaron suspensiones sin tratamiento térmico (S) y fueron utilizadas como
punto inicial de las suspensiones ST. Ademas, otro grupo de suspensiones sin
tratamiento térmico fueron almacenadas en heladera a 5 °C durante toda la noche y
posteriormente sometidas al proceso de congelacion. Estas muestras se denominaron
suspensiones sin tratamiento térmico y congeladas (S-C) y fueron utilizadas como

punto inicial para las suspensiones ST-C.

En todos los casos, los tratamientos térmicos fueron realizados por triplicado.
En la Figura 4.1 se muestra un diagrama de la preparacion de las suspensiones de

WPC y de los tratamientos realizados.

4.1.4.2. Determinacién del contenido de proteina soluble a pH 4,6 y de proteina

gue se desnaturalizo y/o que formo agregados

El contenido de proteina soluble total (PS) de las suspensiones de WPC fue
determinado luego de la precipitacion isoeléctrica del contenido de proteina que se
desnaturalizé y/o que form6 agregados (Li-Chan, 1983; de Wit y col., 1988; de Wit,
1990; Verheul y col., 1998). El pH de las suspensiones se ajusté a 4,6+0,1 utilizando
soluciones 0,1 y IN de HCl y NaOH. Una alicuota de cada suspension fue

centrifugada durante 30 min a 5 °C y 26.000g en una centrifuga Biofuge 28RS
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(Heraeus Sepatech, Osterode, Alemania). El sobrenadante se diluy6 apropiadamente
en buffer de disolucion (EDTA 50mM, urea 8M, pH 10), midiéndose la absorbancia
a 280nm correspondiente a la PS (Hudson y col., 2000; Chevalier y col. 2001;
Giroux y Britten, 2004) utilizando un espectrofotometro Genesys 5 (Milton Roy

Company, Rochester, NY, Estados Unidos).

WPC con 38% de proteina total

v
Suspensiones de WPC con 5y 9% (p/v) de proteina total

A\ 4

Tratamientos térmicos

A 4
70,0 °C (30, 60, 90 y 120 min)
72,5 °C (10, 20, 30 y 40 min)
75,0°C (10, 15,20 y 25 min)
77,5°C (4, 6, 8 y 10 min)

v A\ 4
Almacenamientoa 5°Cx 12 h Almacenamientoa 5°Cx 12 h

\4 \4

Proceso de congelacion
(congelacion a -25 °C,
almacenamiento a -25°Cx24 hy
descongelacion a 20 °C)

\4 A4 A4 A\ 4

; Suspensiones Suspensiones .
si?tsrp gﬁﬁgnetso sin tratgmiento trgtadas Sutsrp :t?;ggga
térmico térmicoy térmicamente térmicamente
S congeladas y congeladas (ST)
(SC) (ST-C)

Figura4.1. Diagrama de la preparacion de las suspensiones de WPC y de los
tratamientos realizados.
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El contenido de proteina insoluble a pH 4,6 fue definido como la diferencia
entre los contenidos de PT y PS y se utilizo para estimar el grado de
desnaturalizacion y/o agregacion de las proteinas del suero (Li-Chan, 1983; Morr,
1990; Law y Leaver, 1997; Anandharamakrishnan y col., 2008; Meza y col., 2008).
De esta forma, el contenido de proteina que se desnaturalizd y/o que formo

agregados (PDA) se estim¢ utilizando la ecuacion propuesta por Morr (1990):

PDA =

(PT-PS) 100 4.1
PT

4.1.4.3. Cinética global de desnaturalizacion-agregacion de las proteinas del

SU€ero

La cinética global de desnaturalizacion-agregacion de las proteinas del suero
fue estudiada por medio de la disminucion en el tiempo del contenido de PS. De esta
forma, se estudidé dicha cinética teniendo en cuenta la contribucion de todas las

proteinas.

La descripcion matematica de la cinética global de desnaturalizacion-
agregacion se obtuvo por medio de la integracion de la ecuacion de reaccion
(Ecuacion 3.1). En el caso de las suspensiones de WPC sometidas al proceso de
congelacion, la constante de reaccion k;, constituye la constante cinética del proceso

global que involucra los tratamientos térmicos y proceso de congelacion.

Ademas, se analizo la dependencia de las constantes de reaccion por medio de

la ecuacion de Arrhenius (Ecuacion 3.5).
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4.1.5. Andlisisde las propiedades reoldgicas de las suspensiones de WPC
4.1.5.1. Suspensionesde WPC

Para el andlisis de las propiedades reologicas de las suspensiones de WPC, se
utilizaron suspensiones S, ST, S-C y ST-C. En el caso de las suspensiones ST y ST-
C, se seleccionaron algunas condiciones de temperatura (72,5 y 77,5 °C) y tiempo (6
a 40 min) basados en los estudios descriptos en la Seccién 4.1.4.1 con el objetivo de
producir 60% de agregados solubles expresados como contenido de PDA a través de
dos intensidades de tratamiento térmico (Tabla 4.1). Este contenido de PDA fue
seleccionado debido a que por encima del 60% pudo observarse la gelificacion de las

proteinas en las suspensiones con un 9% p/v de PT tratadas a 77,5 °C.

En todos los casos los tratamientos fueron realizados por triplicado. En la
Tabla 4.1 se detallan los tratamientos realizados a las suspensiones de WPC

utilizados para el andlisis de las propiedades reologicas.

Tabla 4.1. Tratamientos realizados a las suspensiones de WPC para el analisis de las
propiedades reoldgicas.

Contenido Condiciones de Intensidad del
Muestras Muestras ) o )
sin coneelar  coneeladas de PT tratamiento térmico tratamiento
£ £ [% p/v] (temperatura-tiempo) térmico
5-S 5-S-C 5 - -
9-S 9-S-C 9 -
5-72.,5 5-72,5-C 5 72,5 °C-15 min Baja
9-72,5 9-72,5-C 9 72,5 °C-40 min
5-77.,5 5-77,5-C 5 77,5 °C-6 min Alta
9-77.5 9-77,5-C 9 77,5 °C-12 min
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4.1.5.2. Ensayos reol 6gicos

Se realizaron barridos de frecuencia en el rango de 0,01 a 10 Hz a 10,0, 20,0,
30,0, 40,0 y 50,0+0,5 °C empleando un redémetro con tension controlada Rheostress
RS80 (Haake Instrument Inc., Paramus, Estados Unidos) (Figura 4.2). La geometria
utilizada fue cono-plato (didmetro: 60 mm y angulo: 0,04 rad). Una fina capa de
aceite siliconado (10 cp) fue utilizada para prevenir la evaporacion de las
suspensiones durante la medicion. Previamente se determind la region de
viscoelasticidad lineal realizando barridos de tension a la frecuencia méxima de 10
Hz, verificindose la relacion lineal entre la tension aplicada y la deformacion

obtenida en cada muestra.

Se obtuvieron valores de los mddulos elastico (G') y viscoso (G"), viscosidad
compleja (In*|) y angulo de fase (8) en el rango de frecuencias estudiado a una
amplitud de tension dependiente de la muestra. Se realizé un ensayo reoldgico a cada

suspension de WPC.

Figura 4.2. Redmetro con tension controlada Rheostress RS80.
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4.1.5.3. Determinacién de los par ametr os r eol 6gicos

La dependencia de G' y G" con la frecuencia a 20,0+0,5 °C fue determinada
aplicando el modelo de Ley de Potencia (Ecuacion 3.25 y 3.26), calculandose los

valores de los parametros &, b, X e y.

4.1.5.4. Determinacién de lostiempos car acteristicos de relajacion

Utilizando los valores de los parametros reoldgicos calculados a partir del
modelo de Ley de Potencia (Ecuaciones 3.25 y 3.26), se estimo la frecuencia de corte
(o.) donde G'=G". Los tiempos caracteristicos de relajacion (t.) fueron calculados
como la inversa de la . (Kulmyrzaev y McClements, 2000; Wientjes y col., 2000;

Sopade y Halle, 2004).

4.2. Estudio de un queso blando magro elaborado con proteinas del suero
4.2.1. Quesos

Se utilizaron 25 quesos blandos magros elaborados con proteinas del suero
(Simplesse® D100, NutraSweet Co., Deerfield, Estados Unidos) recién producidos,
salados y envasados al vacio en bolsas plasticas en una empresa lactea local. Los
quesos fueron transportados en una conservadora con hielo desde la planta

elaboradora hasta el laboratorio para asegurar el mantenimiento de la cadena de frio.

Los quesos presentaron geometria rectangular (28,7+0,3 por 11,6+0,3 cm de

lado y 7,4+0,2 cm de alto) y pesaron 3,0+£0,1 kg. El contenido de grasa inicial,
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determinado utilizando el método de la Standard International Dairy Federation

(IDF, 1969), fue de 5,74+0,04%.

4.2.2. Almacenamiento y congelacion de los quesos

Doce quesos blandos magros elaborados con proteinas del suero fueron
almacenados a 6 °C para su maduracion, denomindndose quesos refrigerados (QR).
Los trece quesos restantes fueron sometidos al proceso de congelacién. Dicho
proceso consistio en la congelacion de los quesos en una camara TABAI Comstar PR
4GM Chamber (TABAI ESPEC CORP., Osaka, Japon) a -25 °C hasta que el centro
alcanz6 dicha temperatura, almacenamiento del producto congelado a -25 °C durante
33 dias y descongelacion a 6 °C. Luego de descongelados, doce quesos fueron

almacenados a 6 °C para su maduracion, denominandose quesos congelados (QC).

La temperatura de los quesos durante la congelacion y descongelacion se midid
en el centro de uno de los quesos utilizando una termocupla y un registrador de

temperatura TABAI Comstar THP-18 (TABAI ESPEC CORP., Osaka, Japon).

4.2.3. Toma de muestra

Se tomaron muestras de tres quesos QR y tres quesos QC a diferentes tiempos
de maduracion: 1, 21, 48 y 76 dias. Se obtuvieron cubos representativos de 30 mm y
posteriormente laminas de 3 mm de espesor de acuerdo al esquema de muestreo
ilustrado en la Figura 4.3. Las laminas obtenidas fueron envueltas en papel de

aluminio para evitar su deshidrataciéon y colocadas en recipientes herméticos Los
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mismos se almacenaron en heladera a 5 °C hasta la determinacion de las propiedades

fisicoquimicas y reologicas.

Cubos de queso N° 1

— poo0

X Laminas de queso cortadas en la
direccion x

Figura 4.3. Esquema de muestreo utilizado para el estudio de un queso blando
magro elaborado con proteinas del suero.
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4.2.4. Andlisis de las propiedades fisicoquimicas de los quesos durante la

madur acién
4.2.4.1. Contenido de humedad

El contenido de humedad fue determinado por duplicado de acuerdo con el
método AOAC 977.11, calentando una ldmina de queso (aproximadamente 2 g) a

60% de potencia hasta peso contante en un horno microondas CEM AVC 80.

4.2.4.2. Valoresde pH

El pH se midi6 por duplicado en el centro de los cubos de queso con un
pHimetro para alimentos s6lidos (PH Spear, OAKTON Instruments, Vernon Hills,

Illinois., Estados Unidos).

4.2.4.3. Concentracion de sal

La concentracion de sal fue determinada por duplicado mediante titulacion
potenciométrica de acuerdo al método propuesto por Fox (1963). La titulacion se
realizd con nitrato de plata 0,1 N utilizando un titulador automético modelo Metler

DL40RC.

4.2.4.4. Proteinatotal

El contenido total de proteina se calculd a partir del contenido de nitrogeno

total (NT) determinado por el método de Kjeldahl como se describi6 en la Seccion
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4.1.2., pesando aproximadamente 0,3 g de queso. Las determinaciones fueron

realizadas por duplicado.

4.2.4.5. Nitr6geno en la fraccion soluble a pH 4,6

La extraccion de la fraccion nitrogenada soluble en agua fue realizada de
acuerdo al procedimiento propuesto por Kuchroo y Fox (1982) y modificado por
Verdini (2002). Se rallaron las ldminas de queso, se pesaron aproximadamente 10 g
de queso rallado y se agregaron aproximadamente 30 mL de agua destilada. La
mezcla fue homogeneizada en un equipo Ultra-Turrax T25 (IKA Werke, Janke &
Kunkel GmbH & Co K@, Staufen, Alemania) durante 2 min a maxima velocidad y a
temperatura ambiente, dejandola reposar 1 hs en bafio a 40 °C. Posteriormente, la
dispersion obtenida se llevo a pH 4,6+0,1 con HCI1 1 N agitando continuamente hasta
lectura estable durante 5 min y se centrifugd a 5 °C y 3.600g durante 30 min con una
centrifuga Biofuge 28RS. La capa superficial de grasa fue eliminada y el
sobrenadante se filtr6 por papel Whatman N° 42 (Whatman Int. Ltd., Maidstone,
Reino Unido). El filtrado se transvaso a un matraz aforado y se llevo a un volumen
final de 100 mL con agua destilada, constituyendo la fraccion nitrogenada soluble en

agua a pH 4,6.

El contenido de nitrogeno total presente en esta fraccion fue determinado por
duplicado por el método de Kjeldahl que se describio en la Seccion 4.1.2, midiendo 5

mL de filtrado.
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4.2.4.6. indice de maduracién

El indice de maduraciéon (IM) fue definido como el porcentaje de nitrogeno de
la fraccion soluble en agua a pH 4,6 (NS) sobre el nitrégeno total del queso (NT):

IM = (&j 100 4.2
NT

4.25. Andlisis de las propiedades reologicas de los quesos durante la

maduracion
4.2.5.1. Muestras de queso

Para el andlisis de las propiedades reologicas, se utilizaron discos de 20 mm de
diametro obtenidas con un sacabocado a partir de las ldminas de queso ilustradas en

la Figura 4.3.

4.2.5.2. Ensayos reol 6gicos

Se realizaron barridos de frecuencia en el rango de 0,01 a 10 Hz a 20,0+0,5 °C
a todas las muestras de queso y a 10,0, 30,0, 40,0 y 50,0+0,5 °C a las muestras de los
dias 48 y 76 de maduracion. En este ultimo caso, se seleccionaron los dias
correspondientes a un estadio intermedio de maduracion y al final del periodo de

vida util de este tipo de quesos.

Se empleo un redmetro con tension controlada Rheostress RS80 y la geometria

utilizada fue plato-plato (didmetro: 20 mm y distancia entre platos: 2,5 mm). Durante
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las mediciones, los bordes de los discos de queso fueron cubiertos con una fina capa

de aceite siliconado (100 cp) para prevenir su deshidratacion.

La region de viscoelasticidad lineal fue determinada antes de cada barrido de
frecuencia realizando barridos de tension a la frecuencia maxima de 10 Hz. Se
obtuvieron valores del médulo eléstico (G') y viscoso (G") y la tangente del angulo
de fase (tan 0) en el rango de frecuencias a una amplitud de tension de 318 Pa. Cada

ensayo reologico fue realizado por duplicado.

4.2.5.3. Determinacion de los par ametr os r eol 6gicos

La dependencia de G' y G" con la frecuencia a 20,0+0,5 °C fue determinada
aplicando el modelo de Ley de Potencia (Ecuacion 3.25 y 3.26), calculdndose los

valores de los parametros a, b, X e y.

4.2.5.4. Cinética de decaimiento de los par @metr os r eol 0gicos

La variacion de los parametros reolodgicos durante la maduracion fue estudiada

asumiendo una cinética de decaimiento de primer orden (Verdini y Rubiolo, 2002):

P(0)=P, e ™" 43

donde Py es el valor inicial del parametro reoldgico considerado, P(0) es el pardmetro
reologico durante la maduracion, 0 es el tiempo de maduracion y kg es la constante

cinética de decaimiento.
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4.3. Caracterizacion del comportamiento reolégico de los sistemas alimentarios

en estudio
4.3.1. Aplicacion del Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura

Los valores de G" a las temperaturas analizadas (10 a 50 °C) de las
suspensiones de WPC y del queso blando magro elaborado con proteinas del suero,

fueron superpuestos utilizando un factor de ajuste (ar) (Nickerson y col., 2004a):

ap = — | loko 44
G"O T p

donde G" es el modulo viscoso y p es la densidad del material medidos a una
temperatura absoluta T, G"y es el mddulo viscoso y po es la densidad del material
pero medidos a una temperatura de referencia absoluta Ty elegida convenientemente
dependiendo del sistema analizado. En este caso, la correccion por variacion de la

densidad con la temperatura (po /p) fue considerada despreciable.

Los valores de ar hallados con la Ecuacién 4.4 variaron con la frecuencia. Por
lo tanto, se debid seleccionar el factor at que superpuso satisfactoriamente los puntos
experimentales de G" de acuerdo al procedimiento detallado en el Apéndice II.
Luego, estos factores ar seleccionados fueron utilizados para superponer los valores
de G' obtenidos también a partir de los barridos de frecuencia a las temperaturas

analizadas (10 a 50 °C).

Si los sistemas estudiados se comportan como materiales termorreologicamente
simples, los valores de ar que superponen las curvas de G" hallados a partir de la

Ecuacion 4.4 deben también superponer con éxito las curvas correspondientes a G'.

83



Capitulo 4. Materiales y Métodos

4.3.2. Utilizacion del modelo de M axwell

El modelo de Maxwell (Ecuaciones 3.52 y 3.53) fue utilizado para modelar las
curvas maestras obtenidas para el queso blando magro elaborado con proteinas del

Suero.

4.4. Andlisis estadistico

Los datos experimentales obtenidos fueron analizados utilizando andlisis de
variancia (ANOVA). Se investigd la variacion debida a los factores y se estudiaron
las interacciones entre dichos factores. Cuando los efectos de los factores fue
significativo (p<0,05) se procedi6 a realizar el test de HSD Tukey para la
comparacion de medias (95% de nivel de confianza). En los casos en los que se
presento interaccion, las comparaciones de las medias se realizaron utilizando las
combinaciones de tratamientos por separado para aislar la interaccion (Glantz y

Slinker, 1990).

Se realizaron regresiones lineales para la determinacion de la cinética de
desnaturalizacién-agregacion de las proteinas del suero, de los parametros del
modelo de Ley de Potencia y de la dependencia de las constantes cinéticas con la
temperatura. Ademads, se utilizd regresion multiple para evaluar las relaciones
existentes entre las propiedades fisicoquimicas y los parametros reoldgicos
considerados en el estudio de un queso blando magro elaborado con proteina del

Su€ro.
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Para la obtencion de los parametros del modelo de Maxwell, se realizaron
regresiones no lineales utilizando el procedimiento propuesto por Subramanian y col.

(2006) que se describe en el Apéndice III.

El analisis estadistico fue realizado con el programa estadistico Statgraphics

Plus para Windows 3.0 (Manugistics Inc., Rockville, Maryland, Estados Unidos).
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5.1. Efecto del proceso de congelacion sobre € contenido de proteina que se
desnaturalizé y/o que formé agregados y sobre las propiedades reolgicas

de suspensiones de proteina del suero
5.1.1. Contenido de proteina que se desnaturalizé y/o que formo agr egados

5.1.1.1. Andlisis del contenido de proteina que se desnaturalizd y/o que formo

agregados

Los contenidos de proteina que se desnaturalizd y/o que formé agregados
(PDA) de las suspensiones de WPC se encuentran graficados en la Figura 5.1. El
contenido de PDA de las suspensiones sin tratamiento térmico con un 5y 9% p/v de
PT fue de 52,8+1,5 y 47,0+1,1%, respectivamente. Si bien el contenido de PDA es
elevado, en bibliografia se han encontrado trabajos que informan contenidos de
proteina que se desnaturalizd y/o que formd agregados superiores al 40% en
diferentes muestras de WPC. de Wit y col. (1983) realizaron estudios a varios WPC
comerciales que presentaron contenidos de PDA entre 9 y 65%. Morr y col. (1990)
publicaron que muestras de WPC con contenidos de proteina total entre 72 y 77%
presentaron un contenido de PDA equivalente a 12 y 51% (88 y 49% de proteina
soluble). Ademas, Sodini y col. (2006) observaron que el contenido de PDA de

muestras de WPC con 35% de PT varid entre un 10 a un 53%.

Durante el proceso de producciéon del WPC se llevan a cabo diversas
operaciones tales como pasteurizacion, concentracion y secado a temperaturas
relativamente elevadas (Puyol y col., 1999). Las distintas condiciones operativas

empleadas en dichas operaciones explican la presencia proteina del suero
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desnaturalizada-agregada en la mayoria de las suspensiones de WPC (Puyol y col.,

1999; de la Fuente y col., 2002a; de la Fuente y col., 2002b; Roufik y col., 2005).

Analizando el efecto producido por los tratamientos térmicos, se observo que el
contenido de PDA aument6 con el tiempo de tratamiento para todas las temperaturas
(Figura 5.1). Ademas, el contenido de PDA fue mayor para las suspensiones con un
5% p/v de PT a todas las temperaturas. Estas observaciones pueden deberse a
diferencias en el contenido de solidos totales como se discutira mas adelante

(Seccion 5.1.1.2.2).
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Figura5.1. Contenido de proteina que se desnaturaliz6 y/o que formo agregados
(PDA) de suspensiones de WPC tratadas térmicamente (ST). Los simbolos llenos
corresponden a 5% p/v de proteina total y los simbolos vacios a 9% p/v de proteina
total. Las barras representan los intervalos para un nivel de confianza de 95%.
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Analizando el efecto producido por el proceso de congelacion, no se
observaron diferencias significativas entre los contenidos de PDA de las
suspensiones sometidas a dicho proceso en comparacion con las suspensiones sin
congelar, excepto cuando la temperatura de tratamiento térmico fue 72,5 °C. En este

caso, el contenido de PDA fue menor para las suspensiones ST-C (Figura 5.2).

