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Estructura y funcionalidad de proteinas lacteas:
Efecto de modificaciones inducidas por medios fisicos, quimicos y enzimaticos
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue el de estudiar los métodos mas importantes de desnaturalizacion de las
proteinas lacteas. Estos métodos cambian las propiedades de la leche, tales como solubilidad,
emulsificacion y coagulacion, todas éstas pueden ser iniciadas por varias acciones y agentes. Dentro de los
métodos estudiados se encuentran las altas presiones (hidrostaticas y de homogenizacion), cambios en el
pH, etanol, renina y otras enzimas proteoliticas, entre otros. Las principales proteinas lacteas que son
afectadas, dada su complejidad, son las caseinas. En general, los agentes de naturaleza quimica y
enzimatica ocasionan la coagulacion y precipitacion de éstas, permaneciendo las suero-proteinas en
solucion acuosa (por ejemplo el queso). Por el contrario, los agentes de naturaleza fisica, ocasionan la
formacion de agregados, un decremento en el tamafio de la micela y una re-configuracion interna de éstas.

Palabras clave: proteinas lacteas, caseina, desnaturalizacion, agregacion.
Abstract

The objective of this document was to study the most important methods of milk protein denaturation.
These methods change milk properties, such as solubility, emulsification and coagulation, these all can be
initiated by a number of different actions or agents. Within the agents studied are high pressures
(hydrostatic and homogenization), changes in pH, ethanol, salts, rennets and other proteolytic enzymes
and other non-less important agents. The main affected milk protein, because of its complexity, are
caseins. In general, agents of chemical and enzymatic nature cause the coagulation and precipitation of
these, remaining the whey protein in aqueous solution (e.g. cheese). Otherwise, agents of physical nature,
cause the formation of aggregates, a decrease in micelle size and the internal reconfiguration of these.

Keywords: milk proteins, casein, denaturation, aggregation.
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lejanos en su secuencia lineal, las proteinas
pueden poseer estructuras secundarias o
terciarias, respectivamente. Algunas de las
estructuras secundarias mas comunes son o-
hélice y B-laminar.

Las proteinas presentan cambios en su
estructura al someterse a diferentes estimulos
externos tales como tratamiento térmico,
cambios en el pH por adiciéon de acidos o
bases, procesamiento a alta  presion
hidroestatica o dinamica, entre otros.
Dependiendo de su complejidad, las proteinas
pueden sufrir un desdoblamiento al que se le
conoce como desnaturalizacion; las proteinas
desnaturalizadas a su vez, pueden formar
agregados con otras proteinas reactivas
superficialmente (Walstra et al., 2006).

Las proteinas lacteas son quiza el grupo
proteico alimenticio mas estudiado. La leche
esta conformada principalmente por tres
estructuras biologicas: dos en estado coloidal
(proteinas, globulos de grasa) y una en
solucion (lactosa). Entre el grupo de proteinas
lacteas se distinguen dos clases: las caseinas,
fosfoproteinas organizadas en forma de
conglomerados  coloidales  denominados
micelas, estables al calor e insolubles a pH
4.6; y las proteinas séricas, con una estructura
globular compleja, que precipitan a pH 4.6 y
son inestables al calor.

Las proteinas juegan un papel importante
en la formaciéon de estructuras en productos
lacteos como el queso y el yogurt, asi como en
la estabilizacion de los globulos de grasa en
los productos homogenizados. Cuando estas
proteinas se desnaturalizan, particularmente
las séricas, tienen la habilidad de producir
geles 4acidos con buenas propiedades de

textura  (Guyumarc’ et al, 2007).
Considerando esto, se han buscado formas de
mejorar las caracteristicas de las lacto-

proteinas; tales modificaciones pueden ser de
naturaleza fisica (Van Hekken y Holsinger,
2000; Kim et al., 2008), quimica (Adams et
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al., 2008) y/o enzimatica (Smiddy et al., 2006;
Czernicka et al., 2009).

El objetivo de este trabajo es presentar un
panorama  general de las  posibles
modificaciones inducidas a las proteinas de
leche, con énfasis en los estimulos externos
relevantes para el procesamiento de productos
lacteos.

