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DESCRIPCION
Productos lacteos con un aumento de la unién del agua
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a un novedoso concentrado de caseina modificada que tiene una elevada
capacidad de union al agua, a un proceso para preparar un concentrado de caseina modificada y a un novedoso
queso o producto lacteo.

Antecedentes de la invencion

La caseina es la proteina dominante en la leche de bovino y representa aproximadamente el 80 % de la proteina
total. La leche desnatada comprende aproximadamente el 3,5 % de proteinas, de las cuales la caseina representa
aproximadamente el 2,8 % y las proteinas séricas representan aproximadamente el 0,7 %. La caseina es
relativamente hidroéfoba y por tanto muy poco soluble en agua. La caseina se encuentra en leche como una
suspension de particulas, las micelas de caseina, que tienen partes hidréfilas que residen en la superficie. Las
caseinas de las micelas se mantienen juntas mediante iones de calcio e interacciones hidréfobas. Las enzimas
implicadas en la coagulacion de la leche actian sobre la superficie de las micelas al igual que otras conversiones de
los constituyentes lacteos.

La queseria tradicional, que convierte la leche en requesén, comprende normalmente la desestabilizacion de las
micelas de caseina mediante la adiciéon de bacterias acidolacticas (BAL) y enzimas de cuajo seguida por tratamiento
posterior, maduracion, etc. La calidad, textura y diversidad del queso final depende de la leche de partida, del
procesamiento de la leche, y de la tecnologia de la fabricacién de queso. Son parametros importantes de la calidad
del producto final, la estructura y el contenido de agua. El control del pH y del calcio en la leche y en el producto
final, es importante para dichos parametros.

En la fabricacion tradicional de queso, tiene lugar una concentraciéon de la proteina en la cuba de queso como
consecuencia de la sinéresis y de la presién posterior. La etapa de concentracién de la produccién de queso puede
sustituirse alternativamente por el uso de leche filtrada con membrana. La concentracién se puede llevar a cabo
mediante ultrafiltracién (UF) o mediante microfiltracion (MF). La caseina y las proteinas del suero se concentran
proporcionalmente mediante UF, mientras que las proteinas del suero se eliminan con el permeado durante la MF.
La microfiltracion posibilita de esta manera concentrar la fraccion de caseina en la leche desnatada para agotar el
retenido de las proteinas del suero. Sin embargo, la estructura del queso MF no se comprende bien y, para disefiar
un proceso para la produccién de queso MF, es crucial comprender las interacciones entre la proteina, el agua y el
calcio tanto en el concentrado como en el queso.

El queso MF es un campo de investigacion relativamente nuevo y solamente existen unos pocos informes que
describan las propiedades del queso MF. La funcionalidad y la estructura se han investigado por Ardisson-Korat &
Rizvi, 2004; Brandsma y Rizvi, 2001 a, b; Neocleous, Barbano, y Rudan, 2002a, b; Larsson, 2004; Nelson y
Barbano, 2005. Las caracteristicas fisicoquimicas del retenido UF se han estudiado en algun detalle por ejemplo, por
Bienvenue, Jimenez-Flores, y Singh, 2003; Fox y McSweeney, 1998; Karlsson, 2005, aunque las caracteristicas
fisicoquimicas del concentrado MF siguen estando poco investigadas.

Solanki y Rizvi (2001) descubrieron que la filtracion con membrana aumentaba la concentracion de fosfato y por
tanto la capacidad tampén. Sefialan también que el aumento en la concentracion de proteinas (caseina
principalmente) es el resultado de la utilizacion de la MF y que la reduccion paralela en la proteina sérica alteré de
forma importante las propiedades fisicoquimicas del retenido de la leche desnatada, que presenté un
comportamiento pseudoplastico en una concentracion de entre 11y 17 % de sélidos. La propia fraccion volumétrica
depende de factores tales como el grado de hidrataciéon de la proteina ademas del contenido y composicién de las
proteinas. El retenido a un pH mayor (pH 6,5 frente a pH 6,0) presenté un mayor contenido de sélidos, pero de forma
mas importante, una mayor cantidad de proteinas y cenizas, lo que refleja una mayor densidad. Solanki y Rizvi
(2001) descubrieron también que el contribuyente principal a la viscosidad era la caseina y la viscosidad del retenido
se redujo por tratamientos que disminuyeron la estabilidad de la caseina (adicién de NaCl o citrato, reduccion del
pH) y por consiguiente alteraron la conformacion estructural de las micelas de caseina.

El documento US 2003/0077357 describe una microfiltracién de leche desnatada usada en fabricacién de queso que
implica una reduccion del pH efectuada afiadiendo acidulante y/o un cultivo iniciador a la leche desnatada/retenido a
procesar produciendo por tanto una cantidad aumentada de calcio en el retenido y proporcionado una relacion de
calcio a proteina en el retenido deseada para la fabricacion del queso. El valor del pH durante el proceso de
microfiltracién esta en el intervalo de 5,8 a 6,4.

El documento WO 2012/110706 se refiere a un método para producir queso que comprende someter la materia
prima lactea a microfiltracion y preacidificacién para producir un concentrado de caseina acidificada, en el que la
microfiltracion se lleva a cabo antes que la preacidificacién, o de manera simultanea, concentrando el concentrado
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de caseina acidificado para producir un prequeso concentrado completo. El concentrado acidificado tenia un valor de
pH de 5,7.

Harte et al (Innovative Food Science and Emerging Technologies 9 (2008) 1-8) describen la perturbacion y
sedimentacion de las micelas de caseina y los aislados de micelas de caseina con homogeneizacion a alta presion.
La leche desnatada se somete a microfiltracion y homogeneizacion a alta presién a un valor de pH ajustado de 6,7.
HPH dio como resultado el aumento del tamafio de particulas y la agregacion de micelas de caseina a presiones
elevadas del orden de 250 MPa.

Govindasamy-Lucey et al. (use of cold microfitration retentates produced with polymeric membranes for
standardization of milks for manufacture of pizza cheese, Journal of dairy science, American Dairy Science
Association, US, vol 90, n.° 10, 1 de octubre de 20107, paginas 4552-4568, XP026956200) divulga la microfiltracion
de retentatos lacteos acidificados a un pH de 6,4 0 6,3 y su uso en la fabricacion de queso.

Roach Et Al. (Disruption and sedimentation of casein micelles and case isolates under high-pressure
homogenization, Innovative Food Science and Emerging Technologies, vol. 9, n.° 1, 26 de noviembre de 2007,
paginas 1-8, XP022361823) divulga la preparacién de un retenido MF seguida por acidificacion para alcanzar un
valor de pH de 6,7 y divulga ademas la aplicacién de la homogeneizacién a alta presion a una presién en el intervalo
de 100 MPa a 350 MPa.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a un concentrado de caseina modificada que tiene una elevada capacidad de union
al agua, tal como de al menos 1,5 g H»O/g de caseina. Esta mayor capacidad de unién al agua de la caseina permite
un producto de queso con una alta capacidad de union.

La invencidn se refiere a un concentrado de caseina en el que la proteina lactea comprende como méaximo un 10 %
de proteina sérica, y en el que las micelas de caseina tienen un tamafio promedio de menos de 150 nm de diametro;
y en el que el concentrado tiene un pH por debajo de 6,7 y una concentracion de calcio de al menos 5 mg/ml en la
fase sérica.