La crioconcentracion pudo producir cambios en la estructura de los agregados
de proteina del suero formados a 72,5 °C que provocaron variaciones en su
solubilidad a pH 4,6. En bibliografia se han encontrado trabajos en donde describen
las posibles causas de los cambios en la solubilidad a pH 4,6 de las proteinas del
suero. Li-Chan (1983) estudi6 suspensiones de proteina del suero preparadas a partir
de un WPC con 35% de PT tratadas térmicamente a 60 °C y observd que dichas
suspensiones presentaron una mayor solubilidad a pH 4,6 en comparacion con las
suspensiones sin tratamiento térmico. Este comportamiento fue atribuido a dos
posibles fenomenos. Por un lado, al desplegamiento parcial de los agregados, debido
a la ruptura de algunas uniones intramoleculares no covalentes, que posibilité que las
moléculas asuman luego del enfriamiento una conformacién mas soluble a pH 4,6.
Por otro lado, a la solubilizacién de los agregados proteicos presentes originalmente

en el WPC debido al posible debilitamiento de las uniones intermoleculares.
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Figura5.2. Contenido de proteina que se desnaturalizo y/o que formé agregados
(PDA) para suspensiones de WPC. (a) 5% p/vy (b) 9% p/v de proteina total. Los
simbolos llenos corresponden a suspensiones tratadas térmicamente (ST) y los
simbolos vacios corresponden a suspensiones tratadas térmicamente y congeladas
(ST-C). Las barras representan los intervalos para un nivel de confianza de 95%.
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5.1.1.2. Cinética global de desnaturalizacién-agregacion de las proteinas del

suero
5.1.1.2.1. Orden dereaccion

El orden de reaccion se obtuvo mediante la aplicacion de las Ecuaciones 3.2 y
3.3, observandose una relacion lineal entre In(C/Cy) y el tiempo en las suspensiones
ST y ST-C a todas las temperaturas de tratamiento (Figura 5.3). De esta forma, la
cinética global de desnaturalizacidon-agregacion de las proteinas del suero pudo

describirse por medio de una reaccion de primer orden.

En bibliografia se han encontrado 6rdenes de reaccion entre 1,3 y 1,5 para la
cinética global de desnaturalizacidon-agregacion de la totalidad de las proteinas del
suero (Patel y col., 1990). Ademas, otros investigadores han publicado un orden de
reaccion igual a 1 para la cinética de agregacion de la a-lactoalbumina (van Mil y
Roef, 1993; Anema y McKenna, 1996) y un orden de reaccién de 1,5 para la cinética
de agregacion de la B-lactoglobulina (van Mil y Roef, 1993; Anema y McKenna,
1996; Verheul y col., 1998; Le Bon y col., 1999b). En el caso de la B-lactoglobulina,
el orden de la reaccion global de desnaturalizacion-agregacion es un valor entre 1y 2

(Verheul y col., 1998).

El orden de reaccion puede variar dependiendo de la composicion del WPC, de
la temperatura y del tiempo del tratamiento térmico (de Wit, 1990). Ademas,
Jaskulka y col. (2000) analizaron datos experimentales correspondientes a la reaccion
de desnaturalizacion de la P-lactoglobulina publicados por diversos autores y

concluyeron que dichos datos pueden representarse por mas de un orden de reaccion.
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Figura5.3. Cinética global de desnaturalizacion-agregacion de las proteinas
del suero. (a) 5% p/v y (b) 9% p/v de proteina total. Los simbolos llenos
corresponden a las suspensiones tratadas térmicamente (ST) y los simbolos vacios a

las suspensiones tratadas térmicamente y congeladas (ST-C). Las barras de error
indican los desvios estandar y las lineas representan la regresion lineal.
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5.1.1.2.2. Constantesdereaccion

Los valores de las constantes de reaccion global de desnaturalizacion-
agregacion de las proteinas del suero para un orden igual a 1 (k;) se encuentran
detallados en la Tabla 5.1. Los mismos fueron calculados a partir de las pendientes

de las lineas de regresion de los graficos de In(C/Cy) versus tiempo (Figura 5.3).

De acuerdo a los resultados hallados en el presente trabajo, los valores de las
constantes de reaccion obtenidas fueron del mismo orden a los publicados
previamente para la cinética de agregacion de la B-lactoglobulina (de Wit, 1990).
Considerando que la B-lactoglobulina es la proteina que se encuentra en mayor
proporcion en el suero, comunmente se acepta que las caracteristicas de esta proteina

dominan el comportamiento de los agregados proteicos (de la Fuente y col., 200b).

Tabla 5.1. Constantes de reaccion para la desnaturalizacion-agregacion de las
proteinas del suero para un orden igual a 1 (k;).

Proteina Suspensiones tratadas Suspensjones
total Temperatura térmicamente (ST) tratadas térmicamente y
% piv] [°C] S . con%ellad';ls (ST-C) .
ki [s 110°]* R ki [s ' 10°]* R
5 70,0 5,340,3° 0,96 5,840,2 0,98
72,5 17,540,5° 0,99 13,940,9' 0,95
75,0 29,5+1,4° 0,97 31,5£0,6 0,99
77,5 56,142,8¢ 0,97 62,742,449 0,98
9 70,0 3,940,2° 0,97 3,740,1™ 0,99
72,5 13,340,6 0,97 10,440,5" 0,98
75,0 20,0+1,18 0,96 21,0£0,9°¢ 0,98
77,5 50,3+1,5™ 0,99 47,4402 0,98

* Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Las constantes de reaccion de todas las suspensiones de WPC se incrementaron
significativamente al aumentar la temperatura debido a que, fundamentalmente, un
aumento en la temperatura trae aparejado un aumento en la probabilidad de que
ocurran colisiones entre las moléculas, favoreciendo la formacion de agregados

(Kazmierskim y Corredig, 2003).

Se observdo que los valores de las constantes k; disminuyeron
significativamente al aumentar el contenido de proteina total de 5 a 9% p/v cuando
las temperaturas de tratamiento térmico fueron 70,0, 72,5 y 75,0 °C, no
encontrandose diferencias significativas a 77,5 °C. Estas observaciones indican que
el efecto de la temperatura sobre las constantes de reaccion fue mas significativo que
el efecto del contenido de proteina total a altas temperaturas. De acuerdo a estos
resultados, Iametti y col. (1995) publicaron que la formacién de uniones disulfuro
intermoleculares entre las moléculas de B-lactoglobulina fue menos dependiente de la
concentracion de proteina cuando la temperatura de tratamiento se incrementd de 70

a 85 °C.

Ademas, las diferencias halladas en las constantes de reaccidén al aumentar el
contenido de proteina total de 5 a 9% p/v pueden deberse a diferencias en el
contenido de solidos totales. Se han publicado estudios que indican que un
incremento en el contenido de solidos totales produce una disminuciéon en la
susceptibilidad de las proteinas del suero frente a la desnaturalizacion, disminuyendo
la velocidad de agregacion de las mismas (Nielsen y col., 1973; Hillier y col., 1979;
de Wit, 1981). McKenna y O'Sullivan (1970) hallaron que un aumento en el

contenido de solidos totales de 9 a 44% provocd una disminucion en la
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susceptibilidad de las proteinas del suero a la desnaturalizacion por calor en leche
descremada y sus concentrados. Los autores indicaron que durante Ila
desnaturalizacion-agregacion de dichas proteinas, el efecto producido por el
contenido de solidos totales fue mas importante que el producido por las variaciones
en la temperatura. Ademds, Anema (2000) public6 que la velocidad de
desnaturalizacion de la B-lactoglobulina 75 °C en muestras de leche descremada
reconstituida a varias concentraciones (9,6 a 38,4% de solidos totales) disminuy6

cuando el contenido de solidos totales se incremento.

Analizando el efecto producido por el proceso de congelacion sobre las
contantes de reaccidn, solo se observaron diferencias significativas entre los valores
de las constantes k; cuando el tratamiento térmico fue realizado a 72,5 °C. A esta
temperatura, las constantes de reaccion de las suspensiones ST-C fueron menores
que el de las ST. Como se explico anteriormente en la Seccion 5.1.1.1, la
crioconcentracion pudo producir cambios en la estructura de los agregados de
proteina del suero que aumentaron su solubilidad a pH 4,6, provocando una
disminucién en los valores de las constantes de reaccion de las suspensiones ST-C

tratadas a 72,5 °C.

5.1.1.2.3. Dependencia de las constantes de reaccién con latemperatura

Los valores de las energias de activacion (E,) y In(A) calculados a partir de las
pendientes de las lineas de regresion de los los graficos de In(k;) versus 1/T se

encuentran detallados en la Tabla 5.2. Los valores de E, de las suspensiones de WPC
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hallados se encuentran en el mismo orden que los publicados en bibliografia para
diferentes proteinas del suero (de Wit, 1990; Patel y col., 1990; Anema y McKenna,

1996; Le Bon y col., 1999b; Anema, 2000).

Tabla 5.2. Energias de activacion (E,) y In(A).

Suspensiones tratadas
térmicamente y

, Suspensiones tratadas
Proteina total

[% p/v] térmicamente (ST) Congeladas (ST-C)
E.[kImol']  In(A) R*>  E,[kJmol'] In(A) R’
5 304+40 104 0,97 319+11 107 0,99
9 324+41 97 0,97 334417 102 0,99

5.1.1.3. Estimacion del contenido de proteina que se desnaturalizé y/o que formo

agregados

Para poder realizar la estimacion del contenido de PDA en las suspensiones de
WPC luego de los tratamientos térmicos y del proceso de congelacion, se

combinaron las Ecuaciones 3.3 y 4.1 obteniéndose la siguiente expresion:

PS
PDA=|1-—2 -k.t)| 100
[ PT exp( 1 )} 5.1

donde PSy es el contenido inicial de proteina soluble.

Los contenidos de PDA estimadas se encuentran graficados en la Figura 5.4.
Los errores estandar de estimacion para cada determinacion fueron menores al 6,5%
y el error estandar de estimacion promedio para cada temperatura de tratamiento para

las suspensiones ST y ST-C fue de 0,5 y 2,3%, respectivamente.
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Figura 5.4. Contenidos de proteina que se desnaturalizé y/o que formo
agregados (PDA) estimados. (a) Suspensiones tratadas térmicamente (ST) y (b)
suspensiones tratadas térmicamente y congeladas (ST-C). Los simbolos llenos
corresponden a las suspensiones con 5% p/v de proteina total y los simbolos vacios a
las suspensiones con un 9% p/v de proteina total. Las barras de error indican los
desvios estandar y las lineas representan los PDA estimados.
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5.1.2. Propiedades reol6gicas

5.1.2.1. Region de viscoelasticidad lineal

Los valores de modulo complejo (|G*|) y la deformacion (y) de las
suspensiones de WPC en funcion de la tension aplicada a una frecuencia de 10 Hz se
encuentran graficados en la Figura 5.5. Se observo que los valores de |G*| no fueron
afectados por la magnitud de la tension, encontrandose una relacion lineal entre la
tension aplicada y la deformacion medida. Estos resultados indican que las
suspensiones de WPC se comportan como un material linealmente viscoeléstico

durante los ensayos oscilatorios realizados a valores de tension menores a 9 Pa.

5.1.2.2. Andlisisdescriptivo de los espectr os mecanicos

Los espectros mecanicos de las suspensiones sin tratamiento térmico se
encuentran graficados en la Figura 5.6. A bajas frecuencias, se observo un
comportamiento predominantemente fluido donde G" fue mayor a G'. Al final de la
primera década de frecuencias, se produjo un cruce entre G' y G" y a frecuencias
superiores a la frecuencia de corte (®;), se pudo visualizar un comportamiento
predominantemente solido donde G' fue mayor a G". De acuerdo con Steffe (1996),
esta descripcion del espectro mecanico es caracteristica de los fluidos viscoelasticos.
Similares resultados fueron observados por Ikeda y col. (2001) en suspensiones con
un contenido entre 0,1 y 10% de WPI, en donde se produjo un cruce entre G'y G" a

frecuencias menores a 0,3 Hz.
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Figura5.5. Valores de modulo complejo (|G*|) y deformacion (y) en funcion de la
tension aplicada de suspensiones de WPC: (a) Suspensiones sin tratamiento térmico
(S) y tratadas térmicamente (ST) y (b) Suspensiones sin tratamiento térmico y
congeladas (S-C) y tratadas térmicamente y congeladas (ST-C). Los simbolos llenos
representan a |G*| y los simbolos vacios representan a y. Cada curva corresponde a
una de tres mediciones.
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Figura 5.6. Espectro mecanico de suspensiones de WPC sin tratamiento térmico (S)
con 5y 9% p/v de proteina total. Cada curva corresponde a una de tres mediciones.

En el presente estudio, se observo una independencia de G' y una escasa
dependencia de G" con el contenido de proteina total en las suspensiones sin
tratamiento térmico (Figura 5.6). Del mismo modo, Ikeda y col. (2001) publicaron
que los valores de G' y G" de suspensiones de B-lactoglobulina presentaron poca
dependencia con la concentracion en un rango de 0,01 a 7%. Ademas, los autores
observaron el mismo comportamiento en suspensiones de WPI en un rango de
concentracion de 0,1 a 10%. La escasa dependencia de los modulos con la
concentracion ha sido observada en algunas dispersiones coloidales de proteinas
globulares en estado nativo y fue interpretada en términos de la formacion de

coloides cristalinos (Ikeda y Nishinari, 2001a y b; Ikeda y col., 2001).

En las suspensiones de WPC sin tratamiento térmico, se observd un
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comportamiento dilatante donde |n*| se incrementd con la frecuencia (Figura 5.6).
Varios autores han observado un comportamiento similar en suspensiones de
proteinas del suero. Mleko y Foegeding (1999) publicaron que algunas suspensiones
de proteina del suero que contenian PDA obtenidas a partir de suspensiones de WPI
tratadas térmicamente presentaron un comportamiento dilatante. Mleko (2004)
observé que suspensiones de proteina del suero presentaron un comportamiento tanto
dilatante como pseudopléstico en un amplio rango de contenido de proteina total,
dependiendo de la muestra analizada (suero en polvo, suero en polvo

desmineralizado, WPC y WPI).

Se ha publicado que el comportamiento dilatante puede provenir de un grado
de estructuracion de los agregados de WPC durante los ensayos oscilatorios
(Walkenstrom, y col., 1999). Dicho comportamiento puede ser provocado por la
fuerza aplicada, debido a que el material adopta una estructura mas ordenada, o por
la presencia de grandes interacciones entre las particulas (Mleko y Foegeding, 1999).
Ademas, se ha publicado que los ensayos oscilatorios pueden inducir un orden
cristalino en suspensiones de esferas rigidas con interacciones de corto alcance

(Ackerson y Pusey, 1988; Vermant y Solomon, 2005).

Los espectros mecdnicos de las suspensiones tratadas térmicamente para un
mismo contenido de proteina total (Figura 5.7) y los correspondientes a las muestras
sometidas al proceso de congelacion (Figuras 5.8 y 5.9), presentaron una descripcion
similar a los de las suspensiones sin tratamiento térmico. No obstante, se pudo

observar una dependencia de G" y de o, con los tratamientos realizados.

101



Capitulo 5. Resultados y Discusion

(@) 1000 5555 1000
® G"5S
100 4 2 G 5-72,5
A G"5-72,5 2 100
o G' 5775 o
10 5 ¢ G"5-77.5 o
o
X e 10
— | {Xxnxs2s a 3
S X n*5-77.5 o s ¢t w
:/ o ° ‘ ‘ X [ g
o Ol o t 2 § X =
z o > ¢  { ° X C *
© t 2L £
SEERREE o
e o E
0001 4 ¢ % 5 i L x X * 5
BERE L 0,01
0,0001 X X F
0’00001 T T T T T L T T T T L T T T T LI 0’001
0,01 0,1 1 10
Frecuencia (Hz)
(b) 1000 5550 s 1000
® G"9-8
100 4 & G 9725
A G"9-72,5 o 100
o G' 9775 o
10 5 & G"9-77,5 o o
X n*9-S a 10
—_ 1 X n* 9-72,5 o ‘ F
© F
o X nx9-77,5 a 2 - 7
~ ? * X z O « K D(?
= 0,1 A 1l &
© o * * o 3 % : o * ° * x X * 2 >
oo,o1x%x*§§..o x ¥ -015
A X £ Y,
00014 o 8 8 ) % % ;
X = 0,01
00001 § X X X 5
0,00001 - T T ———— (,001
0,01 0,1 | 10

Frecuencia (Hz)

Figura 5.7. Espectro mecanico de suspensiones de WPC tratadas térmicamente (ST):
(a) 5% p/v y (b) 9% p/v de proteina total. Cada curva corresponde a una de tres
mediciones.
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Figura 5.8. Espectros mecanicos de suspensiones de WPC sin tratamiento térmico y
congeladas (S-C): (a) 5% p/vy (b) 9% p/v de proteina total. Cada curva corresponde

a una de tres mediciones.
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Figura5.9. Espectros mecanicos de suspensiones de WPC tratadas térmicamente y
congeladas (ST-C): (a) 5% p/v y (b) 9% p/v de proteina total. Cada curva
corresponde a una de tres mediciones.
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Las variaciones de los valores de 6 con la frecuencia de las suspensiones de
WPC se encuentran graficadas en la Figura 5.10. En todas las muestras estudiadas, se
observé que a bajas frecuencias los valores de & fueron relativamente altos indicando
que la componente viscosa domind el comportamiento viscoeldstico de las
suspensiones. A medida que la frecuencia se increment6, se observd una disminucion
en los valores de 0 y a altas frecuencias dichos valores fueron muy bajos, indicando

un dominio de la componente eléstica.

Se observo que las suspensiones tratadas térmicamente presentaron valores de
O mayores a los de las suspensiones sin tratamiento térmico (Figura 5.10), indicando
que los tratamientos térmicos produjeron un aumento en el comportamiento viscoso
de las suspensiones de WPC. Ademas, en las suspensiones tratadas térmicamente con
9% p/v de PT, pudo visualizarse un comportamiento puramente viscoso donde los

valores de 0 fueron iguales o cercanos a 90° (Figura 5.10b).

En las muestras sometidas al proceso de congelacion con el mismo contenido
de proteina total y condiciones de tratamiento térmico, las variaciones mas notorias
en los valores de 0 fueron observadas en las suspensiones con un 5% p/v de PT
(Figura 5.10a). Las suspensiones sin tratamiento térmico y congeladas presentaron
valores de 0 mayores que el de las suspensiones sin tratamiento térmico. Por el
contrario, los valores de & fueron menores para las suspensiones tratadas
térmicamente y congeladas en comparacion a las suspensiones tratadas

térmicamente.
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Figura 5.10. Dependencia del angulo de fase (8) con la frecuencia (®) en
suspensiones de WPC. (a) 5% p/v y (b) 9% p/v de proteina total. Cada curva
corresponde a una de tres mediciones.
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5.1.2.3. Par @metr os r eol 6gicos

Los valores de los parametros reoldgicos derivados del modelo de Ley de
Potencia para G' y G" (Ecuacion 3.25 y 3.26) se encuentran detallados en la Tabla
5.3. En todas las suspensiones de WPC analizadas, se observo que el exponente X fue
significativamente mayor que Y, indicando que G' se incrementa mas rapidamente
que G" al aumentar la frecuencia. Es interesante destacar ademas que la magnitud de
X es aproximadamente igual a 2 (Tabla 5.3), revelando un gran incremento de G' con

la frecuencia.

Tabla 5.3. Parametros reoldgicos obtenidos a partir del modelo de Ley de Potencia
para los médulos elastico (G'=aw*) y viscoso (G"=bw”) de suspensiones de WPC.

Modulo elastico

Modulo viscoso

Muestras (G" (G"
a[Pas]* X [-]* R*>  b[Pas]* y [-]* R?
5-S  0,025+0,000° 2,011+0,007° 0,99 0,005+0,000° 1,177+0,016" 0,98
9-S  0,024+0,000* 2,019+0,007° 0,99 0,008+0,000° 1,119+0,008° 0,99
5-72,5  0,025+0,001* 2,005+0,009* 0,99 0,008+0,002* 1,106+0,007° 0,99
9-72,5 0,019+0,000° 2,114+0,008* 0,99 0,033+0,002° 0,872+0,021° 0,99
5-77,5  0,026+0,000° 1,987+0,003* 0,99 0,011+0,000* 1,054+0,006° 0,99
9-77,5 0,041+0,009° 1,786+0,093° 0,99 0,066+0,009° 0,728+0,039" 0,96
5-S-C  0,024+0,000° 2,041+0,007* 0,99 0,006+0,000° 1,031+0,005% 0,99
9-S-C  0,025+0,000° 2,014+0,005° 0,99 0,009+0,001° 1,000+0,007% 0,99
5-72,5-C  0,023+0,000* 2,033+0,003* 0,99 0,006+0,000° 1,193+0,008* 0,97
9-72,5-C  0,021+0,000* 2,066+0,021*° 0,99 0,026+0,001° 0,924+0,003" 0,99
5-77,5-C  0,023+0,000* 2,028+0,001> 0,99 0,008+0,000* 1,140+0,009* 0,98
9-77,5-C  0,0224+0,001* 2,045+0,004* 0,99 0,054+0,002° 0,803+0,011" 0,98

* Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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Debido a que n*=G*//o y ademas |G*|=[(G")*+(G')*]"?, es posible que el
comportamiento dilatante observado en la |n*| en todas las suspensiones de WPC
discutido en la Seccion 5.1.2.2 sea el resultado del gran incremento de G' con la
frecuencia (Rao y Tattiyakul, 1999). Este comportamiento puede ser atribuido a la
estructuracion de los agregados solubles de proteina del suero durante los ensayos

realizados en el redmetro bajo flujo de corte oscilatorio (Walkenstrém, y col., 1999).

En las suspensiones sin tratamiento térmico se analizo el efecto del contenido
de proteina total sobre los valores de los parametros reologicos hallados. Solo se
observaron diferencias significativas en los valores del exponente y del médulo G",
resultando menores para las suspensiones con un 9% p/v de PT. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos durante el analisis cualitativo de los espectros
mecanicos discutidos en la Seccion 5.1.2.2, en donde se observd una escasa

dependencia de G" con el contenido de proteina total.