Revision bibliografica
1. Generalidades de las proteinas lacteas

Las caseinas son fosfoproteinas que se
presentan como conglomerados coloidales
dentro de la leche y confieren a la leche su
opalescencia caracteristica (Huppertz, 2009).
La principal funciéon de las micelas es la de
fluidificar a las caseinas asi como la de
solubilizar el fosfato célcico. Se reconocen 4
tipos de caseina: asl-, as2-, B- y k-caseina,
todas ellas se encuentran fosforiladas en
residuos especificos de serina; asi mismo,
poseen cantidades importantes de prolina, lo
cual limita la cantidad de la estructura terciaria
que pueden exhibir. Presentan un marcado
cardcter anidnico en un medio neutro por la
presencia de radicales fosfoserina y/o acido
glutdmico. Las primeras tres precipitan en
presencia de calcio por disminucion de su
carga eléctrica negativa y su hidrofilia, sin
embargo la k-caseina no solo es soluble en
calcio, sino que también interactia y estabiliza
a las caseinas insolubles en calcio formando
un estado coloidal estable dentro de la leche. A
los 4 tipos de caseina principales, se les
pueden afiadir otros grupos de proteinas
minoritarias como la y- caseina y la A- caseina.
La primera es un fragmento procedente de la
protedlisis de la B- caseina y la segunda es
derivada de la a5 — caseina. Todos los tipos de
caseina, tanto las mayoritarias como las
minoritarias, se encuentran en todos los tipos
de leche de mamiferos estudiadas hasta hoy en
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dia, aunque en diferentes cantidades

proporciones.

y

Debido a su papel determinante en la
estructura y funcionalidad de los productos
lacteos, la conformacion de las micelas de
caseina ha sido abordada por varios autores
desde principios del siglo pasado. La mayoria
de los modelos propuestos para la micelas de
caseina se clasifican en tres categorias: de
nicleo y corteza (Mirsky y Pauling, 1936;
Farrell, 1988; de Kruif, 2003; Dalgleish et al.,
2004), de subunidades (McMahon y Brown,
1983; Dalgleish, 1992; Famelart et al., 1996;
Van Hekken y Holsinger, 2000; Panouill¢ et
al., 2004) y de estructura interna (Dalgleish el
al., 2004; Farrell et al., 2006; Smiddy et al.,
2006; Bouchoux et al., 2009). Sin embargo, a
pesar de la gran cantidad de investigaciones
que se han hecho para conocer su estructura a
detalle, ésta ain no es conocida ni
comprendida con exactitud (Considine et al.,
2007). Actualmente, se sabe con certeza que
las os-caseina (0g- Yy Osx- caseina) se
encuentran en el nicleo de la micela mientras
que la mayoria de los modelos estructurales
localizan a la x-caseina en la superficie de la
micela por lo que juega un papel esencial en la
regulacion del tamafio micelar asi como en el
mantenimiento de la suspension de las demas
caseinas en la leche (Farrell et al., 2006;
Ferrandini et al.,, 2006). La [-caseina se
encuentra en el centro de la micela nativa bajo
condiciones nativas (pH 6.6 - 6.7; temperatura
ambiente), pero puede migrar a la superficie o
hacia la fase sérica cuando la micela se
encuentra en un ambiente no nativo, como por
ejemplo a 10°C (Considine et al., 2007). Toda
la micela se encuentra estabilizada por
nanoaglomerados de fosfato de calcio, también
denominado fosfato de calcio coloidal
(Walstra et al., 2006). Un aspecto en comun
que presentan los ultimos  modelos
desarrollados, es la caracteristica de presentar
una capa de finas vellosidades en la superficie
de la micela. Esta capa crea un impedimento
estérico contra la  agregacion.  Esta

26

caracteristica es la llave para las actuales
discusiones de las formas de coagulacion de la
leche (IDF, 2007).

Por su parte las proteinas séricas son un

grupo heterogéneo, conformado por f-
lactoglobulina, o- lactoalbimina, albiimina
bovina sérica, diversos tipos de

inmunoglobulinas y proteinas minoritarias,
algunas con importantes funciones biologicas,
como la lactoferrina. La - lactoglobulina y la
a-lactalbumina son las mayoritarias (60% y
20% en proporcidn masica, respectivamente) y
poseen  concentraciones  apreciables de
residuos de cisteina. En el caso particular de -
lactoglobulina, los aminoéacidos sulfurados
quedan expuestos al desnaturalizarse la
proteina, posibilitando la interaccion de grupos
sulthidrilo con caseina, particularmente del
tipo kappa (Fox y McSweeney, 1998).

2. Modificaciones estructurales en proteinas
lacteas

Cuando las proteinas de leche se someten a
diferentes estimulos externos, ya sean de
naturaleza fisica, quimica, bioldgica o mixta,
pueden sufrir modificaciones diversas,
frecuentemente relacionadas con la pérdida de
estabilidad estérica y/o electrostatica de las
micelas de caseina, a la desnaturalizacion de
las proteinas séricas y a las interacciones entre
ambas. Bajo condiciones selectas esto puede
conducir a la agregacion proteica (IDF, 2007).
A continuacidon se describen los principales

cambios inducidos por medios fisicos,
quimicos y enzimaticos, con énfasis en los
estimulos externos relevantes para el

procesamiento de productos lacteos.
2.1. Medios fisicos

2.1.1. Altas temperaturas

Singh y Waungana (2001) resumieron los
principales cambios que sufre la leche al
someterse a un tratamiento térmico y que
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pueden afectar o beneficiar a la estabilidad
estructural de las proteinas. Dentro de la
primera categoria se encuentran: disminucion
de pH, depositacion de fosfato de calcio sobre
la superficie micelar, asociacion de proteinas
de suero con micelas, desfosforilaciéon de
caseina, disociacion de k-caseina, reduccion
del potencial zeta proteico y formacion de
enlaces covalentes. Por su parte, la estabilidad
proteica se puede ver favorecida por la
reduccion en la actividad del i6n calcio,
reduccion de la sensibilidad micelar a los iones
calcio y la formacion de algunos productos de
degradacion térmica de lactosa.