Para obtener el producto concentrado de caseina, la leche se trata en un proceso. Un producto intermedio para el
concentrado de este proceso es una composicion de caseina que comprende un agente capaz de modificar el
equilibrio quimico entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que esta presente en la fase sérica. En dicho
aspecto, la invencion se refiere a una composicion de caseina que comprende proteina lactea y como maximo un 10
% de proteina sérica, en el que las micelas de caseina tienen un tamafio promedio de menos de 150 nm de
diametro; y en el que la composicion comprende un agente capaz de modificar el equilibrio quimico entre el calcio
unido a las micelas de caseina y el que esta presente en la fase sérica.

La invencion se dirige a un concentrado de caseina mediante un método que comprende las etapas de

e (i) tratar leche mediante microfiltracién para producir un retenido de microfiltracion que comprende micelas de
caseina y una cantidad reducida de proteinas séricas en comparacion con la leche de partida

 (ii) afiadir un acido desplazando el equilibrio entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que esta presente
en la fase sérica y disminuir el pH del retenido de caseina para estar en el intervalo de 4,5y 6,0

« (iii) tratar el retenido de caseina acidificada (ii) en un proceso dinamico de alta cizalladura a una presién de al
menos 300 MPa.

La invencion se refiere ademas a un proceso de preparar un concentrado de caseina que comprende dichas etapas.

La presente invencion se refiere también a un proceso de preparar un producto de queso que comprende las etapas
de

e (i) tratar leche mediante microfiltracion para producir un retenido de microfiltracion que comprende micelas de
caseina y una cantidad reducida de proteinas séricas en comparacion con la leche de partida

 (ii) afiadir un acido desplazando el equilibrio entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que esta presente
en la fase sérica y disminuir el pH del retenido de caseina para estar en el intervalo de 4,5y 6,0

 (iii) tratar el retenido de caseina acidificada (ii) en proceso dinamico de alta cizalladura a una presion de al menos
300 MPa

e opcionalmente, mezclar el producto con leche natural

» llevar a cabo un proceso de queso.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se ilustra adicionalmente por los dibujos, en los que
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La Figura 1 muestra la viscosidad aparente (Pa s) en funcion de la velocidad de cizalladura (1 s'l) para las
muestras con un 4 % de caseina. Las muestras de MCI a pH 6,6 se marcan con un tridngulo, muestras sin
homogeneizacion (A) y muestras con homogeneizacion (A). Las muestras de MCI a pH 5,8 se marcan con un
cuadrado, muestras sin homogeneizacién (o) y muestras con homogeneizacion (m) (se presentan los datos del
experimento A).

La Figura 2 muestra la viscosidad aparente (Pa s) en funcion de la velocidad de cizalladura (1 s'l) para las
muestras con un 8 % de caseina. Las muestras de MCI a pH 6,6 se marcan con un tridngulo, muestras sin
homogeneizacién (A) y muestras con homogeneizacion (A). Las muestras de MCI a pH 5,8 se marcan con un
cuadrado, muestras sin homogeneizacion (o) y muestras con homogeneizacion (m) (se presentan los datos del
experimento A).

La Figura 3 muestra el coeficiente de difusion medido (m2 s’l) de moléculas de agua en muestras con un 4 % de
caseina. Las muestras de MCI que se han homogeneizado se marcan con barras negras, mientras que las
muestras con homogeneizacion se marcan con barras blancas (se presentan los datos del experimento A).

La Figura 4 muestra el coeficiente de difusién medido (m2 s'l) de moléculas de agua en muestras con un 8 % de
caseina. Las muestras de MCI que se han homogeneizado se marcan con barras negras, mientras que las
muestras con homogeneizacion se marcan con barras blancas (se presentan los datos del experimento A).

La Figura 5 muestra el diametro hidrodindmico promedio z (nm) de las micelas de caseina para muestras con un
4 % de caseina procedentes de dos experimentos independientes (coloreados respectivamente en blanco y
negro).

La Figura 6 muestra el diametro hidrodinamico promedio z (nm) de las micelas de caseina para muestras con un
8 % de caseina procedentes de dos experimentos independientes (coloreados respectivamente en blanco y
negro).

La Figura 7 muestra los datos de dispersion SAXS del MCI con un 8 % de caseina. Las muestras de MCI a pH
6,6 se marcan en gris y las muestras a pH 5,8 en negro. Las muestras con homogeneizacién se marcan con
lineas solidas y las muestras sin homogeneizacion se marcan con lineas punteadas (se presentan los datos del
experimento B).

La Figura 8 muestra los datos de dispersién SAXS del MCI con un 8 % de caseina. Las muestras de MCI a pH
6,6 se marcan en gris y las muestras a pH 5,8 en negro. Las muestras con homogeneizacion se marcan con
lineas solidas y las muestras sin homogeneizacion se marcan con lineas punteadas (se presentan los datos del
experimento B).

La Figura 9 ilustra la fase sérica que se puede separar tras la ultracentrifugacion de las muestras con un 4 % de
caseina como indicacién de la capacidad de union al agua.

La Figura 10 ilustra la fase sérica que se puede separar tras ultracentrifugacion de las muestras con un 8 % de
caseina como una indicacion de la capacidad de union al agua.

Descripcion detallada de la invenciéon

En la siguiente descripcion detallada de la invencion, se hace referencia a los ejemplos, incluyendo las tablas y
figuras.

La presente invencion se refiere a concentrados de caseina modificada adecuados para fabricar queso y otros
productos lacteos de una manera alternativa a los procesos tradicionales. Se describe la manera en la que los
cambios en la acidificacion y la homogeneizacion a alta presién afectan a la estructura y propiedades del
concentrado MF. El valor del pH y la homogeneizacion a alta presion son fundamentales en el proceso de la
invencion para la fabricacion del queso MF.

La presente invencion aborda ademas la capacidad del calcio de crear estructura y de conseguir la union al agua en
los productos lacteos y el queso. La presente invencion se refiere ademas a alteraciones en el proceso de
produccién del queso, tales como el control del nivel del calcio en el material de partida y en el producto final y el
efecto resultante en la microestructura.

En consecuencia, el objetivo técnico de la invencién es proporcionar un novedoso concentrado de caseina
modificada para fabricar queso u otros productos lacteos, que muestra una union del agua mejorada en el
concentrado de caseina y en el producto final y que tiene las mismas propiedades funcionales o mejoradas que el
gueso conocido. Otro objetivo es proporcionar queso u otros productos lacteos mediante un proceso que es
alternativo a los procesos tradicionales de fabricacion de queso.
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De manera sorprendente, combinando las etapas de 1) reduccidon de la cantidad de proteinas séricas, 2)
modificacién del equilibrio quimico entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que esta presente en la fase
sérica, y 3) tratamiento dinamico mediante alta cizalladura, se obtienen micelas de caseina que son diferentes de las
micelas en la leche no tratada. Las micelas obtenidas son "micelas de caseina de tamafio reducido”, lo que se
pretende que signifique que son mas pequefias que las micelas convencionales, que tienen un tamafio promedio de
menos de 150 nm de diametro mientras que las micelas de caseina convencionales varian normalmente de tamafio
entre 250 nm y 500 nm.

El contenido de ion calcio, que junto con las interacciones hidréfobas mantienen juntas las micelas de caseina, se
modifica en el proceso de la invencion (etapa 2), dejando por lo tanto micelas modificadas labiles para el tratamiento
de alta cizalladura, y el tratamiento de alta cizalladura disgrega ademas las micelas produciendo las micelas de
caseina de tamafio reducido. Las micelas de caseina resultantes tienen una capacidad potenciada de union al agua,
con un area superficial total mas grande de proteina caseina. Es una hipdtesis de no unién que las micelas
resultantes sean mas facilmente accesibles a las enzimas, lo que puede conducir a una madurez acelerada del
queso.