Analizando el efecto producido por los tratamientos térmicos en las
suspensiones con un mismo contenido de proteina total, se observaron diferencias
significativas en los valores de los parametros a y X del médulo G' solamente en las
suspensiones 9-77,5, en donde a fue mayor y X fue menor que los valores
correspondientes a las suspensiones sin tratamiento térmico y a las 9-72,5. Por otro
lado, se encontraron diferencias significativas en los valores del parametro b del
moédulo G" solamente en las suspensiones con 9% p/v de PT, en donde b se
incrementd al aumentar la intensidad del tratamiento térmico. Por ultimo, se
observaron diferencias significativas en los valores de los exponentes y del médulo

G" en todas las suspensiones de WPC, en donde y disminuy6 al aumentar la
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intensidad del tratamiento térmico. Estos resultados demuestran que los tratamientos
térmicos provocaron una disminucién en los valores de los exponentes X e VY,
indicando una menor velocidad de variacion tanto de G' como de G" con la
frecuencia. Dicho comportamiento puede deberse a un mayor grado de estructuracion

de las suspensiones tratadas térmicamente debido a la formacion de agregados.

Analizando el efecto producido por el proceso de congelacion para un mismo
contenido de proteina total y similares condiciones de tratamiento térmico, se
encontraron diferencias significativas en los valores de los parametros @, X y b
solamente en las suspensiones con un 9% p/v de PT tratadas en condiciones de
intensidad de tratamiento térmico alta. En este caso, a fue menor, X fue mayor y b fue

menor en las suspensiones 9-77,5-C en comparacion con las suspensiones 9-77,5.

Ademas, las mayores diferencias encontradas fueron en los valores de los
exponentes Y. Por un lado, dicho exponente fue menor para las suspensiones sin
tratamiento térmico y congeladas en comparacion con las suspensiones sin
tratamiento térmico. Este fendmeno puede deberse a la presencia de un mayor grado
de estructuracion en las suspensiones sin tratamiento térmico y congeladas. Durante
el proceso de congelacion, la crioconcentracion de los solutos puede impactar
significativamente en la estabilidad de las proteinas (Franks y Hatley, 1991).
Ademas, el aumento en la concentracion de las proteinas durante la congelacion
puede provocar la agregacion de las mismas (Tolstoguzov y Braudo, 1983, Franks y

Hatley, 1991).

Por otro lado, el exponente y fue mayor para las suspensiones tratadas

térmicamente y congeladas en comparacion con las suspensiones tratadas
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térmicamente. Este fendmeno puede deberse a la presencia de un menor grado de
estructuracion de las suspensiones tratadas térmicamente y congeladas, posiblemente
debido a que la formacion de cristales de hielo pudo provocar la modificacion o

ruptura de la estructura de los agregados proteicos solubles.

5.1.2.4. Tiempos car acteristicos de relajacion

Los valores de los tiempos caracteristicos de relajacion (t.) de las suspensiones
de WPC se encuentran detallados en la Tabla 5.4. En las suspensiones sin tratamiento
térmico, analizando el efecto del contenido de proteina total, se observé que el valor
de 1. de las suspensiones con un 5% p/v de PT fue significativamente mayor que el
de las suspensiones con un 9% p/v de PT. Este fenomeno indica que las muestras con
menor contenido de proteina total poseen un menor rango de comportamiento

viscoso en el espectro mecanico.

Las particulas coloidales cargadas en medio acuoso pueden organizarse
formando un arreglo cristalino (Lindsay y Chaikin, 1982). Este sistema coloidal,
denominado coloide cristalino, responde mecénicamente a pequefias deformaciones
oscilatorias como si fuese un solido. El comportamiento reoldgico de las dispersiones
de proteinas globulares es similar al comportamiento de los coloides cristalinos. Este
fenémeno puede deberse a la existencia de fuerzas repulsivas de hidratacion, donde
las interacciones polares orientan a las moléculas de agua sobre la superficie de las

proteinas generando repulsion entre las mismas. Estas fuerzas polares pueden ser
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mayores a las fuerzas atractivas de van der Waals o las fuerzas repulsivas

electrostaticas (Ikeda & Nishinari, 2001b).

Tabla 5.4. Tiempos caracteristicos de relajacion (t.) de suspensiones de WPC.

Muestras Te [S]*
5-S 7,25+0,73°
9-S 3,51+0,02%

5-72,5 3,68+0,29°
9-72,5 0,64+0,04¢
5-77,5 2,43+0,08°
9-77,5 0,630,05¢
5-S-C 3,94+0,02°
9-S-C 2,83+0,04°

5-72,5-C 5,00+0,44"
9-72,5-C 0,85+0,05¢
5-77,5-C 3,38+0,04%
9-77,5-C 0,48+0,02¢

* Letras diferentes indican diferencias
significativas (P<0,05).

Se ha observado que los coloides cristalinos no fluyen facilmente a bajas
concentraciones (Inoue y Matsumoto, 1996). En este estudio, los altos contenidos de
PDA encontrados en las suspensiones sin tratamiento térmico (mayores a 40%)
pueden estar relacionados con las elevadas temperaturas utilizadas en algunas etapas
del proceso de elaboracion del WPC (Puyol y col., 1999; de la Fuente y col., 2002a;
de la Fuente y col., 2002b; Roufik y col., 2005). No obstante, es posible que las
proteinas del suero nativas que pudieron quedar remanentes le hayan otorgado a las
suspensiones de WPC algunas propiedades mecanicas caracteristicas de los coloides

cristalinos, como la dificultad para fluir a bajas concentraciones de proteina, que
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estaria relacionada con los altos valores en los 1. de las suspensiones con un 5% p/v

de PT.

Analizando el efecto producido por los tratamientos térmicos en las
suspensiones con un mismo contenido de proteina total, se observo que los valores
de 1. de las suspensiones tratadas térmicamente fueron significativamente menores a
los t. de las suspensiones sin tratamiento térmico. lkeda y Nishinari (2000)
publicaron que la desnaturalizacion puede provocar la pérdida de las fuerzas
repulsivas superficiales presentes en las dispersiones de proteinas globulares, como

las fuerzas de hidratacion, debido a la exposicion de los sitios activos hidrofobicos.

Ademas, se observo que solo en las suspensiones tratadas térmicamente con un
5% p/v de PT los valores de 1. disminuyeron significativamente cuando la intensidad
del tratamiento térmico se incrementd. EI comportamiento reologico esta relacionado
con el tamano, la naturaleza y la cantidad de agregados proteicos presentes en el
medio. Ademas, los agregados con mayor tamafio pueden incrementar la componente
viscosa de las suspensiones. Kazmierski y Corredig (2003) publicaron que el tamafio
de los agregados de proteinas del suero es mas dependiente de la temperatura que del
tiempo de tratamiento térmico y que los agregados que fueron formados a altas

temperaturas poseen un mayor tamaiio.

Analizando el efecto producido por el proceso de congelacion para un mismo
contenido de proteina total y similares condiciones de tratamiento térmico, se
observaron diferencias significativas solamente en las suspensiones con un 5% p/v de
PT. Por un lado, los valores de 1. fueron significativamente menores en las

suspensiones 5-S-C en comparacion con las suspensiones 5-S. Por otro lado, los
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valores de 1. fueron significativamente mayores para las suspensiones 5-72,5-C y 5-
77,5-C en comparacion con las suspensiones 5-72,5 y 5-77,5. Estos resultados
concuerdan con los discutidos en la Seccion 5.1.2.3, donde se explico que la
crioconcentracion pudo provocar la agregacion de las proteinas o la modificacion y
ruptura de la estructura de los agregados solubles presentes en las suspensiones

aumentando o disminuyendo las repulsiones entre los mismos.

Ademas, cabe destacar que Unicamente se han observado variaciones en los
valores de 7. de las suspensiones con un 5% p/v de PT. Las proteinas del suero tienen
la capacidad de ligar moléculas de agua por medio de puentes hidrogeno. Cuando se
incrementa la concentracién de proteina en la solucion, el agua intersticial se
encuentra menos disponible para la congelacion. La estabilidad de los sistemas
acuosos alimentarios congelados, como por ejemplo el suero, depende del estado
fisico de sus componentes y de la proporcién de cada uno de ellos en la solucion
inicial (Aider y col., 2007). A su vez, el estado fisico de los componentes depende de
la composicion relativa de cada uno de ellos, de la temperatura y del contenido de
agua. Se ha observado que la estabilidad de las proteinas en medio acuoso se
incrementa con el incremento en la concentracion debido al efecto de auto-
estabilizacion. Dicho fendmeno se ha observado en dispersiones de varias enzimas y

de B-lactoglobulina (Pikal-Cleland y col., 2000; Xiaolin y Pikal, 2005).
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5.2. Efecto del proceso de congelacion sobre las propiedades fisicoquimicas y

r eol 6gicas de queso blando magr o elaborado con proteinas del suero

5.2.1. Propiedades fisicoquimicas

5.2.1.1. Contenido de humedad

Los contenidos de humedad durante la maduracion de los quesos refrigerados
(QR) y congelados (QC) se encuentran graficados en la Figura 5.11. El contenido de
humedad inicial de los quesos QR y QC fue de 52,80+0,46 y 53,49+2,06%,
respectivamente. Otros autores también obtuvieron valores de contenidos de
humedad elevados cercanos al 50% en varios tipos de quesos magros elaborados con
imitadores de grasa a base de proteinas del suero (McMahon y col., 1996; Romeih y

col., 2002; Koca y Metin, 2004; Sahan y col., 2008).

Los imitadores de grasa se caracterizan por su alta capacidad de retencion de
agua, condicion que puede explicar el alto contenido de humedad hallado en los
quesos que contienen dichos ingredientes (Romeih y col., 2002). Ademas, un alto
contenido de humedad es indicativo de un retardo en la sinéresis de la cuajada
durante el proceso de elaboracién de quesos. McMahon y col. (1996) han sugerido
que los aditivos imitadores de grasa interfieren en la retraccion de la red de caseina,
disminuyendo la fuerza impulsora que permite liberar el agua de las particulas de la

cuajada y retardando de esta forma la sinéresis.
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Figura5.11. Variacion del contenido de humedad durante la maduracion de un
queso blando magro elaborado con proteinas del suero. Las barras de error
representan los desvios estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas

(p<0,05).

Durante el periodo de maduracion estudiado, no se observaron diferencias
significativas en el contenido de humedad de los quesos QR y QC. Durante el salado
de los quesos por inmersion, se genera un gradiente de humedad y de sal desde la
superficie hasta el centro del queso (Luna y Chavez, 1992). Luego, durante la
maduracion se produce una pérdida de humedad debido a la deshidratacion del queso
y una redistribucion de sal hasta llegar a una concentracion uniforme de sal en todo
el producto (Zorrilla y Rubiolo, 1998). No obstante, los resultados hallados en el
presente trabajo podrian deberse a que los quesos fueron envasados al vacio en
bolsas plasticas. Similares resultados fueron encontrados por Bertola y col. (1999),
quienes publicaron que el contenido de humedad de quesos Port Salut, Tybo y

Mozzarella envasados en bolsas plasticas no vario durante la maduracion. Ademas,
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Verdini y Rubiolo (2002) hallaron que el contenido de humedad de las zonas interna
y central de quesos Port Salut Argentino envasados en bolsas plésticas no sufrid

cambios durante el periodo de maduracion estudiado.

Analizando el efecto del proceso de congelacion, no se observaron diferencias
significativas entre los valores de contenido de humedad de los quesos QR y QC

durante todo el periodo de maduracién estudiado.

5.2.1.2. Valoresde pH

Los valores de pH durante la maduracion de los quesos QR y QC se encuentran
graficados en la Figura 5.12. El pH inicial de los quesos QR y QC fue de 5,27+0,03 y

5,28+0,02, respectivamente.

Durante el periodo de maduracion estudiado de los quesos QR, se observé una
disminucién significativa del valor de pH entre los dias 1 y 48. Por un lado, las
bacterias lacticas fermentan la lactosa residual formando 4cidos organicos de cadena
corta solubles en agua que, por disociacion, liberan H' y aniones al medio causando
una disminuciéon en el pH. Por otro lado, la produccion de &cidos permite la
inmediata solubilizacion del calcio y del fosfato que se encuentran atrapados en la
red de para-caseina. De esta forma, estos compuestos solubilizados pueden actuar
como buffer impidiendo la disminucién del pH durante el resto del periodo de

maduracion estudiado (Upreti y Metzger, 2007).
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Figura 5.12. Variacion del pH durante la maduracion de un queso blando magro
elaborado con proteinas del suero. Las barras de error representan los desvios
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Durante el periodo de maduracion estudiado de los quesos QC, se observo un
aumento significativo del valor de pH entre los dias 1 y 21. El incremento del pH del
queso durante la maduracién puede estar asociado a un incremento gradual en la
hidratacion de la para-caseina y a un aumento en la disponibilidad de varios residuos
de proteina (grupos € y a-carboxilos de los acidos aspartico y glutdmico) que, al
combinarse con los H' presentes en el medio, pueden reducir la actividad del i6n
hidrogeno en la fase acuosa del queso durante el almacenamiento (Guinee y col.,
2002). El incremento en la hidratacion de la para-caseina puede estar asociado a
cambios en el equilibrio entre las concentraciones de fosfato célcico soluble y
coloidal (Guo y col., 1997) y a la migracion de sal desde la fase acuosa hacia la fase

proteica del queso (Cervantes y col., 1983; Guinee, 2004). Por un lado, durante el
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proceso de congelacion se produce el fendmeno de crioconcentracion en donde los
solutos de la fase acuosa (sales, azlcares, acidos, etc.) son desplazados del frente de
hielo moévil, formando regiones de mayor concentracion de solutos localizadas frente
a la interfase movil y entre los cristales de hielo. Este proceso pudo producir la
migracion de sal desde la fase acuosa no congelada hacia la fase proteica. Por otro
lado, el proceso de congelacion pudo haber generado dafio celular en las bacterias
lacticas, disminuyendo la produccion de acidos organicos que impidio el descenso

del pH durante la maduracion de los quesos QC.

Analizando el efecto del proceso de congelacion sobre los valores de pH, se
observaron diferencias significativas entre los dias 21 y 76 de maduracion. En este
caso, los quesos QC presentaron valores significativamente mayores de pH en

comparacion a los quesos QR.

5.2.1.3. Concentracion de sal

Las concentraciones de sal de los quesos QR y QC durante la maduracion se
encuentran graficados en la Figura 5.13. La concentracion de sal inicial para los

quesos QR y QC fue de 0,41+0,00 y 0,44+0,01%, respectivamente.

Durante el periodo de maduracién estudiado de los quesos QR y QC, se
observo un aumento significativo en la concentracion de sal entre los dias 1 y 21.
Este fenémeno indica que se logro la redistribucion de sal, llegando a una

concentracion uniforme en todo el queso de aproximadamente 0,72%.
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Ademas, analizando el efecto del proceso de congelacion sobre la

concentracion de sal, no se observaron diferencias significativas entre los quesos QR

y QC durante todo el periodo de maduracion estudiado.
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Figura 5.13. Variacion de la concentracion de sal (NaCl) durante la maduracion de
un queso blando magro elaborado con proteinas del suero. Las barras de error
representan los desvios estdndar. Letras diferentes indican diferencias significativas

(p<0,05).

5.2.1.4. Proteinatotal

Los contenidos de proteina total durante la maduracion de los quesos QR y QC
se encuentran graficados en la Figura 5.14. El contenido de proteina total inicial para
los quesos QR y QC fue de 33,584+0,01 y 32,87+0,70%, respectivamente. Otros

autores han publicado también altos valores de contenido de proteina total en varios
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tipos de quesos magros elaborados con imitadores de grasa a base de proteinas del

suero (Koca y Metin, 2004; Haque y col., 2007; Sahan y col., 2008).
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Figura 5.14. Variacion del contenido de proteina total durante la maduracion de un
queso blando magro elaborado con proteinas del suero. Las barras de error
representan los desvios estdndar. Letras diferentes indican diferencias significativas

(p<0,05).
Durante el periodo de maduracion estudiado, no se observaron diferencias
significativas en el contenido de proteina total de los quesos QR y QC.

Ademas, analizando el efecto del proceso de congelacion sobre el contenido de
proteina total, no se observaron diferencias significativas entre los quesos QR y QC

durante todo el periodo de maduracién estudiado.
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5.2.1.5. indice de maduracién

Los valores de indice de maduracion (IM) durante la maduracién de los quesos
QR y QC se encuentran graficados en la Figura 5.15. El IM inicial para los quesos

QR y QC fue de 3,60+0,67 y 4,09+0,66%, respectivamente.
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Figura5.15. Variacion del indice de maduracion (IM) durante la maduracion de un
queso blando magro elaborado con proteinas del suero. Las barras de error
representan los desvios estdndar. Letras diferentes indican diferencias significativas

(p<0,05).

Durante el periodo de maduracién estudiado de los quesos QR y QC, se
observo un aumento significativo en los valores de IM entre los dias 1y 76. E1 IM es
utilizado como un indice de la proteolisis primaria en los quesos, durante la cual se

lleva a cabo la hidrolisis de las caseinas por parte de la quimosina residual,
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resultando en la formacién de péptidos de tamafios intermedios y grandes (Fox y

McSweeney, 1996).

Analizando el efecto del proceso de congelacion sobre los valores de IM, se
observaron diferencias significativas entre los quesos QR y QC durante todo el
periodo de maduracion estudiado. En este caso, los quesos QC presentaron valores
significativamente mayores de IM en comparacion a los quesos QR. Durante el
proceso de congelacion, la deshidratacion de las proteinas puede causar la ruptura de
la estructura proteica y la formacion de hielo puede causar el dano celular del las
bacterias, generando la liberacion de enzimas proteoliticas al medio (Verdini y
Rubiolo 2002, Gravier y col., 2004). Ademas, la matriz del queso que fue dafiada por

la congelacion puede ser mas susceptible a la prote6lisis (Bertola y col., 1996).

Los valores de IM obtenidos durante el periodo de maduraciéon estudiado para
un queso blando magro elaborado con proteinas del suero fueron relativamente bajos.
Se ha observado una disminucion en la velocidad de hidrdlisis de las caseinas en
quesos elaborados con proteinas del suero (Leliévre, 1995; Benfeldt y col., 1998).
Sahan y col. (2008) encontraron valores de IM menores para quesos Kashar bajos en
grasa elaborados con Simplesse® en comparacion con quesos Kashar tradicionales.
Este fendmeno podria deberse a la presencia de inhibidores de proteasas en los
quesos. Los mismos normalmente residen en el suero, pero pueden ser incorporados
a la cuajada por medio de la adiciéon de proteinas del suero desnaturalizadas a la

leche que se utilizara en la elaboracion del queso (Lelievre, 1995; Benfeldt y col.,

1998).
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Ademas, durante la produccion de quesos magros, en la etapa de desuerado se
obtienen valores de pH del suero elevados y se utilizan bajas temperaturas de
coccion. Estas condiciones favorecen la reduccion en la retencidon de quimosina en el
queso y producen una disminucion en la actividad de la plasmina. Estos fendmenos
explicarian el menor grado de proteolisis observado durante la maduracion de quesos
bajos en grasa (Mistry, 2001). Fenelon y Guinee (2000), quienes estudiaron la
protedlisis primaria durante la maduracion de quesos Cheddar elaborados con
diferentes contenidos de grasa, observaron una menor velocidad de degradacion de la
agi-caseina al disminuir el contenido de grasa en los quesos. Estos resultados se

correlacionaron con una disminucion en la actividad de la quimosina residual.

5.2.2. Propiedades reol6gicas

5.2.2.1. Region de viscoelasticidad lineal

Los valores de modulo complejo (|G*|) y la deformacion (y) de los quesos QR
y QC en funcion de la tension aplicada a una frecuencia de 10 Hz se encuentran
graficados en la Figura 5.16. Se observo que los valores de |G*| a cualquier dia de
maduracion no fueron afectados por la magnitud de la tension, encontrandose una
relacion lineal entre la tension aplicada y la deformacion medida. Estos resultados
indican que tanto los quesos QR como los quesos QC se comportan como un
material linealmente viscoeldstico durante los ensayos oscilatorios realizados a

valores de tension menores a 630 Pa.
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Figura5.16. Valores de modulo complejo (|G*|) y deformacion (y) en funcion de la

Tension (Pa)

tension aplicada de un queso blando magro elaborado con proteinas del suero: (a)
Quesos refrigerados (QR) y (b) quesos congelados (QC). Los simbolos llenos
representan a |G*| y los simbolos vacios representan a y. Cada curva corresponde a

una de tres mediciones.
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5.2.2.2. Andlisisdescriptivo de los espectr os mecanicos

Los espectros mecanicos de los quesos QR se encuentran graficados en la
Figura 5.17a. En todo el rango de frecuencias estudiado, se observé que G' fue mayor
a G" evidenciando un comportamiento predominantemente solido a cualquier dia de
maduracion. De acuerdo con Steffe (1996), esta descripcion del espectro mecanico es
caracteristica de los so6lidos viscoeldsticos. Similares resultados fueron observados
por Ma y col. (1997) en un queso Cheddar magro elaborado con Dairy-Lo™ y por
otros autores en varios tipos de quesos bajos en grasa (Subramanian y Gunasekaran,
1997b). Ademas, se observo que ambos mddulos disminuyen al aumentar el tiempo

de maduracion (Figura 5.17a).

Los espectros mecanicos de los quesos QC (Figura 5.17b) presentaron una

descripcion similar al de los quesos QR.