El tratamiento térmico de la leche (85 -
95°C  durante  varios  minutos)  es
tradicionalmente aplicado en la elaboracion de
yogurt y otras leches fermentadas, en las
cuales la produccion de 4cido lactico es
deseable desde un principio con la finalidad de
obtener una textura firme asi como una alta
retencion de suero (Guyomarc’ et al., 2007).
Los cambios en sus particulas dependen de la
temperatura y de la duracién del tratamiento
térmico, asi como cambios pequefios en el pH
de la leche durante el calentamiento, entre
otros. Un tratamiento térmico medio (< 70°C,
20 min), al pH natural de la leche, causa un
decremento pequefio en el tamafio de las
micelas de caseina. En cambio, si la leche se
calienta a mas de 100°C, los cambios en el
tamafio son marcadamente dependientes del
pH de la leche a la temperatura a la que se
calent6 (Anema y Li, 2003; Considine et al.,
2007; Guyomarc’ et al., 2007).

Guyumarc’ et al. (2007) trataron
térmicamente leche descremada con diferentes
pH con el fin de disminuir la carga de calor
necesaria para formar agregados de proteina/k-
caseina y/o incrementar las propiedades de
gelatinizacion acida de la leche descremada al
desplazar estos agregados a la fase sérica. Los
resultados demostraron que la transferencia
inducida por el calor de las proteinas del suero
a la fase micelar se inhibi6 a un pH de 7.5 o
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mayor, mientras que la transferencia de la k-
caseina de fase micelar a la sérica aumento
con el aumento del pH, aun a temperaturas
bajas. Estos resultados sugieren que un pH
alcalino de entre 7.5 — 8.0 fue necesario para
prevenir la formacion de agregados J-
lactoglobulina /k-caseina.

2.1.2. Presion elevada

Los dos procesos a alta presion disponibles
para aplicaciones en alimentos en nuestros
dias son el procesamiento a alta presion
hidroestatica (PAPH) y la homogenizacion a
alta presion (HAP). La primera se basa en la
conservacion de alimentos al someterlos a
compresion indirecta, empleando agua como
fluido presurizante sobre un producto s6lido o
liquido pre-empacado. Por su parte, la HAP es
una tecnologia relativamente nueva, que
comparte los principios de operacién con la
homogenizacion convencional, pero
trabajando a presiones de operacion hasta 20
veces mayores. Ambos procesos generan
cambios importantes sobre las caracteristicas
de proteinas lacteas, pero esta revision se
centrara en el proceso de HAP.

Numerosos estudios se han realizado sobre
las aplicaciones de la HAP en el
procesamiento de leche y las posibles
afectaciones que tiene sobre las estructuras
proteicas. La micela de caseina se estabiliza
por k-caseina, fosfato de calcio coloidal e
interacciones hidrofobicas (Roach y Harte,
2008). Dado que la alta presion afecta estos
sistemas (Huppertz et al., 2002), un cambio en
la agregacion o disgregacion micelar, producto
de la HAP, es esperado. Hayes y Kelly (2003)
no observaron cambios en el tamafio micelar
con HAP < 150 MPa y so6lo reportan una
disminucion del 5% (180.75nm a 170.65nm)
como consecuencia de HAP a 200 MPa a 7°C.
Por otra parte, una HAP a 200 MPa con 5
ciclos a través de un homogenizador
Emulsiflex, redujo el tamafio micelar 200-300
nm en leche pasteurizada a 150nm en leche
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entera presurizada (50%). Los fragmentos de
caseina interactuaron con nuevos globulos de
grasa (producto de la HAP), integrandose a su
membrana (Kheadr et al., 2002). Sandra y
Dalgleish (2005) confirmaron la contribucion
de los ciclos multiples en la reduccion del
tamafio micelar. Roach y Harte (2008)
reportaron resultados con leche descremada
presurizada a presiones de 100-350 MPa. La
HAP afect6 en gran medida el tamafio micelar,
pues ésta disminuyé aprox. 30%, de 100 a 200
MPa (278 a 171 nm), mientras que a partir de
250 MPa el tamafio de micela comenz6 a
incrementar (178 nm) hasta alcanzar 180-210
nm a 350 MPa.