La unién al agua, y por tanto, el contenido de agua en el concentrado de caseina modificada final y en el queso o
producto lacteo fabricado a partir del concentrado o composicién de la invencion son elementos determinantes en la
calidad del producto y para el procesamiento adicional del concentrado a por ejemplo, un queso. El concentrado de
caseina de la invencién y los productos obtenido mediante el proceso de la invencién tienen sorprendentemente
mayor capacidad de union al agua que la caseina en queso preparado tradicionalmente y en el propio queso. Tal
como se muestra, la composicion de caseina de la invencion, cuando se procesa para producir queso, puede
mostrar una unioén al agua que puede ser hasta un 30 % mayor que la union al agua en el queso convencional.

Se pretende que el término "leche" signifique leche animal reciente, por ejemplo, leche de bovino o de cabra, que
opcionalmente se ha pasteurizado o bien leche en polvo que se ha rehidratado.

Se pretende que el término "procedimiento dinamico de alta cizalladura” signifique empujar el producto a alta presién
a través de un canal o camara estrecha, acelerandolo de esta forma hasta una velocidad muy alta.

La composicidon de caseina de la invencion se refiere al producto intermedio en el proceso de la invencién que
comprende un agente capaz de modificar el equilibrio quimico entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que
esta presente en la fase sérica. Una vez que el equilibrio se ha desplazado desde las micelas hasta la fase sérica, el
producto se denomina como concentrado de caseina.

La composicion de caseina puede proceder de cualquier forma o tipo de leche, incluyendo leche desnatada, leche
semidesnatada, leche con contenido de grasa natural o leche entera.

En una realizacién de la invencion, se prepara un concentrado de caseina segin un método que comprende las
etapas de

e (i) tratar leche mediante microfiltracién para producir un retenido de microfiltracion que comprende micelas de
caseina y una cantidad reducida de proteinas séricas en comparacion con la leche de partida

(i) afiadir un acido desplazando el equilibrio entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que esta presente
en la fase sérica y disminuir el pH del retenido de caseina para estar en el intervalo de 4,5y 6,0

« (iii) tratar el retenido de caseina acidificada (ii) en un proceso dinamico de alta cizalladura a una presién de al
menos 300 MPa.

Una composicién de caseina de la invencién comprende normalmente como maximo un 10 % de proteina sérica y
tiene una capacidad de unién al agua de al menos 1,5 g H,O/g de caseina.

Una composicidon de caseina de la invencion comprende normalmente micelas de caseina que tienen un tamafio
promedio de menos de 150 nm de diametro.

El método puede comprender ademas las etapas de ultrafiltracién del permeado procedente de dicha microfiltracion
y la diafiltracion de dicho retenido de microfiltracion con el permeato de ultrafiltracion.

En un ejemplo, la composicion de caseina comprende proteina lactea y como maximo un 10 % de proteina sérica,
en el que las micelas de caseina tienen un tamafio promedio de menos de 150 nm de diametro; y en el que la
composicion comprende un agente capaz de modificar el equilibrio quimico entre el calcio unido a las micelas de
caseina y el que esta presente en la fase sérica.

La composicion o concentrado de caseina puede comprender de 0,5 % a 50 % de proteina lactea. Normalmente, el
contenido de proteina lactea en la composicion es de aproximadamente 1 % a 30 %, tal como de 2 % a 25 %, tal
como de 3 % a 20 %. En una realizacion de la invencion, la composicion de caseina puede ser un concentrado que
comprende de 4 a 8 % de caseina.
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En una combinacidon de caracteristicas preferidas, la composicion de caseina o el concentrado de caseina
comprende preferentemente de 3 a 20 % de proteina lactea y como maximo un 5 % de proteina sérica.

En una realizacion adecuada, el concentrado de caseina comprende proteina caseina, como maximo un 10 % de la
proteina lactea es proteina sérica, las micelas de caseina tienen un tamafo promedio de menos de 175 nm de
diametro; y el concentrado de caseina tiene un valor de pH por debajo de 6,7, tal como por debajo de 6,5,
normalmente por debajo de 6,2. El concentrado de caseina adecuado comprende al menos un 3 % de caseina, tal
como al menos un 4 %, normalmente, aproximadamente de 3 al 25 % de caseina.

Como se ha indicado, se consigue una unioén al agua mejorada proporcionando un concentrado de caseina que tiene
1) una reduccion de la cantidad de proteinas séricas, y 2) una modificacion del equilibrio quimico entre el calcio
unido a las micelas de caseina y el que esta presente en la fase sérica con el fin de obtener "micelas de caseina de
tamafio reducido”. Los anteriores estudios indican que el pH tiene un papel en el equilibrio quimico entre el calcio
unido a las micelas de caseina y el que esta presente en la fase sérica. Como se ha indicado, la composicién de la
invencion comprende un agente capaz de modificar el equilibrio quimico entre el calcio unido a las micelas de
caseina y el que esta presente en la fase sérica. Normalmente, el agente se selecciona entre el grupo que
comprende un acido, un intercambiador de aniones y un agente quelante natural.

Como se muestra en los estudios adjuntos, un acido es un agente muy adecuado capaz de modificar el equilibrio
guimico entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que estad presente en la fase sérica. El acido puede
seleccionarse entre el grupo que consiste en un &cido organico o inorganico y un acido producido mediante
microorganismos. Un &cido organico puede ser mono, di y triacidos. El agente puede ser un acido seleccionado
entre acido lactico y acido citrico, preferentemente acido citrico.

Como alternativa, el agente capaz de modificar el equilibrio quimico entre el calcio unido a las micelas de caseina y
el que esta presente en la fase sérica puede ser un intercambiador de aniones o un agente quelante natural, tal
como un agente quelante de calcio. En consecuencia, el agente puede seleccionar entre hexametafosfato, oxalato,
citrato, ortofosfato y clorofila.

La proteina lactea del concentrado de caseina puede comprender como maximo un 10 % de proteina sérica, y tiene
micelas de caseina con un tamafio promedio de menos de 150 nm de diametro. El concentrado tiene un pH por
debajo de 6. La concentracion del calcio en la fase sérica es al menos de 0,45 mg/ml.

La composicion de caseina y el concentrado pueden tener micelas de caseina diferentes de las micelas
convencionales. Una composicion y concentrado de caseina de la invencion tiene micelas con un tamafio promedio
de menos de 120 nm, tal como menos de 100 nm de diametro. El tamafio de las micelas se mide por medio de la
dispersion de luz dindmica (DLS).

Calculado de otra forma, en una realizacion preferida, al menos un 90 % de las micelas tienen menos de 250 nm de
diametro, tal como menos de 200 nm, tal como menos de 175 nm menos de aproximadamente 150 nm. Mas
preferentemente, al menos un 95 % de las micelas tienen menos de 200 nm de diametro, tal como un 95 % de las
micelas tienen un didmetro de menos de 175 nm o0 menos de aproximadamente 150 nm.

En una combinacion de realizaciones preferidas, la composiciéon o concentrado de caseina comprende de 3 a 20 %
de proteina lactea en la que al menos un 90 % de las micelas tienen menos de 250 nm de didmetro y la composicion
comprende como maximo un 5 % de proteina sérica.