Los valores de tan (0) en funcion de la frecuencia para los quesos QR y QC se
encuentran graficados en la Figura 5.18. Si bien la tan (3) es un valor adimensional
que compara la cantidad de energia perdida por ciclo de deformacién durante un
ensayo oscilatorio (Ferry, 1970), dicho parametro fue utilizado para indicar la
relacion entre el comportamiento viscoso y el grado de protedlisis (Gravier y col.,
2004). Valores de tan (8) menores a 1 evidencian un comportamiento
predominantemente so6lido y valores mayores a 1 indican un comportamiento

predominantemente viscoso.
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Figura 5.17. Espectros mecanicos de un queso blando magro elaborado con
proteinas del suero: (a) quesos refrigerados (QR) y (b) quesos congelados (QC). Los
simbolos llenos representan a G' y los simbolos vacios representan a G". Cada curva

corresponde a una de tres mediciones.
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Figura 5.18. Dependencia de la tan (8) con la frecuencia en un queso blando magro
elaborado con proteinas del suero. Los simbolos llenos representan a los quesos
refrigerados (QR) y los simbolos vacios representan a los quesos congelados (QC).
Cada curva corresponde a una de tres mediciones.

Los cambios observados en los valores de la tan () fueron similares tanto para
los quesos QR como para los quesos QC. A todas las frecuencias, los valores de tan
(0) estuvieron entre 0,28 y 0,65, indicando que las propiedades eléasticas predominan

a cualquier dia de maduracion.

Ademads, durante el periodo de maduracion estudiado se observo que los
valores de tan (8) de los quesos QR y QC se incrementaron. Este comportamiento
indica un incremento en las propiedades viscosas de los quesos. Por otro lado, en los
dias 48 y 76 de maduracion, los quesos QC presentaron valores de tan (3) mayores a

los de los quesos QR indicando que el proceso de congelacion produjo un aumento

en el comportamiento viscoso de los quesos.
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5.2.2.3. Par @metr os r eol 6gicos

Los valores de los parametros reoldgicos derivados del modelo de Ley de
Potencia para G' y G" (Ecuaciones 3.25 y 3.26) correspondientes a los quesos QR y

QC se encuentran expresados en las Tabla 5.5y 5.6.

Durante el periodo de maduracion estudiado de los quesos QR y QC, se
observo una tendencia decreciente en los parametros a del médulo G'y b del médulo
G", encontrandose diferencias significativas entre los valores de a de los dias 1 y 48

de maduracion y entre los valores de b de los dias 21 y 76.

Como se explico en la Seccion 3.3 del Capitulo 3, los parametros a y b
representan las magnitudes de G' y G" respectivamente a una dada frecuencia (1
rad/s). La disminucion en los valores de a observados durante el periodo de
maduracion estudiado podria deberse a la pérdida de estructura de las proteinas, ya
que los productos provenientes de la proteolisis son solubles en agua y no
contribuyen a la formacion de la red de caseina (Ustunol y col., 1995). Ademas, la
disminucion observada en los valores de b puede ser atribuida a la produccion de
grupos i6nicos que poseen la capacidad de ligar agua, reduciendo la disipacion
viscosa durante la maduracion (Creamer y Olson, 1982; Ak y Gunasekaran, 1996,

Dave y col., 2003).

Por otro lado, se observo un incremento significativo en los valores de los
exponentes X e Y entre los dias 1 y 21 de maduracion. Estas observaciones

demuestran que tanto G' como G" presentaron una mayor velocidad de variacion con
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la frecuencia durante la maduracion, indicando que disminuyo el grado de

estructuracion de la red de caseina (Gravier y col., 2004).

Tabla 5.5. Parametros reoldgicos obtenidos a partir del modelo de Ley de Potencia
para el modulo elastico (G'=am”) de un queso blando magro elaborado con proteinas

del suero.
Tiempo de
Quesos maduracion a[Pas]* X [-]* R’
[dias]
QR 1 121,1+5,2%  0,217+0,001° 0,99
21 79,2+16,1°  0,231+0,011° 0,99
48 72,1+10,6°  0,236+0,008° 0,99
76 43,9+4,5°  0,248+0,017° 0,99
QC 1 85,5+21,7  0,196+0.019° 0,99
21 7714212 0,245+0,015° 0,99
48 53,8+11,9°7  0,252+0,020° 0,99
76 38,4+13,5%  0,275+0,013° 0,99

* Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Tabla 5.6. Parametros reoldgicos obtenidos a partir del modelo de Ley de Potencia
para el modulo viscoso (G"=bw”) de un queso blando magro elaborado con proteinas

del suero.
Tiempo de
Quesos maduracion b [Pa s]* y[-]* R’
[dias]
QR 1 39,5+1,5°  0,185+0,002* 0,99
21 28.8+5.5°  0,210+0,011° 0,99
48 25,6+3,5®  0,233+0,008° 0,99
76 17,741,5°  0,215+0,011° 0,99
QC 1 29,5+4,7°  0,161+0,019° 0,98
21 29,5+10,4* 0,221+0,015° 0,98
48 26,5+7,5%  0,223+0,009° 0,99
76 18,3+5,9°  0,243+0,005° 0,99

* Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Analizando el efecto del proceso de congelacion sobre los pardmetros
reologicos, solamente se observaron diferencias significativas en los valores del
parametro a. En este caso, los quesos QC presentaron valores de a significativamente
menores en comparacion a los de los quesos QR durante todo el periodo de
maduracion estudiado. Estos resultados indican que tnicamente G' fue afectado por
el proceso de congelacion, posiblemente debido a la deshidratacion local de las
proteinas que provoca la ruptura de la estructura del queso luego de la

descongelacion (Diefes y col., 1993).

Debido a que el proceso de congelacion afectd significativamente solo al

pardmetro a, se eligio estudiar el decaimiento del mismo durante la maduracion.

5.2.2.4. Cinética de decaimiento del parametro reoldgico a

La cinética de decaimiento del parametro reologico a, modelada asumiendo
una cinética de primer orden (Ecuacion 4.3), se encuentra graficada en la Figura

5.19.

Los valores de las constantes cinéticas de decaimiento para los quesos QR y
QC fueron 0,012+0,001 y 0,011+0,009 s respectivamente, no observandose
diferencias significativas entre ambos valores. De acuerdo a lo discutido en la
Seccion 5.2.2.3, los valores del parametro reoldgico a de los quesos QC fueron
significativamente menores que los de los quesos QR. No obstante, los resultados
obtenidos evidencian que los mismos disminuyen con la misma velocidad durante el

periodo de maduracion estudiado.
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Figura 5.19. Decaimiento del parametro reologico a obtenido a partir del modelo de
Ley de Potencia en funcion del tiempo de maduracion de un queso blando magro
elaborado con proteinas del suero. Los simbolos representan a los valores
experimentales, las barras de error indican los desvios estandar y las lineas
representan el modelo ajustado.

5.2.3. Correlaciones entre propiedades fisicoquimicasy el parametro reoldgico a

Las ecuaciones que correlacionan las propiedades fisicoquimicas con el
parametro reoldgico a se encuentran detalladas en la Tabla 5.7. Para la realizacion de
las correlaciones, se eligieron los parametros fisicoquimicos que presentaron
diferencias significativas durante la maduracién y por efecto del proceso de

congelacion.
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Tabla 5.7. Correlaciones entre propiedades fisicoquimicas y ¢l parametro reologico
a de un queso blando magro elaborado con proteinas del suero.

Quesos Ecuacion de regresion R’
QR  a=-1471,85+299,31 - pH 0,50
a=154,58-117,818 - NaCl 0,42
a=153,48-10,22 - IM 0,81
a=-1005,74 + 215,36 - pH - 48,5 - NaCl 0,53
a=-156,66+58,30 -pH-9,11-IM 0,82
a=-311,24 +26,62 - NaCl + 85,82 - pH - 9,81 - IM 0,83
QC  a=1179,92+209,72 - pH 0,06
a=81,76 - 24,44 - NaCl 0,05
a=113,41-5,86-IM 0,67
a=778,17-132,27 - pH - 14,18 - NaCl 0,07
a=-486,44+ 113,37 -pH-6,28 - IM 0,69
a=-379,74 +4,18 - NaCl + 92,81 - pH - 6,32 - IM 0,69

La mejor correlacion simple para los quesos QR y QC fue obtenida entre los
IM y el parametro a (R*=0,81 para los QR y R*=0,67 para los QC). No se obtuvieron
mejores correlaciones utilizando combinaciones de otros factores, como la

concentracion de sal y el pH, con el IM.

La correlacion negativa que existe entre el IM y el parametro a indica que
cuando el IM se incrementa, el parametro reologico decrece. Esta relacion observada
entre los parametros reoldgicos y la proteodlisis reafirma la importancia que posee la
red proteica en la textura del queso (Bertola y col., 1992; Verdini y Rubiolo, 2002;
Gravier y col.,, 2004). Durante la protedlisis, se produce un incremento en el
contenido de compuestos en la fraccion de nitrogeno soluble a pH 4,6 que en su
mayor parte no pueden contribuir en la formacion de la estructura del queso. Este
comportamiento esta relacionado con una disminucion en la rigidez de la red proteica

que produce un ablandamiento del queso durante la maduracion.
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Ademas, se observo una baja correlacion entre la concentracion de sal, el pH y
el parametro a (R? entre 0,05 y 0,53) tanto en las regresiones simples como en las
multiples cuando el IM fue excluido. Verdini y Rubiolo (2002) observaron, en
quesos Port Salut, que la mejor correlacion para el modulo elastico fue obtenida por
medio de una funcién lineal del contenido de humedad, la concentracion de sal y el
IM. Los valores del modulo elastico decrecieron cuando los contenidos de humedad,
la concentracion de sal y el IM se incrementaron, sugiriendo que la contribucion de
cada pardmetro fue significativa. No obstante, los autores estudiaron la maduracién
del queso utilizando dos zonas de muestreo y observaron que la concentracion de sal

y el contenido de humedad se encontraban muy relacionados con dichas zonas.

En todas las correlaciones realizadas, los mejores ajustes obtenidos con los
datos correspondientes a los QR pueden ser atribuidos a la presencia de otros factores
que contribuyen al comportamiento reoldgico en los quesos QC. Como se discutié en
la Seccion 5.2.2.3, el proceso de congelacion produjo efectos significativos en los
valores del parametro reoldgico a, indicando que es un factor que contribuye, junto

con los parametros fisicoquimicos, al comportamiento reoldgico de los quesos QC.
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5.3. Caracterizacion del comportamiento reoldgico de los sistemas alimentarios

en estudio

5.3.1. Principio de Superposicién Tiempo -Temperatura

5.3.1.1. Suspensionesde WPC

Los valores de los factores de ajuste (ar) obtenidos a partir de la Ecuacion 4.4
que fueron empleados para superponer los valores de G" de las suspensiones de

WPC se encuentran detallados en la Tabla 5.8.

Tabla 5.8. Valores de los factores de ajuste (ar) para el moédulo viscoso (G") de
suspensiones de WPC utilizando como temperatura de referencia 40 °C

Factor ar
Muestra
10 °C 20 °C 30°C 40 °C 50 °C
5-S 3,35 1,51 1,08 1,00 0,97
9-S 2,47 1,41 1,02 1,00 0,87

5-72,5 4,10 1,95 1,10 1,00 0,97
9-72,5 3,71 2,72 1,10 1,00 0,98
5-77,5 3,48 1,95 1,39 1,00 0,98
9-77,5 4,45 3,15 1,20 1,00 0,98
5-S-C 4,95 2,45 1,25 1,00 0,98
9-S-C 4,50 2,11 1,37 1,00 0,85
5-72,5-C 391 1,35 1,29 1,00 0,85
5-77,5-C 2,25 1,49 1,10 1,00 0,81
9-72,5-C 4,50 2,36 1,32 1,00 0,91
9-77,5-C 3,30 2,52 2,10 1,00 0,98
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En las suspensiones de WPC sin tratamiento térmico, el Principio de
Superposicion Tiempo-Temperatura pudo aplicarse unicamente en las zonas
correspondientes a las temperaturas comprendidas entre 30 y 50 °C para las
suspensiones con un 5% p/v de PT y entre 30 y 40 °C para las suspensiones con un
9% p/v de PT (Figura 5.20). En este caso, los valores experimentales de G' y G" se
superpusieron satisfactoriamente utilizando el mismo factor de ajuste ar, indicando
que en estas regiones las suspensiones de WPC sin tratamiento térmico se comportan

como un material termorreologicamente simple (Ferry, 1970).

En el caso de las suspensiones de WPC tratadas térmicamente, el Principio de
Superposicion Tiempo-Temperatura pudo aplicarse unicamente en las zonas
correspondientes a las temperaturas comprendidas entre 30 y 50 °C para las
suspensiones con 5 y 9% p/v de PT tratadas en condiciones de intensidad de
tratamiento térmico baja (Figura 5.21) y entre 40 y 50 °C para las suspensiones con
5% p/v de PT tratadas en condiciones de intensidad de tratamiento térmico alta
(Figura 5.22a). En el caso de las suspensiones 9-77,5, dicho principio no pudo
aplicarse a ninguna temperatura debido a que los datos experimentales de G' y G" no
pudieron superponerse de manera satisfactoria utilizando el mismo factor ar (Figura

5.22b).
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Figura 5.20. Curvas maestras obtenidas aplicando el Principio de Superposicion
Tiempo-Temperatura a la temperatura de referencia de 40 °C para suspensiones de
WPC sin tratamiento térmico: (a) suspensiones 5-S y (b) suspensiones 9-S. Los
simbolos llenos corresponden a G', y los simbolos vacios corresponden a G".
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Figura5.21. Curvas maestras obtenidas aplicando el Principio de Superposicion
Tiempo-Temperatura a la temperatura de referencia de 40 °C para suspensiones de
WPC tratadas en condiciones de intensidad de tratamiento térmico baja: (a)
suspensiones 5-72,5 y (b) suspensiones 9-72,5. Los simbolos llenos corresponden a

G'p y los simbolos vacios corresponden a G",.
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Figura5.22. Curvas maestras obtenidas aplicando el Principio de Superposicion
Tiempo-Temperatura a la temperatura de referencia de 40 °C para suspensiones de
WPC tratadas en condiciones de intensidad de tratamiento térmico alta: (a)
suspensiones 5-77,5 y (b) suspensiones 9-77,5. Los simbolos llenos corresponden a

G'p y los simbolos vacios corresponden a G",.
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Analizando a las suspensiones de WPC sin tratamiento térmico y congeladas,
el Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura pudo aplicarse inicamente en las
suspensiones con 5% p/v de PT en la zona correspondiente a las temperaturas
comprendidas entre 40 y 50 °C (Figura 5.23a). En cambio, en las suspensiones de
WPC tratadas térmicamente y congeladas, dicho principio no pudo aplicarse ninguna

condicion de intensidad de tratamiento térmico (Figura 5.24 y 5.25).

Como se explico en la Seccion 5.1.2.4, el comportamiento reoldgico de las
suspensiones de proteinas globulares es similar al comportamiento de los coloides
cristalinos, debido principalmente a la presencia de fuerzas repulsivas de hidratacion.
Las interacciones polares orientan a las moléculas de agua sobre la superficie de las
proteinas. De esta forma, se generan sucesivas capas de hidratacion unidas
principalmente por puentes hidrégeno, generando una fuerza repulsiva que puede ser
considerada mucho mas grande que las fuerzas atractivas de van der Waals o las
fuerzas repulsivas electrostaticas (Ikeda y Nishinari, 2000). Cuando la temperatura
de las suspensiones se incrementa, las uniones puente hidrégeno pueden debilitarse y
las interacciones hidrofobicas pueden verse favorecidas. Todos estos factores pueden
contribuir a la complejidad termorreologica de las suspensiones de WPC observadas

en diferentes rangos de temperaturas.
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Figura 5.23. Curvas maestras obtenidas aplicando el Principio de Superposicion
Tiempo-Temperatura a la temperatura de referencia de 40 °C para suspensiones de
WPC sin tratamiento térmico y congeladas: (a) suspensiones 5-S-C y (b)
suspensiones 9-S-C. Los simbolos llenos corresponden a G', y los simbolos vacios

corresponden a G"},.
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Figura 5.24. Curvas maestras obtenidas aplicando el Principio de Superposicion
Tiempo-Temperatura a la temperatura de referencia de 40 °C para suspensiones de
WPC tratadas en condiciones de intensidad de tratamiento térmico baja y congeladas:
(a) suspensiones 5-72,5-C y (b) suspensiones 9-72,5-C. Los simbolos llenos
corresponden a G', y los simbolos vacios corresponden a G",.
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Figura 5.25. Curvas maestras obtenidas aplicando el Principio de Superposicion
Tiempo-Temperatura a la temperatura de referencia de 40 °C para suspensiones de
WPC tratadas en condiciones de intensidad de tratamiento térmico alta y congeladas:
(a) suspensiones 5-77,5-C y (b) suspensiones 9-77,5-C. Los simbolos llenos
corresponden a G', y los simbolos vacios corresponden a G",.
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5.3.1.2. Queso blando magr o elabor ado con proteinas del suero

Los valores de ar obtenidos a partir de la Ecuacidon 4.4 que fueron empleados
para superponer los valores de G" de los quesos QR y QC se encuentran detallados

en la Tabla 5.9.

Tabla 5.9. Valores de los factores de ajuste (at) para el modulo viscoso (G") de un
queso blando magro elaborado con proteinas del suero utilizando como temperatura
de referencia 30 °C.

Factor ar
Muestra
10 °C 20 °C 30°C 40 °C 50 °C
QR-48 290,10 27,90 1,00 0,056 0,005
QR-76 235,10 4,21 1,00 0,050 0,005
QC-48 92,75 9,10 1,00 0,220 0,035
QC-76 22,15 5,15 1,00 0,035 0,004

En todos los casos se pudo obtener una buena superposicion de los datos
experimentales (Figura 5.26 y 5.27). Luego, estos valores de ar fueron utilizados
para superponer las curvas correspondientes a G'. En este caso, los resultados
obtenidos indican que a bajas temperaturas (10 a 30 °C) se obtuvo una buena
superposicion, mientras que a altas temperaturas (40 a 50 °C) las curvas de G' no se

superpusieron correctamente (Figura 5.26 y 5.27).

De acuerdo a lo expresado anteriormente, en los quesos QR y QC se observo
que en la region de altas frecuencias (correspondiente a las temperaturas mas bajas)
los datos experimentales de G' y G" se superpusieron de manera satisfactoria
utilizando el mismo factor at. Estos resultados indican que en esta region, los quesos

se comportan como un material termorreologicamente simple.
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Figura 5.26. Curvas maestras obtenidas aplicando el Principio de Superposicion
Tiempo-Temperatura a la temperatura de referencia de 30 °C para un queso blando
magro elaborado con proteinas del suero refrigerado (QR): (a) 48 dias de maduracion
y (b) 76 dias de maduracion. Los simbolos llenos corresponden a G', y los simbolos
vacios corresponden a G"),.
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Figura5.27. Curvas maestras obtenidas aplicando el Principio de Superposicion
Tiempo-Temperatura a la temperatura de referencia de 30 °C para un queso blando
magro elaborado con proteinas del suero congelado (QC): (a) 48 dias de maduracioén
y (b) 76 dias de maduracion. Los simbolos llenos corresponden a G', y los simbolos

vacios corresponden a G",,.
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Por el contrario, en la region de bajas frecuencias (correspondiente a las
temperaturas mas altas) los valores de G' experimentaron una desviacidn, indicando
que no pueden superponerse de manera satisfactoria utilizando el mismo factor ar
que superpone a los valores de G". En concordancia con estos resultados, se han
encontrado trabajos en donde el Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura no
pudo aplicarse a temperaturas superiores a los 40 °C en quesos Mozarrella

descremados (Udyarajan y col., 2007) y bajos en humedad (Singh y col. 2006).

El queso es un material complejo compuesto principalmente por proteinas,
agua, grasa y minerales. A temperaturas superiores a los 40 °C, el queso experimenta
una serie de cambios que incluyen la fusién de la grasa y perturbaciones en las
interacciones proteicas que dan lugar a la fusién del queso. No obstante, se ha
publicado que en quesos con ausencia de grasa la matriz casearia experimenta un
cambio desde comportamiento predominantemente sélido a bajas temperaturas a un
comportamiento predominantemente fluido a temperaturas superiores a los 40 °C,

debido principalmente a la relajacion de las uniones proteicas (Lucey col., 2003).

En el queso existen una gran cantidad de mecanismos de union entre las
moléculas que lo componen que incluyen puentes hidrogeno, interacciones
hidrofobicas, fuerzas de van der Waals e interacciones electrostaticas entre grupos de
fosfato calcico y caseinas. Cuando la temperatura del queso se incrementa, las
uniones puentes hidrogeno pueden debilitarse y las interacciones hidrofobicas
pueden verse favorecidas. Udyarajan y col. (2007) publicaron que durante el
calentamiento, el calcio y el fosfato presentes en la fase acuosa del queso puede

generar la formacion de nuevo fosfato calcico insoluble capaz de interactuar con las
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caseinas. Todos estos factores pueden contribuir a la complejidad termorreologica

del queso observada a altas temperaturas.

5.3.2. Modelo de M axwell

Las curvas maestras de los quesos QR y QC, obtenidas por medio de la
superposicion de los datos experimentales de los médulos G' y G" a las temperaturas
en donde se cumplid con el Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura (10 a
30 °C), pudieron modelarse utilizando los pardmetros del modelo de Maxwell

detallados en la Tabla 5.10 (Figura 5.28 y 5.29).

En todos los casos se obtuvo un buen ajuste (R*=0,99) utilizando 5 y 6
elementos, indicando que el comportamiento viscoelastico de dichos quesos puede
representarse satisfactoriamente por medio del modelo de Maxwell, pudiéndose
utilizar ademas para predecir funciones viscoelasticas lineales. Similares resultados
fueron publicados por diversos autores que ajustaron este modelo a las curvas
maestras obtenidas para varios tipos de quesos. Muliawan y Hatzkiriakos (2007)
utilizaron 6 elementos para un queso Mozzarella, Subramanian y Guasekaran
(1997b) utilizaron 8 elementos para un queso Mozzarella bajo en grasa y humedad y
Subramanian y col. (2006) emplearon 11 elementos para un queso procesado bajo en

grasa.
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Tabla 5.10. Parametros del modelo de Maxwell (A; y G; para i=1,...,5) de un queso
blando magro elaborado con proteinas del suero.