Hayes et al. (2005) estimaron la
desnaturalizaciéon de P-lactoglobulina y o-
lactalbimina por HPLC (cromatografia de
liquidos de alta eficacia, por sus siglas en
inglés) de fase reversa en leche entera
presurizada a 150-250 MPa. La
barorresistencia de la a-lactalbumina es mucho
mayor que la de B-lactoglobulina, ya que 10,
42 y 56% de B-lactoglobulina se desnaturalizd
a 150, 200 y 250 MPa, respectivamente.
Mientras tanto, o-lactalbumina apenas si fue
afectada por la HAP; el porcentaje de proteina
desnaturalizada  (<10%) se  mantuvo
aproximadamente constante en todas las
presiones investigadas, sugiriendo que la
desnaturalizacion fue por el incremento de
temperatura inherente a la HAP, mas que por
el proceso de presurizacion en si, ademds que
la desnaturalizacion térmica de a-lactalbimina
es reversible en un 80-90%.

Datta et al. (2005) determinaron la
contribucion de la temperatura en la
desnaturalizacion de B-lactoglobulina y o-
lactalbimina. La a-lactalbimina no fue
desnaturalizada por combinaciones de presion
(200 MPa) y distintas temperaturas de entrada
(10-50°C), mientras que para la f-
lactoglobulina, el patron de desnaturalizacion
por la HAP, combinando presion y
temperatura, varié en relaciéon al observado
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para el tratamiento térmico s6lo. Mientras que
la B-lactoglobulina se desnaturalizé sélo 10%
con calentamiento a 80°C, su
desnaturalizacion con HAP inicid6 desde
procesos con Tg,iga de 65°C, hasta alcanzar un
40% de desnaturalizacion a Tgaiga de 80°C. Por
tanto, se concluyd que la desnaturalizacion de
la B-lactoglobulina, bajo estas condiciones,
podria deberse a un efecto sinérgico entre
temperatura y las fuerzas asociadas con la
HAP.

2.1.3. Microfiltracién / Ultrafiltracion

Durante la ultrafiltracién, es probable que el
tamano de la micela de caseina disminuya
cambiando asi su estructura a una
reconfiguracion por enlaces hidrofobicos a una
mucho mdas compacta. Estos rearreglos
pudieran causar algunos cambios
fisicoquimicos en las proteinas de la leche
durante un tratamiento térmico. Sin embargo,
se sabe que estos cambios durante la
ultrafiltracion son limitados. Erdem (2006)
estudi6 la relacion que existe entre la
ultrafiltracion y el tratamiento térmico que
afecta al 4area hidrofobica de las proteinas
lacteas en leche descremada. En su trabajo
concluyd que todos los sistemas lacteos
estudiados se vieron afectados durante o
después de la ultrafiltracion. EI sistema
proteico de la leche se reorganizd en una
estructura mucho mds compacta tras la
ultrafiltracion y esta nueva estructura aumento
su firmeza cuando el factor de concentracion
se incrementd y la fraccion retenida se calento.
Al aumentar la temperatura, la estructura se
compacto alin mas.

2.2.  Medios quimicos

2.2.1. Cambios en el pH

La reduccion del pH en la leche provoca
cambios en las caracteristicas fisicoquimicas
de las micelas de proteinas, llegando incluso a
la formacion de geles (si se alcanza un nivel
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determinado de pH) debido a una
desestabilizacion del complejo de las caseinas.
Este proceso de desnaturalizacion puede ser
alterado por numerosos factores, tales como: el
calentamiento previo de la leche, la adicion de
calcio, alteracion de la cinética de
acidificacion y la alteracion de las caseinas en
relacion a las proteinas de suero. Ademas, el
comportamiento de cada tipo de proteina
presente en la leche (caseina y proteinas de
suero) es completamente distinto.

Cuando el pH de la leche disminuye hasta
4.6 se induce una coagulacion de las caseinas.
Este proceso de agregacion ocurre a cualquier
temperatura, pero por debajo de 6°C, los
agregados son bastante finos permaneciendo
en  suspensiéon, aunque pueden  ser
sedimentados por centrifugaciéon a baja
velocidad. A temperaturas més altas, entre 30
y 40°C, los agregados son bastante mas
grandes y precipitan facilmente. Cuando la
temperatura es ain mayor, por arriba de los
50°C, el precipitado muestra un aspecto
fibroso y es dificil de manejar (Walstra et al.,
2006).