Normalmente, en el concentrado de caseina, la proteina lactea comprende como méaximo un 10 % de proteina
sérica; las micelas de caseina tienen un tamafio promedio de menos de 200 nm, tal como menos de 150 nm de
diametro; y el pH es de 5,0 a 6,6. Un importante aspecto de la invencién se refiere al concentrado de caseina. El
contenido de calcio sérico en el concentrado de caseina es normalmente significativamente mayor que en la leche
no tratada, tal como al menos un 50 % mayor, y puede ser al menos un 100 % mayor o al menos un 200 % mayor
qgue en la leche desnatada no tratada. Como puede observarse en la Tabla 3, la acidificacion conduce a un
concentrado de caseina con un alto contenido de calcio en la fase sérica.

Como se ha indicado, se puede usar acido para desplazar el equilibrio entre el calcio unido en las micelas de
caseina hacia la fase sérica. De esta manera disminuye el pH. En consecuencia, el concentrado tiene un pH por
debajo de 7 y una concentracion de calcio de al menos 5 mg/ml en la fase sérica.

El pH es de 4,5 a 6,7, tal como de 5,0 a 6,6, tal como de 5,0 a 6,5, tal como de 5,5 a 6,5, tal como 5,5 a 6,0, tal como
5,5, 5,6,5,7,5,8,59Yy6,0.

Como se ha indicado, el acido desplaza el equilibrio del calcio hacia la fase sérica, aumentando por tanto el
contenido de calcio en la fase sérica en comparacion con la leche no tratada. El concentrado de caseina tiene una
concentracion de calcio de al menos 0,45 mg/ml en la fase sérica, tal como al menos 0,5 mg/ml en la fase sérica, tal
como al menos un 0,55 mg/ml, normalmente al menos 0,6 mg/ml. La concentracién del calcio en la fase sérica
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puede ser de 0,45 a 1,5 mg/ml, preferentemente de 0,55 a 1,5 mg/ml, tal como de 0,55 a 1,2 mg/ml, tal como entre
0,6 y 1,2 mg/ml en la fase sérica.

El contenido de caseina esta normalmente entre 4,5 mg/mly 15 mg/ml, tal como entre 5,0 y 15 mg/ml, tal como entre
5,5y 12 mg/ml, en la fase sérica, normalmente entre 6 y 12 mg/ml.

En una combinacion de realizaciones preferidas del concentrado de caseina, la proteina lactea comprende como
maximo un 10 % de proteina sérica, las micelas de caseina tienen un tamafio promedio de menos de 150 nm de
diametro, el pH esta entre 4,5y 6,7 y el contenido de calcio en la fase sérica es de 5,0 y 15 mg/ml.

La capacidad de union al agua es normalmente al menos de 1,5 g de H,O/g de caseina en el concentrado de
caseina de la invencion tal como al menos 1,8 g de H.O/g de caseina, al menos 2,0 g de H,O/g de caseina o al
menos 2.2 g de H,O/g de caseina.

La capacidad de union al agua puede medirse en términos de, por ejemplo, coeficiente de difusién del agua, donde
un coeficiente de difusion reducido refleja una mayor unién del agua en términos de suero separado en una muestra
tras ultracentrifugacion, donde un suero menos separado refleja una mayor unién de agua.

Los aspectos adicionales se refieren a un producto lacteo que comprende la composicién de caseina de la invencion
y a un queso que comprende la composicion de la invencién. El queso puede ser de cualquier tipo y puede ser un
creso cremoso, queso amarillo, queso blanco, queso mohoso, queso bajo en grasa y queso de tipo pasta hilada.

Un aspecto adicional mas puede referirse a un proceso de preparar un concentrado de caseina que comprende las
etapas de

a. reducir la cantidad de proteinas séricas en un aislado en comparacién con la leche de partida; y
b. modificar el equilibrio quimico entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que esta presente en la fase
sérica tratandolo con un agente adecuado.

Como se ha indicado, estas etapas permiten un concentrado que tiene micelas de caseina con un tamafio reducido y
un concentrado con mayor capacidad de unién al agua. Sin embargo, se pueden obtener mejoras adicionales
mediante un proceso que comprende ademas la etapa c, concretamente, tratando el producto resultante en un
proceso dinamico de alta cizalladura a una presion de al menos 100 MPa.

El concentrado de caseina se prepara preferentemente de tal manera que el concentrado acidificado se somete a un
proceso dinamico de alta cizalladura llevado a cabo a una presién de al menos 200 MPa, o al menos 240 MPa,
preferentemente al menos 250 MPa,, tal como al menos 275 MPa, tal como al menos 300 MPa, de manera mas
preferente a una presion de 300 a 400 MPa.

Con el objetivo de conseguir una mejor comprension de cémo cambian los parametros de proceso, se investigé un
concentrado lacteo microfiltrado fraccionado, tales como la acidificacién y la homogeneizacién a presion ultra alta
afectan a la estructura y a las propiedades. Se usé un nuevo modelo de micela de caseina para la dispersion de
rayos X con angulo pequefio (SAXS) para describir los datos SAXS. Los parametros obtenidos de muestras de un
grupo con un pH alto se juntaron independientemente del tratamiento con presién, mientras que las muestras con pH
bajo se separaron claramente dependiendo del tratamiento con presién. Las muestras con pH bajo y tratamiento con
presion ultra alta tenian un radio promedio en nimero méas grande (<R>), una anchura mas grande de la distribucion
por tamafio (coR), una fracciéon volumétrica mas grande (n) y un factor de escalado mas grande entre el radio de
interaccion y el radio real (s) de las micelas, véase la tabla 4, del ejemplo 1.

Las viscosidades aparentes (veanse la figura 1y 2) fueron mayores para las muestras acidificadas homogeneizadas
a alta presién en comparacion con otras muestras. Cuanto mayor es el contenido de materia seca, se observo un
efecto mas pronunciado de la acidificacion y la homogeneizacion a presion.

A pH 5,8, el coeficiente de difusiéon del agua fue mas rapido para las muestras que no se habian homogeneizado a
alta presiéon en comparacion con las muestras que se habian homogeneizado a alta presion. A pH 6,7, sin embargo,
no se observé efecto significativo de homogeneizacion a alta presion. Ademas, se observd un efecto de pH con
coeficientes de difusién mas rapidos a pH 6,6 en comparacion a pH 5,8, véanse la figura 3y 4.

Las Figuras 5 y 6 muestran los datos de DLS. Se observé un diametro hidrodindAmico promedio z diferente mas
grande para las muestras con un 4 % y un 8 % de caseina acidificada a pH 5,8 con y sin homogeneizacién a alta
presion. El efecto de la homogeneizacion a alta presiéon es menos pronunciado a pH 6,6, las muestras con un 4 % de
caseina mostraron un diametro hidrodinamico significativamente mas pequefio cuando las muestras se
homogeneizaron a alta presion que sin homogeneizacion a alta presion.

El proceso puede comprender normalmente las etapas de
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e tratar leche mediante microfiltracion para producir un retenido de microfiltracién que comprende micelas de
caseina y una cantidad reducida de proteinas séricas en comparacion con la leche de partida; y

« afadir un acido para modificar el pH de 5,0 a 6,5,

« tratar el producto resultante en un proceso dinamico a alta cizalladura a una presién de al menos 100 MPa, tal
como al menos 200 MPa.

De otra manera, este aspecto se refiere a un proceso para preparar una composicion de caseina que tiene una
capacidad de unién al agua de al menos 1,5 g de H,O/g de caseina, comprendiendo la composicién como maximo
un 10 % de proteina sérica, mediante un proceso que comprende las etapas de

e tratar leche mediante microfiltracion para producir un retenido de microfiltracion que comprende micelas de
caseina y una cantidad reducida de proteinas séricas en comparacion con la leche de partida

« afadir un agente capaz de modificar el equilibrio quimico entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que
esta presente en la fase sérica

« tratar el producto resultante en un proceso dinamico a alta cizalladura a una presioén de al menos 100 MPa, tal
como al menos 200 MPa.