Tiempo de Modulo de
Muestras ﬂemenﬁ’ﬁf relajacion relajacion R?
e (%) [5] (G) [kPa]*

QR-46 1 0,0001 113,75 0,99
2 0,001 67,11
3 0,01 40,45
4 0,1 26,92
5 1 12,99
6 10 21,42

QR-78 1 0,0001 160,26 0,99
2 0,001 55,83
3 0,01 50,59
4 0,1 35,91
5 1 14,15
6 10 20,00

QC-46 1 0,0001 173,87 0,99
2 0,001 80,06
3 0,01 53,76
4 0,1 35,84
5 1 16,17
6 10 17,93

QC-78 1 0,0001 - 0,99
2 0,001 91,55
3 0,01 42,42
4 0,1 25,65
5 1 18,07
6 10 14,75
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Figura5.28. Ajuste del modelo de Maxwell a las curvas maestras de un queso
blando magro elaborado con proteinas del suero refrigerado (QR): (a) 48 dias de
maduracion y (b) 76 dias de maduracion.
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Figura 5.29. Ajuste del modelo de Maxwell a las curvas maestras de un queso
blando magro elaborado con proteinas del suero congelado (QC): (a) 48 dias de
maduracion y (b) 76 dias de maduracion.
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El estudio del efecto del proceso de congelacion sobre el contenido de proteina
que se desnaturalizd y/o que formé agregados (PDA) y sobre las propiedades
reologicas de suspensiones de proteinas del suero permitio caracterizar €l

comportamiento de este sistema alimentario.

El proceso de congelacion produjo cambios en el contenido de PDA en las
suspensiones de proteina del suero tratadas térmicamente solo cuando |a temperatura
de tratamiento fue de 72,5 °C. En este caso, € contenido de PDA fue menor en las
suspensiones tratadas térmicamente y congeladas. Este fendmeno se debid
posiblemente al efecto de la crioconcentracion que pudo ocasionar cambios en la
estructura de los agregados proteicos, aumentando su solubilidad a pH 4,6. La
cinética global de desnaturalizacion-agregacion pudo describirse por medio de una
reaccion de primer orden y, a partir del andlisis de dicha cinética, se obtuvo una
ecuacion que puede ser utilizada para estimar e contenido de PDA luego de los

tratamientos térmicos 'y del proceso de congelacion.

Los espectros mecénicos de las suspensiones de WPC presentaron un
comportamiento similar a de los coloides cristalinos, que se evidencid a partir del
andlisis cualitativo de los mismos y através del andlisis estadistico de los valores de
los tiempos caracteristicos de relgjacién calculados. El andlisis de los pardmetros del
modelo de Ley de Potencia demostrd que las suspensiones con un mayor contenido
de proteina total presentaron una mayor dependencia de los médulos elastico y
viscoso con la frecuencia. Ademés, se observd que € mdédulo viscoso fue mas

influenciado por las condiciones experimentales estudiadas (contenido de proteina
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total, tratamientos térmicos y proceso de congelacion) que el médulo elastico, debido

principalmente a los cambios observados en €l parametroy.

La caracterizacion del comportamiento reoldgico de las suspensiones de
proteinas del suero aplicando el Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura
permitio obtener curvas maestras solamente en algunas condiciones experimentalesy
en un rango acotado de temperaturas (30 a 50 °C). Este resultado indica que las
mismas Se comportan como materiales termorreologicamente simples en esta zona

del espectro mecanico.

El estudio del efecto del proceso de congelacion sobre las propiedades
fisicoquimicas y reoldgicas de un queso blando magro elaborado con proteinas del

suero permitio caracterizar el comportamiento de este sistema alimentario.

El proceso de congelacion produjo cambios solamente en los valores de pH y
de indice de maduracion, siendo los valores correspondientes a los quesos
congelados mayores que los de los quesos refrigerados. De este modo, €l aumento en
el indice de maduracion indica que € proceso de congelacion produjo un aumento en

el grado de protedlisis de los quesos.

L os espectros mecénicos de 10s quesos presentaron un comportamiento similar
a de solidos viscoeldsticos. Los resultados provenientes del andisis de los
parametros del modelo de Ley de Potencia demostraron que los quesos blandos
magros elaborados con proteinas del suero presentaron una dependencia de los

maodul os elastico y viscoso con el tiempo de maduracion. En este caso, los vaores de
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los parametros a y b disminuyeron mientras que los valores de los exponentes x e y
aumentaron con €l tiempo. Estos resultados se relacionaron con la disminucion del
grado de estructuracién de la red de caseina de los quesos durante la maduracion. El
proceso de congelacion afectd Unicamente a los valores del parametro a
correspondiente al médulo eléstico, en donde los quesos congelados presentaron
menores valores en comparacion a los quesos refrigerados. Este fenOmeno fue
atribuido a la posible deshidratacion local de las proteinas que provoca la ruptura de

la estructura del queso luego de la descongel acion.

La mejor correlacion obtenida fue entre los valores de indice de maduracion y
el parametro reol6gico a, reafirmando la importancia que posee la red proteica en la

textura del queso.

La caracterizacion del comportamiento reol 6gico de los quesos elaborados con
proteinas del suero aplicando el Principio de Superposicion Tiempo-Temperatura
permitié obtener curvas maestras solamente en el rango de bajas temperaturas (10 a
30 ©°C), indicando que los quesos se comportan como materiaes
termorreol ogicamente simples en esta zona del espectro mecénico. Ademés, se pudo
aplicar satisfactoriamente el modelo Maxwell con 5 y 6 elementos a las curvas
maestras obtenidas, indicando que e comportamiento viscoelastico de los quesos
analizados puede representarse por medio de este modelo, pudiéndose utilizar

ademas para predecir funciones viscoel asticas linea es.
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a Magnitud de G' a una frecuencia (1 rad/s)

A Factor de frecuencia

ar Factor de ajuste utilizado en el Principio de Superposicion Tiempo-
Temperatura

b Magnitud de G" a una frecuencia (1 rad/s)

c Concentracion

C Contenido de proteina

Co Contenido inicial de proteina

E. Energia de activacion

G Modulo de Hooke

G' Modulo elastico

G Modulo elastico corregido

G" Modulo viscoso

G"y Modulo viscoso medido a la temperatura T

G"p Modulo viscoso corregido

|G*| Modulo complejo

M indice de maduracion

k Constante aparente de reaccion

K Constante de Boltzmann

ko Constante cinética de decaimiento del parametro reologico

k, Constante de reaccion

ki Constante de reaccion para un orden igual a 1

n Orden de reaccion
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NT

NS

Py
P(6)
PDA
PS
PSy
PT

QC
QC-1
QC-21
QC-48
QC-76
QR
QR-1
QR-21
QR-48

QR-76

Numero de moléculas de polimero por cm’

Numero de submoléculas en una molécula de polimero
Nitrégeno total

Nitrégeno soluble a pH 4,6

p-¢ésima contribucion al tiempo de relajacion

Valor inicial del parametro reoldgico

Parametro reologico

Proteina que se desnaturalizd y/o que formo agregados
Proteina soluble

Proteina soluble inicial

Proteina total

Quesos congelados

Quesos congelados correspondientes al dia 1 de maduracion
Quesos congelados correspondientes al dia 21 de maduracién
Quesos congelados correspondientes al dia 48 de maduracion
Quesos congelados correspondientes al dia 76 de maduracién
Quesos refrigerados

Quesos refrigerados correspondientes al dia 1 de maduracion
Quesos refrigerados correspondientes al dia 21 de maduracion
Quesos refrigerados correspondientes al dia 48 de maduracion
Quesos refrigerados correspondientes al dia 76 de maduracion
Constante universal de los gases

Suspensiones sin tratamiento térmico
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ST

ST-C

To

WPC

MNs

m*|

oo
A ®)
M @)

Suspensiones sin tratamiento térmico y congeladas
Suspensiones tratadas térmicamente

Suspensiones tratadas térmicamente y congeladas
Temperatura absoluta

Tiempo

Temperatura absoluta de referencia

Concentrado de proteina de suero

Velocidad de variacion de G' con la frecuencia
Velocidad de variacion de G" con la frecuencia
Deformacion

Amplitud de deformacién

Velocidad de deformacion

Angulo de fase

Viscosidad

Viscosidad del solvente

Viscosidad dindmica

Viscosidad compleja

Tiempo de maduracion

Tiempo de relajacion para el modelo de Maxwell

Tiempo de relajacion genérico

Tiempo de relajacion genérico a la temperatura de referencia Ty

Tiempo de relajacion para la teoria de Rouse

Tiempo de relajacion para la teoria de Zimm
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Po

Tc

Tk

To

®c

5-S

5-S-C

9-S-C

5-70-30

5-70-30-C

5-70-60

5-70-60-C

Densidad

Densidad medida a una temperatura T

Tension de corte

Tiempo caracteristico de relajacion

Coeficiente numérico para el tiempo de relajacion (teoria de Zimm)
Amplitud de la tension de corte

Frecuencia de oscilacion

Frecuencia de corte entre G'y G"

Suspensiones con 5% p/v de proteina total sin tratamiento térmico
Suspensiones con 5% p/v de proteina total sin tratamiento térmico y
congeladas

Suspensiones con 9% p/v de proteina total sin tratamiento térmico
Suspensiones con 9% p/v de proteina total sin tratamiento térmico y
congeladas

Suspensiones con 5% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 30 min

Suspensiones con 5% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 30 min y congeladas

Suspensiones con 5% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 60 min

Suspensiones con 5% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C

durante 60 min y congeladas
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5-70-90 Suspensiones con 5% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 90 min

5-70-90-C Suspensiones con 5% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 90 min y congeladas

5-70-120 Suspensiones con 5% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 120 min

5-70-120-C Suspensiones con 5% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 120 min y congeladas

9-70-30 Suspensiones con 9% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 30 min

9-70-30-C Suspensiones con 9% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 30 min y congeladas

9-70-60 Suspensiones con 9% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 60 min

9-70-60-C Suspensiones con 9% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 60 min y congeladas

9-70-90 Suspensiones con 9% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 90 min

9-70-90-C Suspensiones con 9% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 90 min y congeladas

9-70-120 Suspensiones con 9% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C

durante 120 min
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9-70-120-C Suspensiones con 9% p/v de proteina total térmicamente a 70 °C
durante 120 min y congeladas

5-72,5 Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 15 min

5-72,5-C Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 15 min y congeladas

5-72,5-10 Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 10 min

5-72,5-10-C Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 10 min y congeladas

5-72,5-20 Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 20 min

5-72,5-20-C Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 20 min y congeladas

5-72,5-30 Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 30 min

5-72,5-30-C Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 30 min y congeladas

5-72,5-40 Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 40 min

5-72,5-40-C Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a

72,5 °C durante 40 min y congeladas
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9-72,5

9-72,5-C

9-72,5-10

9-72,5-10-C

9-72,5-20

9-72,5-20-C

9-72,5-30

9-72,5-30-C

5-75-10

5-75-10-C

5-75-15

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 40 min

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 40 min y congeladas

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 10 min

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 10 min y congeladas

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 20 min

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 20 min y congeladas

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 30 min

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
72,5 °C durante 30 min y congeladas

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 10 min

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 10 min y congeladas

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a

75 °C durante 15 min
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5-75-15-C

5-75-20

5-75-20-C

5-75-25

5-75-25-C

9-75-10

9-75-10-C

9-75-15

9-75-15-C

9-75-20

9-75-20-C

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 15 min y congeladas

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 20 min

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 20 min y congeladas

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 25 min

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 25 min y congeladas

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 10 min

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 10 min y congeladas

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 15 min

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 15 min y congeladas

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 20 min

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a

75 °C durante 20 min y congeladas
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9-75-25

9-75-25-C

5-77,5

5-77,5-C

5-77,5-4

5-77,5-4-C

5-77,5-8

5-77,5-8-C

5-77,5-10

5-77,5-10-C

9-77,5

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 25 min

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
75 °C durante 25 min y congeladas

Suspensiones con 5% p/v de proteina total térmicamente a 77,5 °C
durante 6 min

Suspensiones con 5% p/v de proteina total térmicamente a 77,5 °C
durante 6 min y congeladas

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 4 min

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 4 min y congeladas

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 8 min

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 8 min y congeladas

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 10 min

Suspensiones con 5% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 10 min y congeladas

Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a

77,5 °C durante 12 min
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9-71,5-C Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 12 min y congeladas

9-77,5-4 Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 4 min

9-77,5-4-C Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 4 min y congeladas

9-77,5-6 Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 6 min

9-77,5-6-C Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 6 min y congeladas

9-77,5-8 Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 8 min

9-77,5-8-C Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 8 min y congeladas

9-77,5-10 Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a
77,5 °C durante 10 min

9-77,5-10-C Suspensiones con 9% p/v de proteina total tratadas térmicamente a

77,5 °C durante 10 min y congeladas
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APENDICE I

Analisis estadistico

Tabla AlL.1. Comparacion de los valores de contenido de PDA entre suspensiones
con 5y 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 70 °C.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

5-S 3 52.98 XXXX

9-S 3 51. 4767 XX

5-70- 30 3 54. 4067 XXX

9-70- 30 3 55. 5233 XXXX

5-70- 60 3 59. 4967 XXXXX

9- 70- 60 3 58. 4767 XXXXXX

5-70-90 3 64. 1067 XXXX
9-70-90 3 61.38 XXXXXXX
5-70-120 3 67. 1333 XXXX
9-70-120 3 63. 32 XXXXX

Tabla AL2. Comparacion de los valores de contenido de PDA entre suspensiones
con 5y 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 72,5 °C.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

5-S 3 52.98 XXXX

9-S 3 51. 4767 XX

5-72,5-10 3 57.7767 XXXXXX

9-72,5-10 3 57. 3033 XXXXXX

5-72,5-20 3 61. 6967 XXXXXX
9-72,5-20 3 59. 9067 XXXXXX

5-72,5-30 3 65. 7567 XXXX
9-72,5-30 3 62. 86 XXXXX
5-72,5-40 3 69. 13 XX
9-72,5 3 65. 1067 XXXX

Tabla AL3. Comparacion de los valores de contenido de PDA entre suspensiones
con 5y 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 75 °C.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

9-S 3 51. 4767 XX

5-S 3 52.98 XXXX

5-75-10 3 59. 7567 XXXXXX

9-75-10 3 58. 2733 XXXXXX

5-75-15 3 63. 61 XXXX
9-75-15 3 61. 0767 XXXXXX

5-75-20 3 66. 91 XXX
9-75-20 3 62. 4533 XXXXX
5-75-25 3 69. 57 X
9-75-25 3 64. 0833 XXXX
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Tabla AlL4. Comparacion de los valores de contenido de PDA entre suspensiones
con 5y 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 77,5 °C.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

9-S 3 51. 4767 XX

5-S 3 52.98 XXXX

5-77,5-4 3 57. 8467 XXXXXX

9-77,5-4 3 56.9 XXXXX

5-77,5 3 60. 87 XXXXXXX
9-77,5-6 3 59. 8033 XXXXXXX
5-77,5-8 3 63. 1467 XXXXX
9-77,5-8 3 61.79 XXXXXX
5-77,5-10 3 66. 65 XXXX
9-77,5-10 3 64. 1867 XXXX

Tabla AILS. Comparacion entre los valores de contenido de PDA de suspensiones
con 5% p/v de PT tratadas térmicamente a 70 °C sin congelar y sometidas al proceso
de congelacion.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honbpgéneos

5-S 3 52.98 XXXX

5-S-C 3 52.02 XXX

5-70- 30 3 54. 4067 XXX

5-70-30-C 3 55. 4333 XXXX

5-70- 60 3 59. 4967 XXXXX

5-70-60-C 3 59. 7733 XXXXXX

5-70-90 3 64. 1067 XXXX
5-70-90-C 3 63.35 XXXXX
5-70-120 3 67.1333 XXXX
5-70-120-C 3 68. 5067 XXX

Tabla AL.6. Comparacion entre los valores de contenido de PDA de suspensiones
con 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 70 °C sin congelar y sometidas al proceso
de congelacion.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

9-0 3 51. 4767 XX

9-0-C 3 51.02 X

9-70- 30 3 55. 5233 XXXX

9-70-30-C 3 53. 5333 XXX

9- 70- 60 3 58. 4767 XXXXXX
9-70-60-C 3 57.2033 XXXXX

9-70- 90 3 61.38 XXXXXXX
9-70-90-C 3 59.5 XXXXX
9-70-120 3 63. 32 XXXXX
9-70-120-C 3 62. 4533 XXXXX
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Tabla AL7. Comparacion entre los valores de contenido de PDA de suspensiones
con 5% p/v de PT tratadas térmicamente a 72,5 °C sin congelar y sometidas al
proceso de congelacion.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

5-S 3 52.98 XXXX

5-S-C 3 52.02 XXX

5-72,5-10 3 57.7767 XXXXXX

5-72,5-10-C 3 53. 0933 XXX

5-72,5-20 3 61. 6967 XXXXXX
5-72,5-20-C 3 56. 6033 XXXX

5-72,5-30 3 65. 7567 XXXX
5-72,5-30-C 3 62. 2467 XXXXX
5-72,5-40 3 69. 13 XX
5-72,5-40-C 3 64. 7933 XXXX

Tabla AL8. Comparacion entre los valores de contenido de PDA entre suspensiones
con 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 72,5 °C sin congelar y sometidas al
proceso de congelacion.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

9-S 3 51. 4767 XX

9-S-C 3 51.02 X

9-72,5-10 3 57.3033 XXXXXX

9-72,5-10-C 3 54. 0933 XXX

9-72,5-20 3 59. 9067 XXXXXX
9-72,5-20-C 3 56. 1333 XXXX

9-72,5-30 3 62. 86 XXXXX
9-72,5-30-C 3 59. 4467 XXXXXX

9-72,5 3 65. 1067 XXXX
9-72,5-C 3 61.84 XXXXX

Tabla AL9. Comparacion entre los valores de contenido de PDA de suspensiones
con 5% p/v de PT tratadas térmicamente a 75 °C sin congelar y sometidas al proceso
de congelacion.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

5-0 3 52.98 XXXX

5-0-C 3 52.02 XXX

5-75-10 3 59. 7567 XXXXXX

5-75-10-C 3 60. 5967 XXXXXX

5-75-15 3 63. 61 XXXX
5-75-15-C 3 63.9 XXXX
5-75-20 3 66. 91 XXX
5-75-20-C 3 67.4733 XXX
5-75-25 3 69. 57 X
5-75-25-C 3 70. 0233 X
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Tabla AIL.10. Comparacion entre los valores de contenido de PDA de suspensiones
con 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 75 °C sin congelar y sometidas al proceso
de congelacion.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

9-S 3 51. 4767 XX

9-S-C 3 51.02 X

9-75-10 3 58. 2733 XXXXXX

9-75-10-C 3 55. 3167 XXX

9-75-15 3 61. 0767 XXXXXX
9-75-15-C 3 58. 8333 XXXXXX

9-75-20 3 62. 4533 XXXXX
9-75-20-C 3 61. 69 XXXXXX
9-75-25 3 64. 0833 XXXX
9-75-25-C 3 63. 9833 XXXX

Tabla AIL.11. Comparacion entre los valores de contenido de PDA de suspensiones
con 5% p/v de PT tratadas térmicamente a 77,5 °C sin congelar y sometidas al
proceso de congelacion.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

5-S 3 52.98 XXXX

5-S-C 3 52.02 XXX

5-77,5-4 3 57. 8467 XXXXXX

5-77,5-4-C 3 57. 4333 XXXXXX

5-77,5 3 60. 87 XXXXXXX

5-77,5-C 3 60. 8 XXXXXX

5-77,5-8 3 63. 1467 XXXXX
5-77,5-8-C 3 64. 7233 XXXX
5-77,5-10 3 66. 65 XXXX
5-77,5-10-C 3 66. 6533 XXXX

Tabla AI.12. Comparaciéon entre los valores de contenido de PDA entre
suspensiones con 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 77,5 °C sin congelar y
sometidas al proceso de congelacion.

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

9-S 3 51. 4767 XX

9-S-C 3 51.02 X

9-77,5-4 3 56.9 XXXXX

9-77,5-4-C 3 57. 0533 XXXXX

9-77,5-6 3 59. 8033 XXXXXXX
9-77,5-6-C 3 59. 3467 XXXXXX

9-77,5-8 3 61.79 XXXXXX
9-77,5-8-C 3 61. 4333 XXXXXX
9-77,5-10 3 64. 1867 XXXX
9-77,5-10-C 3 63.17 XXXXX
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Tabla AI.13. Comparaciéon de las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion entre suspensiones con 5y 9% de PT tratadas a 70 °C.

Fuent e Suma de cuadrados GL Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0.411682 1 0.411682 693. 40 0. 0000
I nt er cept os 0. 0136533 1 0. 0136533 23.00 0. 0001
Pendi ent es 0. 009375 1 0. 009375 15.79 0. 0005
Model o 0.43471 3

Tabla Al.14. Comparacion de las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion entre suspensiones con 5y 9% de PT tratadas a 72,5 °C.

Fuente Sunma de cuadrados G. Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0. 582596 1 0. 582596 1702. 61 0. 0000
I nt er cept os 0. 0362468 1 0. 0362468 105. 93 0. 0000
Pendi ent es 0. 00252771 1 0. 00252771 7.39 0. 0115
Model o 0. 62137 3

Tabla AIL15. Comparacion de las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion entre suspensiones con 5y 9% de PT tratadas a 75 °C.