En la Fig. 1 muestra algunos de los cambios
en la micela de caseina, producto del descenso
en el pH de la leche. El fosfato coloidal se
traslada hacia la solucion, llegando a ser
completo este traslado a valores de pH de
alrededor de 5.25; la completa remocion de
todo el calcio requiere que se continte el
descenso del pH, llegando incluso a valores
por debajo del punto isoeléctrico de las
caseinas (Fig. 1A). En esta figura también se
observa el descenso del valor absoluto del
potencial z cuando se reduce el pH (Fig. 1B).
Esto se debe a un incremento en la asociacion
de los iones hidrégeno con los grupos acidos y
basicos de las proteinas, ademas de un
incremento en la actividad de los iones calcio
y su asociacion con grupos acidos. En otras
palabras, el calcio sustituye al fosfato de calcio
en una cierta cantidad. Al seguir el descenso
del pH, la carga negativa de las caseinas
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incrementa, debido a un proceso de
disociacion de los iones calcio de las micelas,
y eventualmente vuelve a descender debido a
la asociacion con los iones hidroégeno. Si
continua descendiendo el pH, la caseina se
vuelve positivamente cargada. Ademads, la
caida del pH conlleva primero a un
hinchamiento de las  particulas y
eventualmente a un encogimiento considerable
(Fig. 1C). Cuando el pH llega a valores de
alrededor de 5.3, una considerable seccion de
la micela migra hacia la solucién, con un
incremento en la hidrofobicidad de esta
seccion. En la Fig. 1D se observa los efectos
antes explicados a una temperatura de 20°C; si
la temperatura aumenta, el resultado
observado es mucho menor, mostrindose un
efecto contrario al reducir la temperatura
(Walstra et al., 2006).

Debido a que el pH de la leche se encuentra
cercano a la neutralidad (6.6 - 6.8), resulta
necesaria la adicion de un acido para disminuir
su pH o un crecimiento importante de la flora
microbiana nativa (compuesta principalmente
por bacterias 4cido lacticas). A nivel
laboratorio, el acido mas utilizado es el
clorhidrico; aunque, el acido acético y lactico
son también utilizados, pero con menor
frecuencia. El acido lactico producido in situ
por Dbacterias 4acido-lacticas también es
ampliamente utilizado (Fox y McSweeney,
1998).

En las micelas de caseina, los cambios
producidos por la reduccion del pH se
encuentran mediados en parte por los cambios
en el fosfato de calcio coloidal contenido en la
micela. El fosfato de calcio coloidal puede ser
disuelto y removido de la micela por
acidificacion en frio, seguido por un proceso
de diélisis. A pH de 4.9 el fosfato de calcio
coloidal se encuentra completamente disuelto,
siendo un proceso reversible cuando se
reajusta el pH hacia 6.7, pero con una
alteracion de las propiedades de las micelas
nativas (Fox y Kelly, 2004).
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Fig. 1. Propiedades de la micela de caseina en leche en funcion del pH. (A) Porcentaje de calcio y fosforo
inorganico dentro de las micelas. (B) Potencial electrocinético negativo z. (C) Cantidad de agua por gramo de
caseina seca en las micelas separadas por centrifugacion. (D) Porcentaje de las diferentes caseinas que no puede
ser separado por centrifugacion a alta velocidad. (Adaptada de Walstra et al., 2006).

Para el caso de las proteinas de suero, los
cambios de pH generan diversos procesos de
asociacion-disociacion. La [B-lactoglobulina
tiene su punto isoeléctrico alrededor de 5.2,
aunque a otros niveles de pH, incluyendo el de
la leche (6.7), esta proteina es comunmente
encontrada como un dimero. En un rango de
pH de 3.0 a 8.0 permanece como un
monodmero, pero en el rango 3.1 a 5.1, con la
presencia de altas temperaturas y altas
concentraciones proteicas, puede asociarse
para formar octdmeros en un proceso conocido
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como gelacion en frio, el cual es empleado en
elaboraciéon de surimi, mayonesa y algunos
postres con formacion de geles. Este proceso
se lleva a cabo en dos etapas, en la primera se
trata térmicamente una solucion de proteinas
globulares a un pH neutro y a concentraciones
ionicas menores a las requeridas para la
gelificacion. En este paso, el desdoble de las
proteinas es seguido por un proceso de
agregacion por medio de puentes disulfuro. En
estas condiciones, se forman agregados
solubles debido a que se obtiene una red
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cargada y fuerzas repulsivas que evitan la
agregacion repentina. En un segundo paso, se
pueden formar geles turbios por medio del
descenso en el pH hasta acercarse al punto
isoeléctrico de las proteinas o por medio de la
adicion de sal. Los geles formados por acidos
tienden a ser mas fuertes que los formados por
sales, a la misma concentraciéon proteica
(Cavallieri et al., 2007). Por otra parte, las
propiedades  emulsificantes de la  B-
lactoglobulina también son afectadas por el
pH. A pH 4cido su capacidad emulsificante es
menor que a pH 7 aunque su hidrofobicidad es
mayor a estos valores de pH. En un estudio
sobre adsorcion competitiva en emulsiones
estabilizadas por proteina aislada de suero a
pH de 7 y 6, mostré una mayor cantidad de f3-
lactoglobulina en la interfaz en comparacion
con la o-lactalbimina, siendo un contenido
contrario cuando el pH descendi6 a 3 (Fang y
Dalgleish, 1997).