Se aplican las mismas etapas a un proceso de preparacién de una composiciéon de caseina que comprende proteina
lactea y como maximo un 10 % de proteina sérica, en el que las micelas de caseina tienen un tamafio promedio de
menos de 150 nm de diametro; y en el que la composicion comprende un agente capaz de modificar el equilibrio
guimico entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que esta presente en la fase sérica.

Los procesos de la invencion comprenden ademas normalmente las etapas de ultrafiltracion del permeado
procedente de dicha microfiltracién y la diafiltracion de dicho retenido de microfiltracion con el permeato de
ultrafiltracion.

El queso que comprende el concentrado de caseina de la invencion o el concentrado de caseina obtenible mediante
el proceso de la invencién puede, por ejemplo, ser un queso del tipo de queso de tipo crema, queso amarillo, queso
blanco, queso mohoso, queso bajo en grasa y queso de tipo pasta hilada. El producto lacteo de la invencién puede
ser, por ejemplo, un ingrediente alimentario funcional, un polvo de caseina o un producto lacteo fermentado.

Se describe ademas un proceso para preparar un concentrado de caseina modificada en el que la proteina lactea
comprende como maximo un 10 % de proteina sérica, y en el que las micelas de caseina tienen un tamafio
promedio de menos de 150 nm de diametro; y en el que el concentrado tiene un pH por debajo de 6,7 y una
concentracion de calcio de al menos 0,45 mg/ml en la fase sérica, tratando leche mediante microfiltracion para
producir un retenido de microfiltracion que comprende micelas de caseina y una cantidad reducida de proteinas
séricas en comparacion con la leche de partida

« afadir un agente capaz de modificar el equilibrio quimico entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que
esta presente en la fase sérica

e tratar el producto resultante en un proceso dinamico a alta cizalladura a una presion de al menos 100 MPa, tal
como al menos 200 MPa.

Se mostré que el tratamiento a alta presién afectaba a las micelas de caseina a pH 5,8, pero no a pH 6,6. Esto indica
gue es necesaria alguna disociacion del fosfato célcico coloidal a fin de fabricar micelas de caseina propensas a la
disociacién producida por alta presion. En el nivel macroscépico, los cambios inducidos en las micelas de caseina
tras una disminucion del pH y el tratamiento a alta presion condujeron a una viscosidad significativamente
aumentada. Por lo tanto, el control diligente del pH combinado con la homogeneizacion a alta presién de los
concentrados de MF proporciona posibilidades para el disefio de novedosos quesos basandose en el control de la
microestructura de las micelas de caseina.

Se divulga ademas un proceso de preparacion de un concentrado de caseina que comprende las etapas de

e tratar leche mediante microfiltracion para producir un retenido de microfiltracion que comprende micelas de
caseina y una cantidad reducida de proteinas séricas en comparacion con la leche de partida

« afadir un agente capaz de modificar el valor del pH del retenido (opcionalmente tras dilucién) a un valor de 5,0 a
6,6,

e tratar el producto resultante en un proceso dinamico a alta cizalladura a una presion de al menos 100 MPa, tal
como al menos 200 MPa, tal como al menos 240 MPa, tal como al menos 250 MPa, tal como 300 MPa.

En otra realizacion la invencion se refiere ademas a un proceso para preparar un producto lacteo en forma de polvo
gue comprende las etapas anteriormente mencionadas y que comprende ademas

* opcionalmente, mezclar con leche natural
e llevar a cabo un proceso de formacién de polvo tal como un secado mediante pulverizacion o una liofilizacién.
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Normalmente, la etapa de microfiltracién se realiza con membranas que tienen un valor de corte molecular de al
menos 100 kDa, a saber, moléculas con un peso molecular de mas de 100 kDa o un tamafio de mas de 30 nm se
retienen en el retenido mediante la membrana. En una realizacion preferida, las membranas tienen un valor de corte
molecular de al menos 800 kDa.

El proceso dindmico de alta cizalladura se lleva a cabo a una presion de al menos 100 MPa empujando el producto
como un chorro de alta presion a través de un canal/camara estrecho. Esta presion acelera el producto a una
velocidad muy alta, creando por tanto una cizalladura controlada de la caseina y mezclando y combinando el
producto para conseguir un producto con micelas de caseina de tamafio reducido y una distribucién mas uniforme.
En una realizacion de la invencion la presion es al menos de 200 MPa. En una realizacion adecuada la presion es al
menos de 300 MPa, tal como de 300 a 400 MPa. Normalmente, el proceso a alta cizalladura se lleva a cabo a una
presion de 100-400 MPa, tal como de 200-350 MPa.

En este tratamiento, la leche se conduce a una primera unidad de filtraciéon, que comprende membranas de
microfiltracion (MF), que retiene micelas de caseina y grasa lactea, mientras que el permeado contiene moléculas
mas pequefias tales como proteinas séricas, componentes de nitrégeno no proteico (NNP), lactosa, minerales
solubles y agua que pasan a través del microfiltro. Las proteinas séricas pueden concentrarse en una segunda
unidad de filtracién por membrana que comprende membranas de ultrafiltracion (UF). El permeado procedente de
las membranas de ultrafiltracion que consiste en lactosa, NNP y minerales solubles puede utilizarse en un proceso
de diafiltracion (DF). En la DF el permeado de UF retorna a la planta de MF, donde se mezcla con el retenido de MF
en las diversas etapas para potenciar el agotamiento de las proteinas séricas.

El retenido de UF contiene las proteinas séricas, que quedan retenidas en la membrana de UF. La etapa de UF
como parte de la DF se lleva a cabo normalmente con membranas que tienen un valor de corte de entre 1 y 20 kDa.
En una realizacion preferida, la membrana tiene un valor de corte de 5 kDa. La etapa de DF puede implicar también
la adicién de agua, permeado de Ol (6smosis inversa) o permeato de NF (nanofiltracidn). El principal objetivo de la
etapa de diafiltracion es producir un producto de un aislado de caseina que comprende una cantidad minima de
proteinas séricas.

En los procesos para preparar un concentrado de caseina o un producto de queso, respectivamente, se puede
afadir calcio.

En el proceso de preparar un producto de queso puede ser conveniente, después del tratamiento dinamico a alta
cizalladura, afiadir leche natural a fin de aumentar el pH. El valor del pH puede también aumentarse hasta el nivel de
la leche natural, a saber, aproximadamente 6,7, para facilitar el proceso tradicional del queso.

El proceso del queso utilizado en el proceso de preparar un producto de queso puede ser cualquiera utilizado
tradicionalmente.

Se divulga ademas un concentrado de caseina modificada obtenible mediante el proceso de la invenciéon y un queso
obtenible mediante el proceso de la invencion.

En consecuencia, en otro aspecto mas, la invencion se refiere al uso del proceso de la invencién para preparar dicho
qgueso y productos lacteos. El queso puede ser de cualquier tipo tal como; queso cremoso, queso amarillo, queso
blanco, queso mohoso, queso bajo en grasa y queso de tipo pasta hilada. El producto lacteo puede ser un
ingrediente alimentario funcional, una bebida lactea, yogur, un polvo de caseina o un producto lacteo fermentado.

Todas las realizaciones anteriormente mencionadas pueden combinarse de otras maneras de forma que cada
realizacién descrita para los productos, procesos y usos, respectivamente, puede combinarse con otra realizacion, y
aquellas descritas para los productos se pueden aplicar también a los procesos y usos y viceversa.