Fuent e Suma de cuadrados GL Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0. 49501 1 0. 49501 725. 34 0. 0000
I nt er cept os 0. 05547 1 0. 05547 81. 28 0. 0000
Pendi ent es 0. 0183928 1 0. 0183928 26. 95 0. 0000
Model o 0.568873 3

Tabla AI.16. Comparaciéon de las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion entre suspensiones con 5y 9% de PT tratadas a 77,5 °C.

Fuent e Suma de cuadrados GL Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0. 36358 1 0. 36358 1109. 58 0. 0000
I nt er cept os 0. 0106408 1 0. 0106408 32. 47 0. 0000
Pendi ent es 0. 000998288 1 0.000998288 3.05 0. 0927
Model o 0. 375219 3
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Tabla Al.17. Comparacion entre las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion de las suspensiones con 5% p/v de PT tratadas térmicamente a 70 °C sin
congelar y sometidas al proceso de congelacion.

Fuente Sunma de cuadrados G. Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0. 595623 1 0. 595623 786. 85 0. 0000
I nt ercept os 0. 000283736 1 0.000283736 0. 37 0. 5457
Pendi ent es 0. 00104069 1 0. 00104069 1.37 0. 2516
Model o 0. 596947 3

Tabla AI.18. Comparacién entre las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion de las suspensiones con 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 70 °C sin
congelar y sometidas al proceso de congelacion.

Fuente Sunma de cuadrados G. Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0.281296 1 0.281296 1272. 95 0. 0000
I nterceptos 0.00717333 1 0.00717333 32. 46 0. 0000
Pendi ent es 0. 00015316 1 0. 00015316 0. 69 0. 4127
Model o 0. 288622 3

Tabla AL19. Comparacién entre las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion de las suspensiones con 5% p/v de PT tratadas térmicamente a 72,5 °C sin
congelar y sometidas al proceso de congelacion.

Fuente Sunma de cuadrados G. Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0.533842 1 0.533842 905. 35 0. 0000
I nterceptos 0. 0689411 1 0. 0689411 116. 92 0. 0000
Pendi ent es 0. 00687424 1 0. 00687424 11. 66 0. 0021
Model o 0. 609657 3

Tabla AL20. Comparacién entre las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion de las suspensiones con 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 72,5 °C sin
congelar y sometidas al proceso de congelacion.

Fuent e Suma de cuadrados GL Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0. 302433 1 0. 302433 959. 57 0. 0000
I nt er cept os 0. 0365313 1 0. 0365313 115.91 0. 0000
Pendi ent es 0. 00561908 1 0. 00561908 17.83 0. 0003
Model o 0. 344583 3
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Tabla AlL21. Comparacion entre las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion de las suspensiones con 5% p/v de PT tratadas térmicamente a 75 °C sin
congelar y sometidas al proceso de congelacion.

Fuente Sunma de cuadrados G. Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0. 742902 1 0. 742902 1568. 01 0. 0000
I nt er cept os 0. 00047145 1 0. 00047145 1.00 0. 3277
Pendi ent es 0. 000898283 1 0.000898283 1.90 0.1803
Model o 0.744272 3

Tabla AlL22. Comparacién entre las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion de las suspensiones con 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 75 °C sin
congelar y sometidas al proceso de congelacion.

Fuente Sunma de cuadrados G. Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0. 337684 1 0. 337684 782.62 0. 0000
I nterceptos 0. 00738084 1 0. 00738084 17.11 0. 0003
Pendi ent es 0. 000158106 1 0.000158106 0. 37 0. 5502
Model o 0. 345223 3

Tabla AL23. Comparacién entre las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion de las suspensiones con 5% p/v de PT tratadas térmicamente a 77,5 °C sin
congelar y sometidas al proceso de congelacion.

Fuente Sunma de cuadrados G. Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0.451728 1 0.451728 996. 62 0. 0000
I nterceptos 0. 0000418134 1 0. 00004181 0.09 0. 7638
Pendi ent es 0. 00140892 1 0. 00140892 3.11 0. 0896
Model o 0. 453179 3

Tabla AlL24. Comparacion entre las constantes cinéticas de desnaturalizacion-
agregacion de las suspensiones con 9% p/v de PT tratadas térmicamente a 77,5 °C sin
congelar y sometidas al proceso de congelacion.

Fuent e Suma de cuadrados GL Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Ti enpo 0. 307983 1 0. 307983 1956. 61 0. 0000
I nt er cept os 0. 000894063 1 0. 00089406 5. 68 0. 0248
Pendi ent es 0. 000269537 1 0. 00026953 1.71 0.2021
Model o 0. 309147 3
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Tabla AL25. Anélisis estadistico para comparacion entre los parametros reologicos
a de suspensiones de WPC tratadas térmicamente sin congelar y sometidas al
proceso de congelacion.

Fuente Sunma de cuadr ados GL Cuadrado Medio Cociente-F P- Val or
EFECTCS PRI NCI PALES*

A tratamento 0, 000113778 1 0, 000113778 15, 34 0, 0007
B: nuestra 0, 000400222 5 0, 0000800444 10, 79 0, 0000
| NTERACCI ONES

AB 0, 000444222 5 0, 0000888444 11, 98 0, 0000
RESI DUOCS 0, 000178 24 0,00000741667
TOTAL ( CORREG DO) 0, 00113622 35

* Codigos:
Tratam ento: tratam ento térmco, tratamento térmco y congel aci 6n
Miestra: suspensiones sin tratam ento térm co, suspensiones tratadas térm canmente

Como se observo interaccion, se realizo el andlisis con los datos por separado usando
ANOVA de un solo factor (Glantz y Slinker, 1990).

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
5-S 3 0, 0246667 X
5-72,5 3 0, 0253333 X
5-77,5 3 0, 026 X
9-S 3 0, 024 X
9-72,5 3 0, 0186667 X
9-77,5 3 0, 0406667 X
Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
5-S 3 0, 0246667 X
5-S-C 3 0, 0236667 X
9-S 3 0, 024 X
9-S-C 3 0, 025 X
5-72,5 3 0, 0253333 X
5-72,5 3 0, 023 X
5-77,5 3 0, 026 X
5-77,5-C 3 0, 023 X
9-72,5 3 0, 0186667 X
9-72,5-C 3 0, 0213333 X
9-77,5 3 0, 0406667 X
9-77,5-C 3 0, 022 X
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Tabla AI.26. Analisis estadistico para comparacion entre los pardmetros reoldgicos X
de suspensiones de WPC tratadas térmicamente sin congelar y sometidas al proceso
de congelacion.

Fuente Sunma de cuadr ados GL Cuadrado Medio Cociente-F P- Val or
EFECTCS PRI NCI PALES*
A tratamento 0, 0230534 1 0, 0230534 29,11 0, 0000
B: nuestra 0, 0940986 5 0, 0188197 23,77 0, 0000
| NTERACCI ONES
AB 0, 0858628 5 0,0171726 21, 69 0, 0000
RESI DUCS 0, 019004 24 0, 000791833
TOTAL ( CORREG DO) 0, 222019 35

* Codigos:
Tratam ento: tratam ento térmco, tratamento térmco y congel aci én.
Miestra: suspensiones sin tratam ento térm co, suspensiones tratadas térm canente.

Como se observo interaccion, se realizo el andlisis con los datos por separado usando
ANOVA de un solo factor (Glantz y Slinker, 1990).

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
5-S 3 2,01133 X

9-S 3 2,01933 X

5-72,5 3 2,005 X

5-77,5 3 1, 98733 X

9-72,5 3 2,11433 X

9-77,5 3 1, 78633 X

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
5-S 3 2,01133 X

5-S-C 3 2,04133 XX

9-S 3 2,01933 X

9-C 3 2,014 X

5-72,5 3 2,005 X

5-72,5-C 3 2,033 XX

5-77,5 3 1, 98733 X

5-77,5-C 3 2,028 X

9-72,5 3 2,11433 X

9-72,5-C 3 2,066 XX

9-77,5 3 1, 78633 X

9-77,5-C 3 2,045 XX
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Tabla AL27. Anélisis estadistico para comparacion entre los pardmetros reologicos
b de suspensiones de WPC tratadas térmicamente sin congelar y sometidas al
proceso de congelacion.

Fuente Sunma de cuadr ados GL Cuadrado Medio Cociente-F P- Val or
EFECTCS PRI NCI PALES*

A tratamento 0, 000113778 1 0, 000113778 16, 86 0, 0004
B: nuestra 0, 0138476 5 0, 00276951 410, 30 0, 0000
| NTERACCI ONES

AB 0, 000218222 5 0, 0000436444 6, 47 0, 0006
RESI DUCS 0, 000162 24 0, 00000675
TOTAL ( CORREG DO) 0, 0143416 35

* Codigos:
Tratam ento: tratam ento térmco, tratamento térmco y congel aci 6n
Miestra: suspensiones sin tratam ento térm co, suspensiones tratadas térm canmente

Como se observo interaccion, se realizo el andlisis con los datos por separado usando
ANOVA de un solo factor (Glantz y Slinker, 1990).

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
5-S 3 0, 00466667 X

5-72,5 3 0, 00766667 X

5-77,5 3 0, 0113333 X

9-S 3 0, 00766667 X

9-72,5 3 0, 0323333 X

9-77,5 3 0, 0663333 X

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
5-S 3 0, 00466667 X

5-S-C 3 0, 006 X

9-S 3 0, 00766667 X

9-S-C 3 0, 009 X

5-72,5 3 0, 00766667 X

5-72,5-C 3 0, 00633333 X

5-77,5 3 0, 0113333 X

5-77,5-C 3 0, 008 X

9-72,5 3 0, 0323333 X

9-72,5-C 3 0, 0256667 X

9-77,5 3 0, 0663333 X
9-77,5-C 3 0, 0536667 X
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Tabla AL27. Analisis estadistico para comparacion entre los parametros reoldgicos y
de suspensiones de WPC tratadas térmicamente sin congelar y sometidas al proceso
de congelacion.

Fuente Sunma de cuadr ados GL Cuadrado Medio Cociente-F P- Val or
EFECTCS PRI NCI PALES*

A tratamento 0, 000300444 1 0, 000300444 1,35 0, 2571
B: nuestra 0, 665039 5 0, 133008 596, 67 0, 0000
| NTERACCI ONES

AB 0, 0877356 5 0, 0175471 78,72 0, 0000
RESI DUOCS 0, 00535 24 0, 000222917
TOTAL ( CORREG DO) 0, 758425 35

* Codigos:
Tratam ento: tratam ento térmco, tratamento térmco y congel aci 6n
Miestra: suspensiones sin tratam ento térm co, suspensiones tratadas térm canmente

Como se observo interaccion, se realizo el andlisis con los datos por separado usando
ANOVA de un solo factor.

Contraste Miltiple de Rango para y segln nuestra
Mét odo: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
5-S 3 1,17733 XX
5-72,5 3 1, 10633 X
5-77,5 3 1, 05433 X

9-S 3 1,11867 X
9-72,5 3 0, 872 X
9-77,5 3 0, 727667 X
Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
5-S 3 1,17733 XX
5-S-C 3 1, 03133 XX

9-S 3 1, 11867 X
9-S-C 3 0, 999667 X
5-72,5 3 1, 10633 X
5-72,5-C 3 1,193 X
5-77,5 3 1, 05433 X
5-77,5-C 3 1,14 XX
9-72,5 3 0, 872 X
9-72,5-C 3 0, 924333 X
9-77,5 3 0, 727667 X

9-77,5-C 3 0, 802667 X

177



Apéndice |

Tabla AL28. Analisis estadistico para comparacion entre los tiempos caracteristicos
(t) de suspensiones de WPC tratadas térmicamente sin congelar y sometidas al
proceso de congelacion.

Fuente Sunma de cuadr ados GL Cuadrado Medio Cociente-F P- Val or
EFECTCS PRI NCI PALES*
A:tratanm ento 0, 681175 1 0, 681175 9, 87 0, 0044
B: nuestra 117, 207 5 23, 4415 339,72 0, 0000
| NTERACCI ONES
AB 20, 5049 5 4, 10097 59, 43 0, 0000
RESI DUCS 1, 65604 24 0, 0690016
TOTAL ( CORREG DO) 140, 05 35

* Codigos:
Tratam ento: tratamento térmco, tratamento térmco y congel aci é6n
Miestra: suspensiones sin tratam ento térm co, suspensiones tratadas térm canente

Como se observo interaccion, se realizo el andlisis con los datos por separado usando
ANOVA de un solo factor (Glantz y Slinker, 1990).

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
5-S 3 7,247 X

5-72,5 3 3,67833 X

5-77,5 3 2,42533 X

9-S 3 3,512 X

9-72,5 3 0, 642667 X

9-77,5 3 0, 626667 X

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
5-S 3 7,247 X

5-S-C 3 3, 93867 X

9-S 3 3,512 XX

9-S-C 3 2,83233 XX

5-72,5 3 3,67833 X
5-72,5-C 3 5,001 X

5-77,5 3 2,42533 X

5-77,5-C 3 3, 37633 XX

9-72,5 3 0, 642667 X

9-72,5-C 3 0, 849333 X

9-77,5 3 0, 626667 X

9-77,5-C 3 0, 483667 X
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Tabla AlL.29. Analisis estadistico entre los valores de contenido de humedad de un
queso blando magro elaborado con proteinas del suero refrigerado (QR) y congelado
(QC) durante el periodo de maduracién estudiado.

Fuente Sunma de cuadr ados GL Cuadrado Medio Cociente-F P- Val or
EFECTCS PRI NCI PALES*
A:tratanm ento 4,092 1 4,092 3,46 0, 0812
B: di as 2,99041 3 0, 996804 0, 84 0, 4898
| NTERACCI ONES
AB 0, 133912 3 0, 0446375 0, 04 0, 9898
RESI DUOCS 18, 9029 16 1, 18143
TOTAL ( CORREG DO 26,1192 23
* Codigos:

Tratam ento: refrigeracién (QR) y proceso de congel aci 6n (QC).
Di as: dias de naduraci én.

Tabla AL30. Analisis estadistico entre los valores de pH de un queso blando magro
elaborado con proteinas del suero refrigerado (QR) y congelado (QC) durante el
periodo de maduracion estudiado.

Fuent e Suma de cuadr ados GL Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
EFECTOS PRI NCl PALES*
A:tratam ento 0, 119004 1 0, 119004 125, 82 0, 0000
B: di as 0, 00884583 3 0, 00294861 3,12 0, 0555
| NTERACCI ONES
AB 0, 0412125 3 0, 0137375 14,52 0, 0001
RESI DUCS 0, 0151333 16 0, 000945833
TOTAL ( CORREG DO) 0, 184196 23
* Codigos:

Tratam ento: refrigeraci 6n (QR) y proceso de congel aci 6n (QC).
Di as: dias de maduraci 6n.

Como se observo interaccion, se realizo el andlisis con los datos por separado usando
ANOVA de un solo factor (Glantz y Slinker, 1990).

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
QR 1 3 5, 27333 X

QR-21 3 5,18 XX

QR-48 3 5, 10667 X

QR-76 3 5, 16667 X
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Miestra Frec Medi a Grupos honpgéneos
Q1 3 5, 28333 X

Q- 21 3 5,34 X

QC-48 3 5, 34667 X

QC- 76 3 5, 32 XX

Miestra Frec Medi a Grupos honpgéneos
R-1 3 5, 28333 X

Q1 3 5, 27333 X

QR-21 3 5, 34 X

QC-21 3 5,18 X

QR-48 3 5, 34667 X

QC-48 3 5, 10667 X

QR-76 3 5, 32 X

QC-76 3 5, 16667 X

Tabla AL31. Analisis estadistico entre los valores de concentracion de sal de un
queso blando magro elaborado con proteinas del suero refrigerado (QR) y congelado
(QC) durante el periodo de maduracién estudiado.

Fuent e Suma de cuadr ados GL Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
EFECTOS PRI NCl PALES*
A:tratanmi ento 0, 06 1 0, 06 2,78 0, 1151
B: di as 0, 59215 3 0, 197383 9,13 0, 0009
| NTERACCI ONES
AB 0, 0258333 3 0,00861111 0, 40 0, 7560
RESI DUCS 0, 3458 16 0, 0216125
TOTAL ( CORREG DO) 1, 02378 23

* Codigos:
Tratam ento: refrigeracién (QR) y proceso de congel aci 6n (QC).
Di as: dias de naduraci én.

Di as Recuent o Medi a LS Sigma LS G upos Honpgéneos
Dia 1 6 0, 425 0, 0600174 X

Dia 21 6 0,81 0, 0600174 X

Dia 48 6 0, 803333 0, 0600174 X

Dia 76 6 0,725 0, 0600174 X
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Tabla AL.32. Analisis estadistico entre los valores de contenido de proteina total de
un queso blando magro elaborado con proteinas del suero refrigerado (QR) y
congelado (QC) durante el periodo de maduracion estudiado.

Fuente Sunma de cuadr ados GL Cuadrado Medio Cociente-F P- Val or
EFECTCS PRI NCI PALES*

A:tratanm ento 2,49615 1 2, 49615 3,04 0, 1005

B: di as 2,82823 3 0, 942744 1,15 0, 3602
| NTERACCI ONES

AB 2,65228 3 0, 884094 1,08 0, 3872
RESI DUOCS 13, 1463 16 0, 821642

* Codigos:
Tratam ento: refrigeracién (QR) y proceso de congel aci 6n (QC).
Di as: dias de naduraci én.

Tabla AL33. Analisis estadistico entre los valores de indice de maduracion (IM) de
un queso blando magro elaborado con proteinas del suero refrigerado (QR) y
congelado (QC) durante el periodo de maduracion estudiado.

Fuent e Suma de cuadr ados GL Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
EFECTOS PRI NCl PALES*
A:tratam ento 8, 76525 1 8, 76525 15, 56 0, 0012
B: di as 194, 238 3 64, 7461 114, 94 0, 0000
| NTERACCI ONES
AB 4,75338 3 1, 58446 2,81 0, 0727
RESI DUCS 9, 01305 16 0, 563315
TOTAL ( CORREG DO) 216, 77 23

* Codigos:
Tratam ento: refrigeraci 6n (QR) y proceso de congel aci 6n (QC).
Di as: dias de maduraci 6n.

Di as Recuent o Medi a LS Sigma LS G upos Honpgéneos
Dia 1 6 3, 84633 0, 306408 X

Dia 21 6 7,009 0, 306408 X

Dia 48 6 9, 08567 0, 306408 X

Dia 76 6 11, 607 0, 306408 X

Tratam ento Recuent o Medi a LS Sigma LS G upos Honpgéneos
xR 12 7,28267 0, 216663 X

Q 12 8, 49133 0, 216663 X
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Tabla AL.34. Anélisis estadistico para comparacion entre los pardmetros reologicos
a de un queso blando magro elaborado con proteinas del suero refrigerado (QR) y
congelado (QC) durante el periodo de maduracion estudiado.

Fuente Sunma de cuadr ados GL Cuadrado Medio Cociente-F P- Val or
EFECTCS PRI NCI PALES*
A: di as 1, 22958E10 3 4, 09859E9 19, 68 0, 0000
B: tratam ento 1, 42652E9 1 1, 42652E9 6, 85 0, 0187
| NTERACCI ONES
AB 1, 03975E9 3 3, 46583E8 1, 66 0, 2146
RESI DUOCS 3, 33233E9 16 2,08271E8
TOTAL ( CORREG DO 1, 80944E10 23

* Codigos:
Di as: dias de naduraci 6n.
Tratam ento: refrigeraci 6n (QR) y proceso de congel aci 6n (QC).

Di as Recuent o Medi a LS Sigma LS Grupos Honpbgéneos
Dia 1 6 103308, 0 5891, 67 X

Dia 21 6 78119,0 5891, 67 X

Dia 48 6 62863, 8 5891, 67 XX

Dia 76 6 41181,5 5891, 67 X

Tratam ento Recuento Media LS Sigma LS Grupos Honobgéneos
QC 12 63658, 5 4166, 04 X

xR 12 79077, 8 4166, 04 X

Tabla AL35. Andlisis estadistico para comparacion entre los pardmetros reologicos X
de un queso blando magro elaborado con proteinas del suero refrigerado (QR) y
congelado (QC) durante el periodo de maduracion estudiado.

Fuent e Suma de cuadr ados GL Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
EFECTOS PRI NCl PALES*
A: di as 0, 00935567 3 0, 00311856 15, 03 0, 0001
B: tratamn ento 0, 000486 1 0, 000486 2,34 0, 1454
| NTERACCI ONES
AB 0, 00187433 3 0, 000624778 3,01 0, 0609
RESI DUCS 0, 00331933 16 0, 000207458
TOTAL ( CORREG DO) 0, 0150353 23

* Codigos:
Di as: dias de nmduraci én.
Tratam ento: refrigeracién (QR) y proceso de congel aci 6n (QO).
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Di as Recuent o Medi a LS Sigma LS G upos Honpgéneos
Dia 1 6 0, 2065 0, 00588017 X

Dia 21 6 0, 238 0, 00588017 X

Dia 48 6 0, 243667 0, 00588017 X

Dia 76 6 0, 261167 0, 00588017 X

Tabla AIL36. Analisis estadistico para comparacion entre los parametros reologicos
b de un queso blando magro elaborado con proteinas del suero refrigerado (QR) y
congelado (QC) durante el periodo de maduracion estudiado.

Fuent e Suma de cuadr ados GL Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
EFECTOS PRI NCl PALES*
A: di as 8, 60175E8 3 2, 86725E8 8,55 0, 0013
B: tratamn ento 2, 23185E7 1 2, 23185E7 0, 67 0, 4266
| NTERACCI ONES
AB 1, 29214E8 3 4, 30713E7 1,28 0, 3137
RESI DUCS 5, 36674E8 16 3, 35421E7
TOTAL ( CORREG DO) 1, 54838E9 23

* Codigos:
Di as: dias de naduraci én.
Tratam ento: refrigeracién (QR) y proceso de congel aci 6n (QQO).