Una aplicacion industrial del proceso de
gelificacion por acidificacion es la elaboracion
de yogurt; en el cual, la leche es normalmente
calentada antes de la fermentacién, con la
intenciéon de favorecer la formacion de los
enlaces covalentes entre la k-caseina y la -
lactoglobulina y la agregacion de las suero-
proteinas (Lucey, 2002; IDF, 2007). Estos
enlaces vuelven, el gel formado, menos
permeable y robusto en las primeras 24 horas
en comparacion con los geles formados por
procesos enzimaticos. En este producto, es
comun la separacion de las proteinas de suero
del gel formado después de un tiempo de
almacenamiento (lo cual es visto como un
defecto en el producto), la busqueda de
soluciones a este proceso sigue siendo una de
las areas de investigacion mas importantes.

2.2.2. Adicién de etanol

La coagulacion de la leche por adicion de
etanol es un método de andlisis empleado para
determinar la estabilidad de la leche, en
especial si va a ser sometida a altas
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temperaturas de  procesamiento.  Este
procedimiento se basa en asumir que toda la
leche ha desarrollado una acidez microbiana, y
por tanto resulta positiva a esta prueba. Sin
embrago, se ha demostrado que no todo
resultado positivo se debe a una leche 4cida,
sino que se puede tratar de una leche con
desbalance mineral, principalmente de calcio
(Alvarado et al., 2006).

Otra caracteristica altamente estudiada, es
la adicion de etanol en la leche y su
calentamiento con la intencioén de desasociar la
micela de caseina. En condiciones de 60°C y
30% (v/v) de etanol se produce un cambio en
la leche que la vuelve de opaca a transltcida.
Este cambio en la turbidez de la leche es
debido a la disociacion de las micelas de
caseina en sus componentes proteicos solos, al
llevarse a cabo un cambio en la hidrofobicidad
de la leche. Con esta intencion, Trejo y Harte
(2010) llevaron a cabo un estudio sobre el uso
de tratamientos térmicos y la adicion de
etanol, buscando cambiar la hidrofobicidad de
la micelas de caseina y su eventual
disociacion, para obtener las proteinas
constituyentes de las micelas separadas. Sus
resultados muestran que es posible rastrear,
por medio de la fluorescencia, los cambios en
la hidrofobicidad de la leche sometida a las
condiciones antes mencionadas, aunque en
tratamientos con una concentracidon mayor a
30% de etanol y tratamientos térmicos
mayores a 40°C, se reduce la respuesta
obtenida. Esto puede ser debido a un proceso
de inhibicion competitiva, aunque el
mecanismo exacto sigue siendo desconocido.

2.2.3 Adicion de sales

Las sales neutras tienen una influencia muy
marcada en la solubilidad de las proteinas
globulares. Su efecto no sélo depende de su
concentracion, sino que también de las cargas
eléctricas de sus cationes y aniones. Las
proteinas, al ser macromoléculas ionizables, se
ven alteradas por las interacciones
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electrostaticas que establecen consigo mismas
y con el medio que las rodea. Las sales
modifican la estructura del agua e influyen
también en la conformacion de las proteinas
mediante interacciones electrostaticas. Es asi
como, en funcion de la fuerza idnica, las sales
pueden solubilizar o precipitar  estos
polipéptidos (Badui, 1993).

Con el objetivo de lograr micelas de
caseina aisladas en la leche y sin la presencia
de proteinas de suero, Herndndez y Harte
(2009) llevaron a cabo un estudio para obtener
micelas de caseina aisladas, empleando un
cambio en el balance mineral de la leche y un
proceso de microfiltracion. Empleando cloruro
de calcio, fosfato de sodio o citrato de potasio
en concentraciones en un nivel de 0 a 100
mM, con un proceso de microfiltracion de
flujo tangencial (0.22pum). Tratamientos
selectos  fueron  capaces de  aislar
completamente micelas de caseina (usando

Caseina

fosfato de sodio en un nivel de concentracion
de 10-50 mM), llegando inclusive a separar
completamente las proteinas de suero.

2.3. Medios enzimaticos

2.3.1. Renina o quimosina

El uso de la renina, también conocida como
quimosina, para coagular caseina es un
proceso tradicional inicial en la elaboracion de
muchos tipos de queso. Esta coagulacion
ocurre en 2 fases principales (Fig. 2).

En la primera etapa, las micelas de caseinas
se ven modificadas por una pequefia
proteolisis de «k-caseina liberdndose asi la
molécula cargada y glicosilada de k-caseina,
asi como una disminucion en el didmetro de la
micela. La pérdida de la k-caseina resulta en
una reduccion en el potencial zeta de las
micelas, asi como una pérdida de la estabilidad

v

(primaria, fase
enzimatica)

Para-caseina + pequefios
péptidos

Ca™',>20°C
(secundaria, fase no-
enzimatica)

Coégulos (gel)

Fig. 2. Coagulacion de la leche (Adaptada de Fox et al., 2000).