En general, el proceso de la invencién se lleva a cabo de la siguiente manera. La leche pasteurizada o la leche
desnatada se trata mediante microfiltracion en una unidad de MF (microfiltraciéon) provista de membranas
adecuadas. El retenido resultante se concentra de forma discontinua hasta el nivel deseado de caseina.
Opcionalmente, se lleva a cabo la diafiltracion conduciendo el permeado de MF a una unidad de UF (ultrafiltracion)
equipada con membranas adecuadas. El retenido de UF resultante se descarta, y el permeado de UF se mezcla con
el retenido de la planta de MF. El retenido final de la planta de MF tiene agotada la proteina sérica, y este producto
se designa como aislado de caseina micelar (MCI), concentrado de caseina micelar (CCM) o simplemente
concentrado lacteo. El producto bien se acidifica como se ha prescrito o bien se afiade un agente quelante o se
utiliza un intercambiador de iones. El producto se trata también mediante un proceso dinamico de alta cizalladura.

El proceso comprende normalmente una pasterizacion a baja temperatura opcional (60-80°C, 15 s) de la leche, tal
como leche desnatada, y seguido por calentamiento a 50°C. El proceso de MF se lleva a cabo (500 | h'l) con un
corte de pesos moleculares nominal de aproximadamente 800 kDa. De manera adecuada, se lleva a cabo una
pluralidad de diafiltraciones, microfiltraciones y, opcionalmente, una unidad de ultrafiltracion (UF). La leche
desnatada puede concentrarse de forma discontinua a, por ejemplo, un 4 % y 8 % de caseina. Se puede llevar a
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cabo la diafiltracién utilizando agua o un permeado de UF. A continuacion se acidifican los aislados de caseina hasta
un valor de pH de 6,6 a 5,5. La acidificacion se lleva a cabo de forma adecuada con &cido citrico al 20 % (p/p)
homogeneizado en un proceso dinamico de alta cizalladura a 200-350 MPa.

Los datos mostraron que la relacion de queso por gramo de caseina era mayor para el queso preparado a partir de
leche MF tratada en un proceso dinamico de alta cizalladura preacidificada, en comparacion con leche MF solo
preacidificada antes de la preparacion de la cuajada. El rendimiento mayor del 35 % se puede ser atribuir a un
aumento de la unién al agua en la cuajada basada en la leche, que se ha tratado mediante un proceso dinamico a
alta cizalladura a 300 MPa antes de la preparacion de la cuajada.

Se ha observado que el concentrado lacteo (leche MCI) puede unir mas agua, con la condicién de que la leche se
pretrate de acuerdo con la invencién, por ejemplo, con una combinacion de acidificacion con &cido citrico a un pH de
5,8 seguida por una homogeneizacion dindmica a presion ultra alta. El objetivo era examinar si esta unién al agua
mejorada se puede transferir a sistemas de queso.

La crema afiadida a la leche MCI puede precalentarse y a continuacion afiadir el cultivo iniciador, tras un tiempo de
premaduracion se afiadid el cuajo para obtener la coagulacion.

El concentrado de caseina puede procesarse adicionalmente en la cuajada del siguiente modo: El producto se
calienta a, por ejemplo, 30-50 °Cy si es necesario se ajusta el pH. El concentrado se drena para producir la cuajada.

Como se observa de la tabla 7 (ejemplo 4) el contenido de materia seca de los quesos de la prueba eran mucho
menores que en los quesos de referencia, lo que apoya que el contenido de agua de los quesos de la prueba fueron
mayores que los de los quesos de referencia.

En la tabla 8, se muestra que los quesos basados en la leche que se ha tratado mediante un proceso dinamico de
alta cizalladura obtienen un rendimiento de mas del 30 % que los quesos basados en la leche MCI sin tratamiento
dinamico de alta cizalladura. En consecuencia, la invencion puede referirse a un proceso para la preparacion de
gueso con capacidad de unién al agua potenciada.

La capacidad de unidn al agua potenciada puede proporcionar algunas ventajas claras en la fabricacién del queso:

« Ahorro de costes: se obtiene un mayor rendimiento de la cuajada del queso a partir de una cantidad de leche de
partida dada.

e El consumidor experimenta menos liberacién de humedad desde el producto, conocido también como sinéresis
en por ejemplo, un queso cremoso.

* Una mejor funcionalidad, tal como la cremosidad en, por ejemplo, un queso cremoso con un contenido bajo de
grasa.

« En algunas situaciones, esto posibilita evitar el uso de aditivos o reduce la necesidad.

* Nuevas posibilidades y perspectivas de maduracion debido al mejor acceso de las enzimas de maduracion.

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran la invencién.

Ejemplos

Ejemplo 1: Concentrado lacteo

Propésito

El objetivo de los experimentos era conseguir una comprension de como los cambios en los parametros del proceso,
tales como la acidificacion y el tratamiento dindmico de alta cizalladura con presién, afectan a la estructura y a las
propiedades del concentrado de leche microfiltrada (MF) con una base respectivamente del 4 % y el 8 % de caseina

en la leche MF.

Materiales y métodos

Preparacion de muestras de leche desnatada MF:

Leche desnatada pasterizada a baja temperatura (73°C, 15 s) de Arla Foods se calenté a 50°C. Se llevo a cabo el
proceso de MF utilizando una unidad de microfiltracion (500 | h'l) (Arla Foods, Videbeek, Dinamarca) equipada con
24 membranas FR3B-6338 (Synder, Vacaville, EE.UU.) con un corte nominal de pesos moleculares de 800 kDa y
una unidad de ultrafiltracion (UF) (Arla Foods, Videbaek, Dinamarca) equipada con 16 membranas HFK328-6338
(Koch, Wilmington, EE.UU.) con un corte nominal de pesos moleculares de 5 kDa. La leche desnatada se concentro
de forma discontinua a un 4 % y un 8 % de caseina, respectivamente, y se llevé a cabo la diafiltracion utilizando tres
volumenes de permeado UF. La composicién (materia seca, proteina, caseina y grasa) del concentrado de MF se
midié durante la produccion con un Milkoscan™ (Foss electric, Hillergd, Dinamarca). Las dos fracciones de MF se
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volvieron a pasterizar (75°C, 15 s) y se enfriaron a 8 °Cutilizando un intercambiador de calor tubular (APV, Silkeborg,
Dinamarca). A partir de cada fraccion, de 4 % y 8 % de caseina, respectivamente, se prepararon 6 muestras para un
tratamiento diferente en un disefio de experimentos (véase la tabla 1) que se cre6 utilizando Modde 70 (Umetrics,
Ume3d, Suecia). Cuatro muestras de un aislado de 4 % y 8 % de caseina, respectivamente, se acidificaron a pH 5,8 y
dos muestras no se acidificaron, a saber, el pH fue de 6,7. La acidificacion se llevé a cabo con &cido citrico al 20 %
(p/p) (Jungbunzlauer, Basilea, Schweiz) y tres de las 4 muestras acidificadas se homogeneizaron en un proceso
dinamico a alta cizalladura a 300 MPa (SFP FPG11300, Stansted, Inglaterra). Una muestra a pH 6,7 se
homogeneiz6 (300 MPa) y otra no. El concentrado de MF se verti6 en matraces de plastico de 1 | enfriados y
almacenados a 5 °Cantes del andlsis. Se analizaron todas las muestras después de 2-5 dias de almacenamiento. En
la tabla 1 se resume el disefio experimental.