Di as Recuento Media LS Sigma LS Grupos Honpgéneos
Dia 1 6 34499, 0 2364, 39 X

Dia 21 6 29183, 8 2364, 39 X

Dia 48 6 26040, 0 2364, 39 XX

Dia 76 6 17974, 5 2364, 39 X

Tabla AI.36. Analisis estadistico para comparacion entre los parametros reoldgicos y
de un queso blando magro elaborado con proteinas del suero refrigerado (QR) y
congelado (QC) durante el periodo de maduracion estudiado.

Fuente Sunma de cuadr ados GL Cuadrado Medio Cociente-F P- Val or
EFECTCS PRI NCI PALES*

A di as 0, 012433 3 0, 00414433 33,02 0, 0000

B:tratam ento 0, 000006 1 0, 000006 0, 05 0, 8297
| NTERACCI ONES

AB 0, 002351 3 0, 000783667 6, 24 0, 0052
RESI DUCS 0, 002008 16 0, 0001255
TOTAL ( CORREG DO) 0, 016798 23
________________________________________________________________________________ *
Codigos:

Di as: dias de naduraci én.
Tratam ento: refrigeracién (QR) y proceso de congel aci 6n (QC).
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Como se observo interaccion, se realizo el andlisis con los datos por separado usando
ANOVA de un solo factor (Glantz y Slinker, 1990).

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos

QR 1 3 0, 185333 X

QR-21 3 0, 210333 X

QR-48 3 0, 232667 X

QR-76 3 0, 215667 X

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
Q1 3 0,161 X

QC-21 3 0, 221 X

QC-48 3 0, 222667 X

QC-76 3 0, 243333 X

Miestra Frecuenci a Medi a Grupos honpgéneos
R-1 3 0, 185333 XX

Q1 3 0, 161 X

QR-21 3 0, 210333 XX

Q21 3 0,221 XX

QR-48 3 0, 232667 XX

QC-48 3 0, 222667 XX

QR-76 3 0, 215667 XXX

QC-76 3 0, 243333 X

Tabla AIL37. Comparacion entre las constantes cinéticas de decaimiento del
parametro reologico a de un queso blando magro elaborado con proteinas del suero
refrigerado (QR) y congelado (QC).

Fuente Sunma de cuadrados G. Cuadrado Medi o Cociente-F P- Val or
Di as 2,68118 1 2,68118 54,18 0, 0000
I nterceptos 0, 298991 1 0, 298991 6, 04 0, 0232
Pendi ent es 0, 00526534 1 0, 00526534 0,11 0, 7477
Model o 0.43471 3
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APENDICE II

Calculo de los factores ar

El procedimiento llevado a cabo para la seleccion del valor at que superpuso

satisfactoriamente los puntos experimentales de G" consistio en los siguientes pasos:

1)

2)

3)

A una determinada temperatura T y, utilizando la Ecuacion 4.4., se calcularon los

valores de ar para cada frecuencia, tomando como temperatura de referencia Ty:

Frecuencia
[Hz] o
()] ar i
(O)) arz
3 ars3
(O aTn

Se graficaron los médulos corregidos G"p (Ecuacion 3.40) en funcion de war para
definir el rango de frecuencia donde se observd superposicion de los datos

experimentales (Figura AIL.1).

Se calcularon las distancias entre los puntos correspondientes a la temperatura de
referencia Ty y los puntos correspondientes a la temperatura T para cada valor de
ar de acuerdo al procedimiento planteado por Rosati y col. (2000) (Figura

AIL2)).
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Figura AIl.1. Modulos corregidos (G",) en funcion de war para diferentes factores

G"p

de ajuste ar.

ATO
O T ars

war

Figura AIl.2. Esquema del procedimiento numérico utilizado para seleccionar el

factor de ajuste ar.
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En este caso, la distancia entre 21 y 11 estara dada por:

dlzl = \/(wzlaT - 0311)2 + (G”pZI_G"pll )?

y la distancia entre 21 y 12 es:

2 2 2
d; = \/(wzlaT -o,)" + (G"p 21_G"p12 )

La sumatoria de las distancias d), y d3, es un minimo si el punto 21 cae en el

segmento definido entre los puntos 11 y 12.

4) Se selecciono el factor ar que permitio obtener el menor valor de la sumatoria de

las distancias para cada grupo de datos analizados.
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APENDICE III

Determinacion de los pardmetros del modelo de Maxwell

El procedimiento llevado a cabo para obtencion de los parametros del modelo

de Maxwell fue el propuesto por Subramanian y col. (2006):

1)

2)

3)

Se comenz6 seleccionando convenientemente los tiempos de relajacion (A;) para
de reducir el nimero de célculos y asegurar un mejor ajuste. Para ello se

impusieron las siguientes limitaciones:
}\fmax Omin > 1

}\qnin Omax < 1

donde Amax es el tiempo de relajacion méaximo, Amin €s el tiempo de relajacion
minimo, ®m.x s la maxima frecuencia para la cual existen datos experimentales y

Omin €8 la minima frecuencia para la cual existen datos experimentales.

Se obtuvo el mejor valor del médulo de de relajacion (G;) para cada A; realizando
regresiones no lineales utilizando el paquete estadistico Statgraphics Plus para
Windows 3.0. El procedimiento se llevo a cabo por medio de la minimizacion de
las diferencias entre los valores experimentales de los modulos y los valores
predichos para cada frecuencia o; (Ecuaciones 3.52 y 3.53). El ajuste por medio

de regresion no lineal se realizo utilizando el método Gauss-Newton.

Se debid tener en cuenta que los valores de los Gj calculados debian ser siempre

positivos para que los mismos tengan un sentido fisico.

188



BIBLIOGRAFIA



Bibliografia

Abd El-Salam, M. H.; El-Etriby, H. M. (1996). Acid induced gelation of heated

whey protein concentrates. Milchwissenschaft, 51, 327-330.

Abrahamsen R. K. (1979). Cheesemaking from milk fortified with ultrafiltrated whey

protein concentrate. Milchwissenschaft, 34(2), 65—68.

Ackerson, B. J.; Pusey, P. N. (1988). Shear-induced order in suspensions of hard

spheres. Physical Reviews Letter, 61, 1033—-1036.

Aguilera, J. M. (1995). Gelation of whey proteins. Food Technology, 49, 83—89.

Aider, M.; de Halleux, D.; Akbache, A. (2007). Whey cryoconcentration and impact

on its composition. Journal of Food Engineering, 82, 92—-102.

Ak, M. M.; Gunasekaran, S. (1996). Dynamic rheological properties of Mozzarella

cheese during refrigerated storage. Journal of Food Science, 61(3), 566—576.

Anandharamakrishnan, C.; Rielly, C. D.; Stapley, A. G. F. (2008). Loss of solubility
of a-lactalbumin and B-lactoglobulin during the spray drying of whey proteins.

Lebensmittel-Wissenschaft und Technologie, 41, 270-277.

Anema, S. G. (2000). Effect of milk concentration on the irreversible thermal
denaturation and disulfide aggregation of p-lactoglobulin. Journal of

Agricultural and Food Chemistry, 48, 4168—4175.

Anema, S. G.; McKenna, A. B. (1996). Reaction kinetics of thermal denaturation of
whey proteins in heated reconstituted whole milk. Journal of Agricultural and

Food Chemistry, 44, 422-428.

190



Bibliografia

AOAC. (1990). Association of Official Analytical Chemists Official methods of
analisis. Volumen II: Food Composition, additives, natural contaminants.
Editado por Kenneth Helrich. Association of Official Analytical Chemists,

Inc., Virginia, Estados Unidos.

Ashokan, B. K.; Kokini, J. L. (2005). Determination of the WLF constants of cooked
soy flour and their dependence on the extent of cooking. Rheologica Acta,

45(2), 192-201.

Baldwin, K. A.; Baer, R. J.; Parsons, J. G.; Seas, S. W.; Spurgeon, K. R.; Torrey, G.
S. (1986). Evaluation of yield and quality of cheddar cheese manufactured
from milk with added whey protein concentrate. Journal of Dairy Science, 69,

2543-2550.

Banks, J. M. (2004). The technology of low-fat cheese manufacture. International

Journal of Dairy Technology, 57, 199-207.

Banks, J. M.; Stewart, G.; Muir, D. D.; West, . G. (1987). Increasing the yield of
cheddar cheese by the acidification of milk containing heat-denatured whey

protein. Milchwissenschaft, 42(4), 212-215.

Benfeldt, C.; Serensen, J.; Petersen, T. E. (1998). Inhibitory activity against plasmin,
trypsin, and elastase in rennet whey and in cheese fortified with whey protein.

Journal of Dairy Science, 81, 615-620.

Bernal, V.; Jelen, P. (1985). Thermal stability of whey proteins. A calorimetric study.

Journal of Dairy Science, 68, 2847-2852.

191



Bibliografia

Bertola N. C.; Califano A. N.; Bevilacqua A. E.; Zaritzky N. E. (1996). Textural
changes and proteolysis of low-moisture Mozzarella cheese frozen under

various conditions. Lebensmittel-Wissenschaft und-technologie, 29, 470-474.

Bertola, N. C.; Bevilacqua, A. E.; Zaritzkyi, N. E. (1992). Proteolytic and rheological
evaluation of maturation of Tybo Argentino Cheese. Journal of Dairy Science,

75, 3273-3281.

Bertola, N.; Bevilacqua, A.; Califano, A.; Zaritzky, N. (1999). Vinculacion entre el
comportamiento reologico y los cambios microestructurales en quesos
madurados en peliculas plasticas. En VIII Congreso Argentino de Ciencia y

Tecnologia de Alimentos. Rafaela, Santa Fe, Argentina.

Bevilacqua, A. E. (1997). Propiedades fisico-quimicas y comportamiento reoldgico
en la maduracion de quesos. Tesis Doctoral, Universidad Nacional de la Plata,

Buenos Aires, Argentina.

Bhargava, A.; Jelen, P. (1995). Freezing of whey protein concentrate solutions and
its effect on protein functionality indicators. International Dairy Journal, 5,

533-54.

Bird, R. B.; Armstrog, R; Hassager, O. (1977). Dynamics of polymeric liquids. Vol.

I, John Wiley & Sons, New York, Estados Unidos.

Blond, G.; Le Meste, M. (2004). Principles of frozen storage. En Handbook of
Frozen Foods. Editado por Y. H. Hui, I. Guerrero Legaretta, P. Cornillon, M.

H. Lim, K. D. Murrell, W. Nip. CRC Press, Cambridge, Inglaterra.

192



Bibliografia

Brown, J. A.; Foegeding, E. A.; Daubert, C. R.; Drake, M. A.; Gumpertz, M. (2003).
Relationships among rheological and sensorial properties of young cheeses.

Journal of Dairy Science, 86, 3054-3067.

Brown, R. J.; Emstrom A. (1982). Incorporation of ultrafiltration concentrated whey
solids into cheddar cheese for increased yield. Journal of Dairy Science, 65,

2391-2395.

Bryant, C. M.; McClements, D. J. (1998). Molecular basis of protein functionality
with special consideration of cold-set gels derived from heat-denatured whey.

Trends in Food Science and Technology, 9, 143—151.

Bryant, C. M.; McClements, D. J. (2000a). Influence of NaCl and CaCl2 on cold-set
gelation of heat-denatured whey protein. Journal of Food Science, 65(2), 259—

263.

Bryant, C. M.; McClements, D. J. (2000b). Optimizing preparation conditions for
heat-denatured whey protein solutions to be used as cold-gelling ingredients.

Journal of Food Science, 65(2), 259-263.

Bylund, G. (1995). Whey processing. En Dairy Processing Handbook. Editado por

Tetra Pak Processing Systems AB, Suecia.

CAA. (2006). Codigo Alimentario Argentino. Capitulo VIII: Alimentos Lacteos. En:

http://www.anmat.gov.ar/CODIGOA/CAA1.HTM.

Califano A. N.; Bevilacqua A. E. (1999). Freezing low moisture Mozzarella cheese:

changes in organic acid content. Food Chemistry, 64, 193—198.

193



Bibliografia

Cervantes, M. A.; Lund, D. B.; Olson, N. F. (1983). Effects of salt concentration and

freezing on Mozzarella cheese texture. Journal of Dairy Science, 66, 204—2133.

Chaves, A. C. S. D.; Viotto, W. H; Grosso, C. R. F. (1999). Proteolysis and
functional properties of Mozzarella cheese as affected by refrigerated storage.

Journal of Food Science, 64(2), 202-205.

Chen, X. D.; Chen, Z. D.; Nguang, S. K.; Anema, S. (1998). Exploring the reaction
kinetics of whey protein denaturation/aggregation by assuming the

denaturation step reversible. Biochemical Engineering Journal, 2, 63—69.

Chevalier, F.; Chobert, J.; Popineau, Y.; Nicolasa, M. G.; Haertlé, T. (2001).
Improvement of functional properties of B-lactoglobulin glycated through the

Maillard reaction is related to the nature of the sugar. International Dairy

Journal, 11, 145-152.

Creamer, L. K.; Olson, N. F. (1982). Rheological evaluation of maturing Cheddar

cheese. Journal of Food Science, 47, 631-636, 646.

Dalgleish, D. G.; Senaratne, V.; Francois, S. (1997). Interactions between o-
lactalbumin and B-lactoglobulin in the early stages of heat denaturation.

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 45(12), 4806—4813.

Dave, R. I.; Sharma, P.; Muthukumarappan, K. (2003). Effects of starter culture and
coagulating enzymes on viscoelastic behavior and melt of mozzarella Cheese.

Journal of Food Science, 68(4), 1404—-1410.

194



Bibliografia

de la Fuente, M. A.; Hemar, Y.; Tamehana, M.; Munro, P. A.; Singh, H. (2002a).
Process-induced changes in whey proteins during the manufacture of whey

protein concentrates. International Dairy Journal, 12, 361-369.

de la Fuente, M. A.; Singh H.; Hemar, Y. (2002b). Recent advances in the
characterization of heat-induced aggregates and intermediates of whey

proteins. Trends in Food Science and Technology, 13, 262-274.

de Wit, J. N. (1981). Structure and functional behaviour of whey proteins.

Netherlands Milk and Dairy Journal, 35, 47-64.

de Wit, J. N. (1990). Thermal stability and functionality of whey proteins. Journal of

Dairy Science, 73, 3602—-3612.

de Wit, J. N.; Hontelez-Backx, E.; Adamse, M. (1988). Evaluation of functional
properties of whey protein concentrates and whey protein isolates. 3.
Functional properties in aqueous solution. Netherlands Milk and Dairy Journal,

42, 155-172.

de Wit, J. N.; Klarenbeek, G.; Adamse, M. (1986). Evaluation of functional
properties of whey protein concentrates and whey protein isolates. 2. Effects of
processing history and composition. Netherlands Milk and Dairy Journal, 40,

41-56.

de Wit, J. N.; Klarenbeek, G.; Hontelez-Backx, E. (1983). Evaluation and functional
properties of whey protein concentrates and whey protein isolates. 1. Isolation

and characterization. Netherlands Milk and Dairy Journal, 37, 37—49.

195



Bibliografia

Diefes, H. A.; Rizvi, S. H.; Bartsch, J. A. (1993). Rheological behavior of frozen and
thawed low-moisture part-skim Mozzarella cheese. Journal of Food Science,

58(4), 764-769.

Ennis, M. P.; Mulvihill, D. M. (2000). Milk Proteins. En Handbook of hidrocolloids.
Editado por G. O. Phillips y P.A. Williams. Woodhead Publshing Editors. CRC

Press. Cambridge. Inglaterra.

Fenelon, M. A.; Guinee, T. P. (1997). The compositional, textural and maturation
characteristics of reduced-fat Cheddar made from milk containing added

Dairy-LoTM. Milchwissenschaft, 52, 385-389.

Fenelon, M. A.; Guinee, T. P. (2000). Primary proteolysis and textural changes
during ripening in Cheddar cheeses manufactured to different fat contents.

International Dairy Journal, 10, 151-158.

Fenema O.; Powrie W.;Narth E. (1973). Low temperature preservation of food and

living matter. Marcel Dekker, New York, Estados Unidos.

Ferry, J. D. (1970). Viscoelastic Properties of Polymers. John Willey & Sons, New

York, Estados Unidos.

Fox, P. F. (1963). Potentiometric determination of salt in cheese. Journal of Dairy

Science, 46, 744-745.

Fox, P. F. (1987). Cheese: an overview. En: Cheese: chemistry, physics and
microbiology, Volumen 1. Editado por P. F. Fox. Elsevier Applied Science,

Londres, Inglaterra.

196



Bibliografia

Fox, P. F. (1989). Proteolysis during cheese manufacture and ripening. Journal of

Dairy Science, 72(6), 1379-1400.

Fox, P. F.; McSweeney, P. L. H. (1996). Proteolysis in cheese during ripening. Food

Reviews International, 12, 457-509.

Franco, J. M.; Borjano, M.; Gallegos, C. (1997). Linear viscoelasticity of salad

dressing emulsions. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 45, 713-719.

Franks, F.; Hatley, R. H. M. (1991). Stability of proteins at subzero temperatures:
thermodynamics and some ecological consequences. Pure and Applied

Chemistry, 63(10), 1367—1380.

Fu, J.; Mulvaney, S. J.; Cohen, C. (1997). Effect of added fat on the rheological

properties of wheat flour doughs. Cereal Chemistry, 74(3), 304-311.

Garret, J. M.; Stairs, R. A.; Annet, R. G. (1988). Thermal denaturation and
coagulation of whey proteins: effect of sugars. Journal of Dairy Science, 71,

10-16.

Geurts, T. J.; Walstra, P.; Muller, H. (1974). Transport of salt and water during
salting of cheese. I. Analysis of the process involves. Netherlands Milk Diary

Journal, 28, 102—129.

Giroux, H. J.; Britten, M. (2004). Heat-treatment of whey proteins in the presence of

anionic surfactants. Food Hydrocolloids, 18, 685-692.

Glantz, S. A.; Slinker, B. K. (1990). Primer of applied regresion and analysis of

variance. McGraw-Hill Inc, New York, Estados Unidos.

197



Bibliografia

Gravier, N. G.; Zaritzky, N. E.; Califano, A. N. (2004). Viscoelastic behavior of
refrigerated and frozen low-moisture Mozzarella cheese. Journal of Food

Science, 9, 123-128.

Guinee, T. P. (2004) Salting and the role of salt in cheese. International Journal of

Dairy Technology, 57, 99-109.

Guinee, T. P.; Feeney, E. P.; Auty, M. A. E.; Fox, P. F. (2002). Effect of pH and
calcium concentration on some textural and functional properties of Mozzarella

cheese. Journal of Dairy Science, 85, 1655-1669.

Guo, M. R.; Gilmore, J. A.; Kindstedt, P. S. (1997). Effect of sodium chloride on the

serum phase of Mozzarella cheese. Journal of Dairy Science, 80, 3092—-3098.

Haque, Z. U.; Kiigiikbnen, E.; Aryana, K. J. (2007). Influence of fat-replacing
ingredients on process and age induced soluble nitrogen content and
ultrastructure of lowfat Cheddar cheese. Food Science and Technology

Research, 13, 338-344.

Hillier, R. M.; Lyster, R. L. J.; Cheeseman, G. C. (1979). Thermal denaturation of a-
lactalbumin and f-lactoglobulin in cheese whey: Effect of total solids

concentration and pH. Journal of Dairy Research, 46, 103—111.

Hines, M. E.; Foegeding, E. A. (1993). Interactions of a-lactalbumin and bovine

serum albumin with B-lactoglobulin in thermally induced gelation. Journal of

Agricultural and Food Chemistry, 41(3), 341-346.

Hinrichs, J. (2001). Incorporation of whey proteins in cheese. International Dairy

Journal, 11, 495-503.

198



Bibliografia

Hoffman, M. A. M.; van Mil, P. J. J. M. (1997). Heat-induced aggregation of -
lactoglobulin: role of the thiol group and disulfide bonds. Journal of

Agricultural and Food Chemistry, 45(8), 2942-2948.

Hongsprabhas, P.; Barbut, S. (1996). Ca*"-induced gelation of whey protein isolate:

effects of pre-heating. Food Research International, 29, 135-139.

Hudson, H. M.; Daubert, C. R.; Foegeding, E. A. (2000). Rheological and physical
properties of derivitized whey protein isolate powders. Journal of Agricultural

and Food Chemistry, 48, 3112-3119.

Huffman, L. M. (1996). Processing whey protein for use as a food ingredient. Food

Technology, 50, 49-52.

lametti, S.; Cairoli, S.; De Gregori, B.; Bonomi, F. (1995). Modifications of high-
order structures upon heating of B-lactoglobulin: dependence on the protein

concentration. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 43, 53-58.

IDF. (1969). International Dairy Federation. Determination of the Fat Content of

Cheese and of Processed Cheese Products. IDF Standard 5A, Bruselas,

Bélgica.

Ikeda, S.; Nishinari, K. (2000). Intermolecular forces in bovine serum albumin
solutions exhibiting solidlike mechanical behaviors. Biomacromolecules, 1,

757-763.

Ikeda, S.; Nishinari, K. (2001a). On solid-like rheological behaviors of globular

protein solutions. Food Hydrocolloids, 15, 401-406.

199



Bibliografia

Ikeda, S.; Nishinari, K. (2001b). Solid-like mechanical behaviors of ovalbumin
aqueous solutions. International Journal of Biological Macromolecules, 28,

315-320.

Ikeda, S.; Nishinari, K.; Foegeding, E. A. (2001). Mechanical characterization of
network formation during heat-induced gelation of whey protein dispersions.

Biopolymers, 56, 109—119.

Inoue, H.; Matsumoto, T. (1996). Viscoelastic characterization of solid-like structure

in aqueous colloids of globular proteins. Colloids Surfaces A, 109, 89-96.