K. Zimmermann — Stein et al. / Temas Selectos de Ingenieria de Alimentos 4 —2 (2010): 24-37

sérica que ¢ésta proveia. La segunda etapa
ocurre cuando el 60-85% de la k-caseina total
ya ha sido hidrolizado. Las micelas
desestabilizadas se aglomeran por la
combinacion de interacciones de van del
Waals’, hidrofobicas, calcio dependientes y
ion-par especificas. En este punto se forma
una red proteica que atrapa a la grasa y a la
humedad (IDF, 2007). Algunos autores
afirman que existe una tercera etapa de
coagulacién llamada estabilizacion del gel
(McMahon y Brown, 1984), donde ocurren
mas entrecruzamientos incrementandose asi la
firmeza del gel. McMahon y Brown (1990)
describieron el proceso de coagulacion de las
proteinas de la leche como se muestra en la
Fig. 3.

Los factores que afectan a la coagulacion
enzimdtica incluyen: a) concentraciones bajas
de Ca®’, las cuales pueden inhibir la
agregacion, por lo que la adicion de CaCl, es
recomendable; b) pH, muchos productos
obtenidos por coagulacion por efecto de la
renina, también son acidificados por cultivos
iniciadores o por acidificacion directa. Cuando
el pH en la leche es bajo, el proceso de
coagulacion es mas rapido y se forman
coagulos mas firmes; c¢) concentracion
proteica; d) concentraciéon de renina y e)
temperatura de coagulacion.

2.3.2. Reacciones catalizadas por
transglutaminasas

Dentro de los métodos bioquimicos, el
entrecruzamiento enzimatico de las proteinas
lacteas es particularmente importante. Dentro
de este grupo de enzimas se encuentran la
transglutaminasa, la lipoxigenasa, tirosinasa,
peroxidasa, lisiloxidasa, bisulfuro isomerasa,
lacasa y sulfidril oxidasa; pero Uinicamente se
ha estudiado el efecto de la transglutaminasa
sobre el entrecruzamiento enzimatico de las
proteinas lacteas (Huppertz, 2009).

La transglutaminasa cataliza la reaccion de
aciltransferencia entre los  grupos Y-
carboxiamida de residuos glutamicos ligados a
proteinas o péptidos y aminas primarias (Ando
et al., 1989; Marquez et al., 2006; Barreiro y
Seselovsky, 2003). Existen dos tipos de
transglutaminasa, las calcio dependientes que
se encuentran en el higado y plasma sanguineo
de mamiferos, en pescados y en ciertos tejidos

vegetales; y las calcio independientes
obtenidas de la fermentacion de algunos
microorganismos tales como
Streptoverticillum cinnamoneum y

Streptoverticillum mobaraense (Barreiro y
Seselovsky, 2003; Faergemand y Murray,
1998; Motoki y Kumazawa, 2000; Chobert,

Formacion de una red de

Agregacion

punto de gelatinizacion

particulas de caseina en el

Continuacion de incorporacion de
micelas de caseina dentro de la red
y reacomodo de las cadenas de

caseina

Fusion y consolidacion de las
micelas dentro de gruesas cadenas
con rechazo al suero

Fig. 3. Proceso de coagulacion de las proteinas lacteas (McMahon y Brown, 1990).
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2003). Las tranglutaminasas se muestran
activas en un rango de pH de 4.5 a 9 con un
optimo entre 6 y 7 pueden ser inactivadas por
un aumento en la temperatura interna (2 h a
65°C, 15 min a 70°C, Smin a 75°C 6 1 min a
80°C) (Barreiro y Seselovsky, 2003).

Las propiedades funcionales de las
proteinas se ven mejoradas por la accion de
cohesion producida por esta enzima; entre
estas propiedades se encuentran la textura,
capacidad de retencion de agua y capacidad de
formacion de geles (Barreiro y Seselovsky,
2003; Marquez et al., 2006). Las proteinas que
presentan estructuras muy variables como es el
caso de las caseinas son buenos sustratos para
la transglutaminasa, ya que son especialmente
susceptibles al entrecruzamiento inducido por
esta enzima siempre y cuando se presente una
pre-desnaturalizacion como por ejemplo a
causa de un tratamiento térmico (Huppertz,
2009). Se recomienda que se encuentre en
solucion acuosa, ya que algunos solventes
organicos, como el etanol por ejemplo, pueden
desnaturalizar a la enzima. Especificamente en
la leche, aumentan la viscosidad de ésta
(Barreiro y Seselovsky, 2003).