Tabla 1:
Disefio experimental®
Numero Caseina (%) pH Homogeneizacién (MPa)

P1 4,8 6,7 300
P2 4,8 6,7 0
P3 4,8 5,8 300
P4 4,8 5,8 0
P5 4,8 5,8 300
P6 4,8 5,8 300

® Todos los experimentos se llevaron a cabo por duplicado.

Analisis quimico

La leche desnatada de partida y las muestras aisladas de la caseina tratada se analizaron como sigue: El pH se
midi6 directamente utilizando un PHM-240 (Hach Lange, Broenshoej, Dinamarca). Se determind el contenido de
sélidos totales de acuerdo con los métodos de la norma IDF (International Dairy Federation 21 B, 1987). Se
determiné la grasa de acuerdo con el método gravimétrico de Rose-Gottlieb a partir del método de la norma IDF
(International Dairy Federation 1D, 1996). Se determind el nitrégeno utilizando el método de la norma IDF
(International Dairy Federation 20-3, 2004). Se estimé el contenido de proteinas multiplicando el contenido de
nitrégeno por un factor Kjeldahl de 6,38 para la proteina lactea, mientras que el contenido de caseina se determind
multiplicando el contenido de nitrégeno por un factor de 6,36 (van Boekel & Ribadeau-Dumas, 1987). Se determind
el nitrégeno no proteico de acuerdo con el método de la norma IDF (International Dairy Federation 2002). Se
determin6 el contenido de cenizas de acuerdo con el método de la norma NMKL (Nordisk Metodikkomite for
levnedsmidler, 2005). Se llevd a cabo la determinacion de la lactosa utilizando un kit de ensayo enzimatico de
lactosa/D-galactosa de Boehringer Mannheim (Roche, Basilea, Suiza). Se determinaron el contenido total de calcio,
magnesio, sodio, cloruro, potasio y fosfato utilizando espectroscopia de plasma acoplado inductivamente (ICP)
(Perkin-Elmer, Massachusetts, EE.UU.). Se determind el contenido de calcio sérico del siguiente modo: se
centrifugaron las muestras en primer lugar (170.000g, 4C, 1h) (Beckman Coulter Inc, Brea, EE.UU.) a fin de separar
la grasa y la proteina de la fase sérica. Posteriormente, las muestras se filtraron a través de un filtro de corte de 3 K
para eliminar las proteinas solubles restantes. Se mezclé 1 ml de sobrenadante con 15 ml de acetato de sodio 0,1 M,
y se ajustd el pH de las muestras a 5,9 utilizando hidroxido de sodio. A continuacion, las muestras se inyectaron en
un cromatégrafo liquido a alta presion (HPLC) provisto de una columna de cambio iénico y un detector de
conductividad (Waters, Milford, EE.UU.).

Mediciones reoldgicas

Se obtuvieron las curvas de flujo viscométricas del concentrado de MF utilizando un reémetro de tensién controlada
(AR 2000, TA Instruments Ltd., New Castle, EE.UU.). El sistema de medicion era de cilindros dobles concéntricos
(radio externo del rotor 21,96 mm, radio interno del rotor 20,38 mm) y una copa de espacio doble. Se llevaron a cabo
las mediciones de viscometria con una etapa previa de cizalladura a una velocidad de cizalladura de 1.420 s?
durante 5 min tras lo cual se llevaron a cabo las mediciones en el intervalo de velocidad de cizalladura de 1 a 800 s
! se recogieron 5 puntos de datos por década en modo logaritmico con un estado estacionario de 1 min. por punto
de datos. Los 100 g del concentrado de MF se calentaron durante 10 min a 40 °Cy se atemperaron durante una hora
en un armario calefactor (25°C) antes de la medicién de 5 ml de concentrado de MF. Todas las mediciones se
llevaron a cabo a 25 °Cy se realizaron por duplicado.

Resonancia magnética nuclear de campo bajo (LF-RMN)

Se llevaron a cabo mediciones de relajacion del concentrado en un analizador de RMN 1H Maran Bench top Pulsed
(Oxford Instruments Ltd., Witney, Reino Unido) con una fuerza del campo magnético de 0,47 T, correspondiente a
una frecuencia de resonancia de 23,2 MHz. El instrumento se equip6 con una sonda de temperatura variable de 18
mm. Se usaron cantidades de 3 ml de concentrado de MF, y la muestra se atemper6 durante 1 hora a 25 °Cantes de
la medicién. Se midio la difusién utilizando una secuencia de eco de espin con gradiente de campo pulsado (PGSE).
Se llevé a cabo el experimento de difusién (m2/s) con un valor 1 (tiempo entre pulso de 90° y 180°) de 100 ps. Se
adquirieron los datos como repeticiones de dos barridos. El retraso en la repeticion entre dos barridos sucesivos era
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de 1 s. Se llevaron a cabo las mediciones de difusion a 25 °Cy se realizaron por duplicado.
Dispersion de luz dinamica (DLS)

Se utilizaron los métodos de dispersion de luz dinamica para estudiar el tamafio de las micelas de caseina
individuales. La dispersién de luz dinamica requiere que la concentracion de los puntos de dispersion sea
suficientemente diluida para que un foton de luz incidente se disperse solo una vez por la muestra y que no exista
interaccion individual entre las particulas. Esto es un riesgo si las micelas preservan su estado y caracteristicas
originales cuando se diluyen en tampdn (Dalgleish y Hallett, 1995). El tamafio de particula promedio, que se obtiene
de la DLS, se expresa como el diametro hidrodinamico promedio z de las micelas de caseina. Se midi6 utilizando un
equipo de dispersion de la luz dinamica (MalvernNano S ZEN1600, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino
Unido). El instrumento utiliza un laser con una longitud de onda de 633 nm y la intensidad de la luz dispersada se
detecta a un angulo de 173°. Se utiliz6 un analisis de distribucién de la funcién de autocorrelacion de la intensidad
para derivar un valor y distribucién promedios de los coeficientes de difusion, que se convirtieron en diametros
hidrodinamicos utilizando la ecuacion de Stokes-Einstein para particulas esféricas. Las muestras se diluyeron 50
veces con una solucién de NaCl 10 mM (25°C) para ajustar el requisito y conseguir mediciones de la DLS validas.
Se llevaron a cabo las mediciones de dispersion de la luz a 25 °Cy se iniciaron 5 min después de la dilucion con la
solucion de NaCl. Todos las mediciones se llevaron a cabo por duplicado.

Dispersion de rayos X de angulo pequerio (SAXS)

Se llevaron a cabo las mediciones de SAXS utilizando el instrumento SAXS del Departamento de Quimica de la
Aarhus University (Pedersen, 2004). El instrumento es una versién modificada del NanoStar (Bruker AXS), que es
una camara estenopeica equipada con espejos Gbbel para monocromar y enfocar el haz y un detectorde gases
bidimensional sensible a la posicién (HISTAR). Se registraron los modelos de dispersién en el intervalo de longitudes
del vector de dispersion q (q =4msend/A, donde 26 es el angulo de dispersion y A es la longitud de onda de los rayos
x) 0,0034 - 0,211 A'1, utilizando un instrumento de ajuste. El tamafio del haz en la posicién de la muestra era de 0,5
mm y la distancia del detector a la muestra era de 106 cm. Las muestras se transfirieron a tubos capilares de cuarzo
y se midieron a 25°C. Todas las muestras se midieron con un tiempo de adquisicion de tres horas (tres ciclos de una
hora cada uno). No se observé efecto dependiente del tiempo. Se corrigieron los espectros brutos respecto al fondo
del tampon, el agua y la capilaridad de acuerdo con el procedimiento normalizado. Se convirtieron las intensidades a
una escala absoluta y se corrigieron segun las variaciones en la eficacia del detector normalizando la dispersion del
agua pura (Pedersen, 2004).