Jaskulka, F. J.; Smith, D. E.; Larntz, K. (2000). Determining the kinetic reaction rate
order for the thermal denaturation of [-lactoglobulin using two statistical

approaches. International Dairy Journal, 10, 589-595.

Kapoor, R.; Metzger, L. E. (2004). Evaluation of Salt Whey as an Ingredient in

Processed Cheese. Journal of Dairy Science, 87, 1143—-1150.

Kasapis, S. (2001). The use of Arrhenius and WLF kinetics to rationalise the rubber-
to-glass transition in high sugar-kappa-carrageenan systems. Food

Hydrocolloids, 15, 239-245.

Kavas, G.; Oysun, G.; Kinik, O.; Uysal, H. (2004). Effect of some fat replacers on
chemical, physical and sensory attributes of low-fat white pickled cheese. Food

Chemistry, 88, 381-388.

Kazmierskim, M.; Corredig, M. (2003). Characterization of soluble aggregates from

whey protein isolate. Food Hydrocolloids, 17, 685-692.

200



Bibliografia

Kilara, A. (2004). Whey Proteins. En Proteins in Food Processing. Editado por R. Y

Yada. Woodhead Publishing CRC, Cambridge, Inglaterra.

Koca, N.; Metin, M. (2004). Textural, melting and sensory properties of low-fat fresh
Kashar cheeses produced by using fat replacers. International Dairy Journal,

14, 365-373.

Kuchroo, C. N.; Fox, P. F. (1982). Soluble nitrogen in Cheddar cheese: comparison

of extraction procedures. Milchwissenschatft, 37, 331-335.

Kulmyrzaev, A.; Cancelliere, C.; McClements, D. J. (2000). Influence of sucrose on
cold gelation of heat-denatured whey protein isolate. Journal of the Science of

Food and Agriculture, 80, 1314-1318.

Kulmyrzaev, A.; McClements, D. J. (2000). High frequency dynamic shear rheology

of honey. Journal of Food Engineering, 45, 219-224.

Kuo, M. I.; Gunasekaran S. (2003). Effect of frozen storage on physical properties of
pasta filata and nonpasta filata Mozarella cheese. Journal of Dairy Science, 86,

1108-1117.

Law, A. J. R.; Banks, J. M.; Horne, D. S.; Leaver, J.; West, I. G. (1994).
Denaturation of the whey proteins in heated milk and their incorporation into

cheddar cheese. Milchwissencschaft, 49(2), 63—67.

Law, A. J. R.; Leaver, J. (1997). Effect of protein concentration on rates of thermal
denaturation of whey proteins in milk. Journal of Agricultural and Food

Chemistry, 45, 4255-4261.

201



Bibliografia

Law, A. J. R.; Leaver, J. (2000). Effect of pH on the thermal denaturation of whey

proteins in milk. Journal of Agricutural and Food Chemistry, 48 (3), 672—679.

Law, B. A. (1987). Proteolysis in relation to normal and accelerated cheese ripening
En: Cheese: chemistry, physics and microbiology, Volumen 1. Editado por P.

F. Fox. Elsevier Applied Science, Londres, Inglaterra.

Lawrence, R. C.; Creamer, L. K.; Gilles, J. (1987). Texture development during

cheese ripening. Journal of Dairy Science, 70, 1748—1760.

Lawrence, R.; Consolacion, F.; Jelen, P. (1986). Formation of structured protein

foods by freeze texturization. Food Technology, 40, 77-90.

Le Bon, C.; Nicolai, T.; Durand, D. (1999a). Growth and structure of aggregates of
heat-denatured [-lactoglobulin. International Journal of Food Science and

Technology, 34, 451-465.

Le Bon, C.; Nicolai, T.; Durand, D. (1999b). Kinetics of aggregation and gelation of
globular proteins after heat-induced denaturation. Macromolecules, 32, 6120—

6127.

Lelievre, J. (1995). Whey proteins in cheese-an overview. En Chemistry of
Structure-Function Relationships in Cheese. Editado por E. L. Malin y M. H.

Tunick. Plenum Press, New York, Estados Unidos.

Li-Chan, E. (1983). Heat-induced changes in the proteins of whey protein

concentrate. Journal of Food Science, 48, 47-56.

Lindsay, H. M.; Chaikin, P. M. (1982). Elastic properties of colloidal crystals and

glasses. Journal of Chemical Physics, 36, 3774-3781.

202



Bibliografia

Lizarraga, M. S.; De Piante Vicin, D.; Gonzalez, R.; Rubiolo, A.; Santiago, L. G.
(2006). Rheological behaviour of whey protein concentrate and A-carrageenan

aqueous mixtures. Food Hydrocolloids, 20, 740-748.

Lucey, J. A.; Fox, P. F. (1993). Importance of calcium and phosphate in cheese

manufacture: A review. Journal of Dairy Science, 76, 1714-1724.

Lucey, J. A.; Johnson, M. E.; Horne, D. S. (2003). Invited review: Perspectives on
the basis of the rheology and texture properties of cheese. Journal of Dairy

Science, 86 (9), 2725-2743.

Lick, H. (1977). Preservation of cheese and perishable products by freezing. South

Africa Journal of Dairy Technology, 9(4), 127-112.

Luna, J. A.; Chavez, M. S. (1992). Mathematical model for water difusion during

brining of hard and semi-hard cheese. Journal of Food Science, 57, 55-58.

Ma, L.; Drake, M. A.; Barbosa-Canovas, G. V.; Swanson, B. G. (1997). Rheology of
full-fat and low-fat Cheddar cheeses as related to type of fat mimetic. Journal

of Food Science, 62, 748-752.

McKenna, B. M.; O'Sullivan, A. C. (1970). Whey protein denaturation in

concentrated skimmilks. Journal of Dairy Science, 54, 1075-1077.

McMahon, D. J.; Alleyne, M. C.; Fife, R. L.; Oberg, C. J. (1996). Use of fat replacers

in low fat Mozzarella cheese. Journal of Dairy Science, 79, 1911-1921.

Mead, D.; Roupas, P. (2001). Effect of incorporation of denatured whey proteins on
chemical composition and functionality of pizza cheese. The Australian Journal

of Dairy Technology, 56(4), 19-23.

203



Bibliografia

Mendieta-Taboada, O.; Sobral, P. J. A.; Carvalho, R. A.; Habitante, A. M. B. Q.
(2008). Thermomechanical properties of biodegradable films based on blends

of gelatin and poly(vinyl alcohol). Food Hydrocolloids, 22, 1485-1492.

Meza, B. E.; Verdini, R. A.; Rubiolo A. C. (2009). Viscoelastic behaviour of heat-
treated whey protein concentrate suspensions. Food Hydrocolloids, 23, 661—

666.

Mistry, V. V. (2001). Low fat cheese technology. International Dairy Journal, 11,

413-422.

Mleko, S. (2004). Rheological properties of whey products dispersions.

Milchwissenschaft, 59, 287-290.

Mleko, S.; Foegeding, E. A. (1999). Formation of whey protein polymers: effects of
a two-step heating process on rheological properties. Journal of Texture

Studies, 30, 137-149.

Mleko, S.; Foegeding, E. A. (1999). Formation of whey protein polymers: effects of
a two-step heating process on rheological properties. Journal of Texture

Studies, 30, 137-149.

Morr, C. V. (1990). Effect of heating and elevated temperature storage on cheese

whey. Journal of Food Science, 55, 1177-1179.

Morr, C. V.; Foegeding, E. A. (1990). Composition and functionality of commercial
whey and milk protein concentrates and isolates: a status report. Food

Technology, 44, 100-112.

204



Bibliografia

Muliawan, E. B.; Hatzikiriakos, S. G. (2007). Rheology of mozzarella cheese

International Dairy Journal, 17, 1063—1072.

Mulvihill, D. M.; Kinsella, J. E. (1987). Gelation characteristics of whey proteins and

B-lactoglobulin. Food Technology, 41, 102—111.

Nickerson, M. T.; Paulson, A. T.; Speears, R. A. (2004). Time-temperature studies of
gellan polysaccharide gelation in the presence of low, intermediate and high

level of co-solutes. Food Hydrocolloids, 18, 783—794.

Nickerson, M. T.; Paulson, A. T.; Speers, R. A. (2004a) Time-temperature studies of
gellan polysaccharide gelation in the presence of low, intermediate and high

level of co-solutes. Food Hydrocolloids, 18, 783—794.

Nickerson, M. T.; Paulson, A. T.; Speers, R. A. (2004b). A time-temperature
rheological approach for examining food polymer gelation. Trends in Food

Science and Technology, 15, 569-574.

Nielsen, M. A.; Coulter, S. T.; Morr, C. V.; Rosenau, J. R. (1973). Four factor
response surface experimental design for evaluating the role of processing
variable upon protein denaturation in heated whey systems. Journal of Dairy

Science, 56, 76—83.

Patel, M. T.; Kilara, A.; Huffman, L. M.; Hewitt, S. A.; Houlihan, A. V. (1990).
Studies on whey protein concentrates. 1. Compositional and thermal properties.

Journal of Dairy Science, 73, 1439-1449.

205



Bibliografia

Pereyra Gonzéles, A. S.; Naranjo, G. B.; Malec, L. S.; Vigo, M. S. (2003). Available
lysine, protein digestibility and lactulose in comercial infant formulas.

International Dairy Journal, 13, 95-99.

Pikal-Cleland, K. A.; Rodriguez-Hornedo, N.; Amidon, G. L.; Carpenter, J. F.
(2000). Protein denaturation during freezing and thawing in phosphate buffer
systems: Monomeric and tetrameric B-galactosidase. Archives of Biochemistry

and Biophysics, 384(2), 398—406.

Ptaszek, P.; Grzesik, M. (2007). Viscoelastic properties of maize starch and guar

gum gels. Journal of Food Engineering, 82, 227-237.

Punidadas, P.; Feirtag, J.; Tung, M. A. (1999). Yield testing. (improving cheese yield
thourgh incorporation of whey proteins). Dairy Industries International, 64(9),

25,27-28, 30.

Puyol, P.; Cotter, P. F.; Mulvihill, D. M. (1999). Thermal gelation of commercial
whey protein concentrate: influence of pH 4.6 insoluble protein on thermal

gelation. International Journal of Dairy Technology, 52, 81-91.

Rank, T. C.; Grappin, R.; Olson, N. F. (1985). Secondary proteolysis of cheese

during ripening: A review. Journal of Dairy Science, 68(3), 801-805.

Rao, D. V.; Renner, E. (1988). Studies on the application of ultrafiltration for the
manufacture of cheddar cheese. 1. Determination of the optimun temperature

for heat denaturation of whey proteins in the ultrafiltration concentrate.

Milchwissencschaft, 43(4), 216-218.

206



Bibliografia

Rao, M. A.; Tattiyakul, J. (1999). Granule size and rheological behavior of heated

tapioca starch dispersions. Carbohydrate Polymers, 38, 123—-132.

Reid, D. S.; Yan, H. (2004). Rheological, melting and microstructural properties of
cheddar and mozzarella cheeses affected by different freezing methods. Journal

of Food Quality, 27, 436-458.

Resch J. J.; Daubert, C. R. (2002). Rheological and physicochemical properties of
derivatized whey protein concentrate powders. International Journal of food

Properties, 5, 419-434.

Rodriguez, J. (1998). Recent advances in the development of low-fat cheeses. Trends

in Food Science & Technology, 9, 249-254.

Romeih, E. A.; Michaelidou, A.; Biliaderis, C. G.; Zerfiridis, G. K. (2002). Low-fat
White-Brined cheese made from bovine milk and two commercial fat
mimetics: chemical, physical and sensory attributes. International Dairy

Journal, 12, 525-540.

Rosati, D.; Van Loon, B.; Navard, P. (2000). Rheology of strongly segregated

poly(styrene—dimethylsiloxane) block copolymers. Polymer, 41, 367-375.

Rosenberg, M.; Wang, Z; Chuang, S. L.; Shoemaker, C. F. (1995). Viscoelastic
properties changes in cheddar cheese during ripening. Journal food science,

60(3), 640-644.

Roufik, S.; Paquin, P.; Britten, M. (2005) Use of high-performance size exclusion
chromatography to characterize protein aggregation in commercial whey

protein concentrates. International Dairy Journal, 15, 231-241.

207



Bibliografia

Roupas, P.; Mead D. (2001). Whey proteins and pizza cheese. Dairy industries

international, 66(99), 16—18.

SAGPyA (2005). Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion de la

Republica Argentina. En: http://www.sagpya.mecon.gov.ar.

Sahan, N.; Yasar, K.; Hayaloglu, A. A.; Karaca, O. B.; Kaya, A. (2008). Influence of
fat replacers on chemical composition, proteolysis, texture profiles, meltability
and sensory properties of low-fat Kashar cheese. Journal of Dairy Research,

75, 1-7.

Sanchez, C.; Beauregard, J. L; Bimbenet, J. J; Hardy, J. (1996). Flow properties,
firmness and stability of double cream cheese containing whey protein

concentrate. Journal of Food Science, 61(4), 843—846.

Santoro, M.; Faccia, M. (1996). Degradation of the protein fraction in a cheese

fortified with whey proteins. Netherlands Milk & Dairy Journal, 50, 61-68.

Sato, K.; Nakamura, M.; Nishiya, T.; Kawanari, M.; Nakajima, 1. (1995). Preparation
of a gel of partially heat-denatured whey protein by proteolytic digestion.

Milchwissenschaft, 50, 389-392.

Schramm, G. (2000). A practical approach to rheology and rheometry. Gebrueder

HAAKE GmgH, Karlsruhe, Alemania.

Singer, N. S. (1996). Microparticulated proteins as fat mimetics. En Handbook of Fat
Replacers. Editado por S. Roller y S. A. Jones. CRC Press, Nuw York, Estados

Unidos.

208



Bibliografia

Singer, N. S.; Yamamoto, S.; Latella, J. (1988). Protein product base. European

Patent Applied N° 0.250.623.

Singh, A. P.; Lakes, R. S. Gunasekaran, S. (2006) .Viscoelastic characterization of
selected foods over an extended frequency range. Rheologica Acta, 46, 131—

142.

Smithers, G. W.; Copeland A. D. (1997). International whey conference. Trends in

Food Science and Technology, 9, 119—-123.

Sodini, I.; Mattas, J.; Tong, P. S. (2006). Influence of pH and heat treatment of whey
on the functional properties of whey protein concentrates in yoghurt.

International Dairy Journal, 16, 1464—1469.

Sopade, P. A.; Halley, P. J.; D’arcy, B. R.; Bhandari, B.; Caffin, N. (2004). Dynamic
and steady-state rheology of australian honeys at subzero temperatures. Journal

of Food Process Engineering, 27, 284-309.

Sousa, M. J.; Ardo, Y.; McSweeney, P. L. H. (2001). Advances in the study of

proteolysis duringcheese ripening. International Dairy Journal, 11, 327-345.

Steffe, J. F. (1996). Rheological methods in food process engineering. Freeman

Press., Miami, Estados Unidos.

Subramanian, R.; Gunasekaran, S. (1997a). Small amplitude oscillatory shear studies
on mozzarella cheese. Part 1. Region of linear viscoelasticity. Journal of

Texture Studies, 28, 633-642.

209



Bibliografia

Subramanian, R.; Gunasekaran, S. (1997b). Small amplitude oscillatory shear studies
on mozzarella cheese. Part II: Relaxation spectrum. Journal of Texture Studies,

28, 643—-656.

Subramanian, R.; Muthukumarappan, K.; Gunasekaran, S. (2006). Linear
viscoelastic properties of regular- and reduced-fat pasteurized process cheese
during heating and cooling. International Journal of Food Properties, 9, 377—

393.

Subramanian, R.; Muthukumarappan, K; Gunasekaran, S. (2003). Effect of methocel
as a water binder on the linear viscoelastic properties of mozzarella cheese

during early stages of maturation. Journal of Texture Studies, 34, 361-380.

Sworn, G.; Kasapis, S. (1998). The use of Arrhenius and WLF kinetics to rationalise
the mechanical spectrum in high sugar gellan systems. Carbohydrate Research,

309, 353-361.

Tamaki, K.; Tsuguaki, N.; Kiyoshi, T. (1991). Process for producing textured protein

food materials. United States Patent N° 5.011.702.

Tolkach, A.; Steinle, S.; Kulozik, U. (2005). Optimization of thermal pretreatment
conditions for the separation of native o-lactalbumin from whey protein

concentrates by means of selective denaturation of B-lactoglobulin. Journal of

Food Science, 70(9), E557-E566.

Tolstoguzov, V. B; Braudo, E. E. (1983). Fabricated foodstuffs as multicomponent

gels. Journal of Texture Studies, 14, 183-212.

210



Bibliografia

Udyarajan, C. T.; Horne, D. S.; Lucey, J. A. (2007). Use of time—temperature
superposition to study the rheological properties of cheese during heating and

cooling. International Journal of Food Science and Technology, 42, 686—698.

Upreti, P.; Metzger, L. E. (2007). Influence of calcium and phosphorus, lactose, and
salt-to-moisture ratio on Cheddar cheese quality: pH changes during ripening.

Journal of Dairy Science, 90, 1-12.

Ustunol, Z.; Kawachi, K.; Steffe, J. (1995). Rheological properties of Cheddar
cheese as influenced by fat reduction and ripening time. Journal of Food

Science, 60, 1208-1210.

Van Hekken, D. L.; Tunick, M. H.; Park, Y. W. (2005). Effect of frozen storage on
the proteolytic and rheological properties of Soft caprine milk cheese. Journal

of Dairy Science, 88, 1966—1972.

van Mil, P. J. M.; Roef, S. P. F. M. (1993). Denaturation of whey proteins studied by
thermal analysis and chromatography. En Food Colloids and Polymers:
Stability and Mechanical Properties. Editado por E. Dickinson y P. Walstra.

The Royal Society of Chemistry, Estados Unidos.

Vardhanabhuti, B.; Foegeding, E. A. (1999). Rheological properties and
characterization of polymerized whey protein isolates. Journal of Agricultural

and Food Chemistry, 47, 3649-3655.

Verdini, R. A. (2000). Estudio de la variacion de los parametros quimicos y fisicos
durante la maduracién de quesos blandos conservados por congelacion. Tesis

Doctoral, Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, Argentina.

211



Bibliografia

Verdini, R. A.; Rubiolo, A. C. (2002). Texture changes during the ripening of Port
Salut Argentino cheese in 2 sampling zones. Journal of Food Science, 67,

1808-1813.

Verdini, R. A.; Zorrilla, S. E.; Rubiolo, A. C. (2002). Free amino acid profiles during
the ripening of Port Salut Argentino cheese after frozen storage. Journal of

Food Science, 67(9), 3264-3270.

Verheul, M.; Roef, S. P. F. M.; de Kruif, K. G. (1998). Kinetics of heat-induced
aggregation of B-lactoglobulin. Journal of Agricultural and Food Chemistry,

46, 896-903.

Vermant, J.; Solomon, M. J. (2005). Flow-induced structure in colloidal suspensions.

Journal of Physics: Condensed Matter, 17, R187-R216.

Walkenstrom, P.; Nielsen, M.; Windhab, E.; Hermansson, A. -M. (1999). Efects of
flow behaviour on the aggregation of whey protein suspensions, pure or mixed

with xanthan. Journal of Food Engineering, 42, 15-26.
Walters, K. (1975). Rheometry. John Wiley & Sons, New York, Estados Unidos.

Wang, Q.; Cui, S. W. (2005). Understanding the physical properties of food
polysaccharides. En Food carbohydrates: chemistry, physical properties, and

applications. Editado por S. W. Cui. CRC Press. Florida, Estados Unidos.

Welty, W. M.; Marshall, R. T.; Griin, I. U.; Ellersieck, M. R. (2001). Effects of milk
fat, cocoa butter, or selected fat replacers on flavor volatiles of chocolate ice

cream. Journal of Dairy Science, 84, 21-30.

212



Bibliografia

Wientjes, R. H. W.; Duits, M. H. G.; Jongschaap, R. J. J.; Mellema, J. (2000). Linear

rheology of guar gum solutions. Macromolecules, 33, 9594-9605.

Winter, H. H.; Chambon, F. (1986). Analysis of linear viscoelasticity of a cross-

linking polymer at the gel point. Journal Rheology, 30, 367-382.

Xiaolin, T.; Pikal, M. J. (2005). The effect of stabilizers and denaturants on the cold
denaturation temperatures of proteins and implications for freeze-drying.

Pharmaceutical Research, 22(7), 1167-1175.

Xiong, Y. L.; Dawson, K. A.; Wan, L. (1993). Thermal aggregation of [3-
lactoglobulin: effect of pH, ionic environment, and thiol reagent. Journal of

Dairy Science, 76, 70-77.

Yildiz, M. E.; Kokini, J. L. (2001). Determination of Wailliams-Landel-Ferry
constants for a food polymer system. Effect of water activity and moisture

content. Journal of Rheology, 45(4), 903-912.

Zalazar, C. A.; Zalazar, C. S.; Bernal, S.; Bertola, N.; Bevilacqua, A.; Zaritzky, N.
(2002). Effect of moisture level and fat replacer on physicochemical,
rheological and sensory properties of low fat soft cheeses. International Dairy

Journal, 12, 45-50.

Zorrilla, S. E.; Rubiolo, A. C. (1998). Modelling average concentrations of salt and
salt substitute in partial or total volumes of semihard cylindrical cheeses.

International Journal of Food Science and Technology, 33, 501-508.

213



	1-Tapa
	2-Ficha catalogacion
	3-Agradecimientos
	4-Resumen
	5-Indice
	6-Capitulo 1 introduccion
	7-Capitulo 2 objetivos
	8-Capitulo 3 fundamentos
	9-Capitulo 4 mat y met
	10-Capitulo 5 Resul y disc
	11-Capitulo 6 conclusiones
	12-Nomenclatura
	13-Apendices
	14-Bibliografia