La susceptibilidad al entrecruzamiento de
cada tipo de caseina esta primordialmente
relacionada a la accesibilidad de la proteina.
En el caso de las micelas de caseina, las que se
encuentran en la superficie son mas
susceptibles que las que se encuentran en el
nucleo. Cuando las caseinas se encuentran en
agregados pequefos, como por ejemplo en
forma de caseinato de sodio, su susceptibilidad
al entrecruzamiento aumenta. En el caso de la
leche fluida, el entrecruzamiento de las
caseinas por transglutaminasa aparece primero
dentro de las micelas de caseina (intra-
micelar); la formacidon de un entrecruzamiento
entre las micelas de caseina cercanas
(entrecruzamiento inter-micelar) no puede ser
observado (Huppertz, 2009).

34

Como consecuencia del entrecruzamiento

intra-micelar ~ de las caseinas  por
transglutaminasa, las propiedades de las
micelas de caseinas se ven alteradas

considerablemente. Las caseinas que no han
sido tratadas se pueden clasificar como una
agrupacion coloide, cuya estructura es
mantenida por interacciones de varios
solventes débiles entre las moléculas de
proteinas y la interaccion de residuos de
aminoacidos fosforilados de las caseinas con
los nanoclusters del fosfato de calcio, los
cuales se encuentran aleatoriamente dispersos
por toda la micela de caseina. Tal es el caso de
la interrupciéon de las interacciones entre
proteinas o bien entre las proteinas y los
nanoclusters de fosfato de calcio que las
micelas de caseina se ven facilmente alteradas.
Por medio de mediciones de dispersion de luz
se ha demostrado que el entrecruzamiento
intra-micelar no altera la estructura de la
micela de caseina (Huppertz y de Kruif, 2007).
Sin embargo, otros estudios de dispersion

luminosa, han  demostrado que el
entrecruzamiento  intra-micelar  disminuye
considerablemente la  susceptibilidad de

rompimiento de las micelas de caseinas,

finalmente ablandando las particulas de
caseina las cuales son completamente estables
contra el rompimiento, hinchamiento o

encogimiento bajo la influencia de los cambios
en la calidad del solvente, por ejemplo
particulas de nanogel de caseina (Smiddy et
al., 2006; Huppertz y de Kruif, 2007).

La estabilidad del coloide formado por las
micelas de caseinas asi como el
mantenimiento de la estabilidad del sistema
durante el tratamiento térmico o bien en un
medio con alcohol, se ve fuertemente afectado
por el entrecruzamiento de caseina por efecto
de la transglutaminasa. La estabilidad del
coloide formado por las micelas de caseina se
logra por el rompimiento de la «k-caseina
proveniente de la superficie de la micela. La
estabilidad del coloide puede ser reducida
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removiendo o bien colapsando ese fragmento
de la proteina (De Kruif, 1999).

Los cambios producidos en las propiedades
funcionales de las  caseinas, como
consecuencia del entrecruzamiento
enzimatico, ofrecen un amplio rango de
aplicaciones en alimentos. Como por ejemplo
las propiedades de coagulacion acida en
micelas de  caseinas  tratadas  con
transglutaminasa permiten el mejoramiento en
la textura y estabilidad de yogurt bajo en
grasa, asi como la opcion de disminuir la
cantidad de proteina necesaria para lograr una
textura agradable en este mismo producto. Su
aplicacion en la elaboraciéon de quesos
obtenidos por coagulacion enzimdtica con
renina no es recomendable, ya que limita la
coagulacion de las caseinas. Sin embargo, su
aplicacion en la elaboracion de leche
ultrapasteurizada si es muy aconsejable, ya
que, al incrementar la estabilidad de las
caseinas a la coagulacién enzimatica, se evita
asi la degradacion de ésta por efecto de
reacciones de bacterias conteniendo proteasas
0 con accion proteolitica. Ademas de esto,
existe la posibilidad de evitar la labilidad a
gelatinizar causada por la disociacion de las
caseinas en la elaboracion de leche evaporada
y concentrada (Huppertz, 2009).

Conclusion

Las proteinas lacteas son muy susceptibles a
sufrir modificaciones en su estructura dando
como resultado un proceso de
desnaturalizacion. En muchos casos, este
fenémeno es un proceso intencional para la
obtencion de derivados de la leche, tales como
queso y yogurt, entre otros. Sin embargo, la
desnaturalizacion puede ser una sefial de mala
calidad en la leche fluida, como en el caso de
una separacion de fases o acidez. Dependiendo
del tratamiento aplicado en la leche (altas
presiones, temperatura, presencia de sales,
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enzimas, cambios de pH, etc.) sera el tipo de
desnaturalizacion que sufrird, con una
alteracion tUnica en sus propiedades
funcionales. El conocimiento, asi como la
combinacion de nuevas tecnologias con los
métodos tradicionales, permiten el desarrollo
de nuevos productos con propiedades
funcionales tnicas aprovechando lo mejor de
cada tecnologia.
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