Funcidn de dispersion del modelo de micelas de caseina

Se han propuesto varios modelos para la estructura de las micelas de caseina en la bibliografia. Se ha desarrollado
un nuevo modelo para analizar los datos SAXS experimentales basado en el modelo micelar de la caseina de
Hansen et al. (1996) que describe la estructura como micelas esféricas compuestas de submicelas esféricas y el
modelo "bola de nieve sucia" mas reciente de Keerl et al. (2009). El modelo de caseina propuesto se basa en un
conjunto de subestructuras mas pequefas recogidas en un objeto esférico mas grande, que describe la micela de
caseina global. El modelo esta estrechamente relacionado con el modelo original de Hansen et al. (1996) y la
version extendida mas reciente de Keerl et al. (2009). La funcién de dispersién se proporciona por

1(q) = NAP®V*Psus (qRsus)ln + n(n - 1)P(qR)] M

donde q es la longitud del vector de dispersién, N es la densidad en nimero de las particulas de caseina, V es el
volumen de una subestructura de tamafno Rsuw, y n €s el nimero de subestructuras en la particula completa (micela
de caseina) de radio R. Cuando la densidad de longitud de la dispersion entre las esferas se ajusta a cero, el modelo
de las micelas de caseina descrito en el trabajo de Hansen et al. (1996) se recuperd con una pequefa correccion.

P(q), proporcionada por

3(sen x — xcos x)i|2
x

P(x’):[ 3

(2) _

es el factor de forma de una esfera. Para el factor de forma, Psup(X), de las subestructuras, se usa una funciéon de
dispersion de tipo polindmico modificado:

Psub(4=‘§sc): CXP(*O'ECJ"')

1
14 (q&)’ 3)
donde ¢ es una longitud de correlacién, que aqui debe considerarse como el tamafio de los dominios de la
subestructura (es decir, Rsus €n la ec.1), que se identifica también en otros estudios. El término exponencial que
contiene o hace que la funcion decaiga mas rapidamente para una q alta que la funcién lorentziana tipica. Las
subestructuras con forma esférica simple (ecuacién 2) no se ajustan a los datos experimentales y, por tanto, se
introdujo el factor de forma en (3).

Los modelos de dispersiéon indican algunas correlaciones entre las estructuras, lo se verifica por un pico
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caracteristica a una q alta (q ~ 0,0?A’l). El primer término en el corchete de (la ecuacion 1) estéa relacionado con las
correlaciones de corto alcance entre las subestructuras, mientras que el segundo término es el de las correlaciones
de largo alcance relacionadas con el hecho de que las subestructuras conforman particulas mayores. Con una
reordenacion de (la Ec. 1), la ecuacion puede reescribirse en la forma:

1(a)=NNA*V2Poun(qRsub)[1+(N-1)P(qRsub)[1+(n-1)P(GR)] @)

donde A es ahora simplemente un factor de escala. Suponiendo que las correlaciones entre las particulas se
originan a partir de un estado liquido desordenado de las subestructuras, el sistema puede describirse por un factor
de estructura S(q). Se selecciona el factor de estructura para esferas duras, que es una forma analitica simple y
depende solo de dos parametros, la fraccion volumétrica local, nsu,, de las subestructuras contenidas en las esferas
grandes, y su radio de interaccion Rpssub:, €S decir, Sns = Shs(q, Nsub,Rhssub) (Kinning & Thomas, 1984; Percus &
Yevick, 1958). Para asegurar la normalizacién correcta, la ecuacion finaliza como:

|(q):APsub(q Rsub) [Shs(q, Nsub, Rhs,sub)"‘(n'shs(qzo, Nsub, Rhs,sub))P(qR)] (5)

Las micelas grandes deben describirse como polidispersas de acuerdo con los datos experimentales. Con la
concentracion relativa alta de las micelas de caseina, los inventores describirdn por tanto los efectos de la
concentracion resultante de la interaccién entre las particulas grandes de acuerdo con un factor de estructura
polidisperso estricto. Una distribucién de tamafio gaussiana, y los efectos del factor de estructura, se han incluido en
la aproximacién monodispersa local (Pedersen, 1994), que funciona bien para polidispersidades grandes tales como
las que se presentan en el sistema micelar de la caseina. Con esto, el promedio del factor de estructura y el factor
de forma son:

Riday

‘[ R°P(qR)S,,(q.n.sRYG(R.(R}.c , )dR

(P(q)S ,.(q)) = ="

: (6)
[R® G(R.(R).0)dR

minjo,R-3ag}

donde s es un factor de escala proporcionado por la relacién entre el radio de la particula y el radio de interaccion y
el gaussiano es:

I [ 1L (R-(R)
G(R(R).o,)=——=c¢ ———

En esta funcion or es la anchura gaussiana de la distribucion de tamafios de la caseina micelar y <R> es el radio
promedio en nimero.

La expresion para el ajuste de los datos se convierte por tanto en
1(q) = APsub(d, §,0)[Shs(, Nsub,Rhs,sub)+(N-Shs(d = 0,7sub,Rhs,sub) { P(Q)Shs(1)}] (8)

con la notacion utilizada para las funciones y parametros. Los parametros de ajuste son A (factor de escalado), or
(anchura de la distribucion de tamafio gaussiana), (R} (radio promedio en namero), n (nimero de subestructuras en
una particula mas grande de radio R), n (fraccién volumétrica), _sR (radio de interaccion micelar de la caseina),
siendo s un factor de escalado entre el radio de interaccion y el radio real, R), nsub,(fracciéon volumétrica de las
subparticulas), Rnssup (radio de interaccion de las subparticulas), ¢ (longitud de correlacion), y o (rugosidad de la
superficie de las subparticulas).

Un modelo méas explicito tendria un contraste de dispersion finito de la matriz entre las subestructuras. Los
inventores intentaron originalmente dicho modelo, sin embargo, los ajustes mostraron una correlacién muy grande
entre el contraste reltivo de la matriz y las subestructuras por una parte y el nimero de subestructuras por la otra.
Por tanto, los inventores decidieron ajustar el contraste de la matriz a cero con la consecuencia desafortunada de
que el parametro, n, que describe originalmente el nUmero de subestructuras deja de tener esta interpretacion
simple.

Resultados y discusidon
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La composicion quimica y el pH de la leche desnatada y las muestras de MF tratadas se presentan en las Tablas 2 y
3.

Tabla 2
Composicién quimica de la leche desnatada y el concentrado de MF 2. A'y B indican experimentos separados.
Leche desnatada A-4 % de caseina B-4 % de caseina A-8 % de caseina B-8 % de
caseina
Materia seca 8,73 9,31° 9,54° 14,12° 14,28%
Proteina 3,45 4,58 4,57 9,01° 8,90°
Grasa 0,06 0,07° 0,09° 0,18 0,18
Lactosa 4,65 3,60° 3,82° 3,31° 3,54°
Ceniza 0,39 0,87% 0,79% 1,25° 1,22°
Calcio 0,12000 0,16917° 0,17000° 0,31692 0,31608
Magnesio 0,01073 0,01220° 0,01210° 0,01797% 0,01766°
Sodio 0,03440 0,03129 0,03085 0,03159° 0,03150°
Cloruro 0,09000 0,08000 0,08000 0,07200° 0,08000°
Potasio 0,14500 0,12900° 0,13033" 0,13058 0,13417
® Muestras con el mismo % de caseina son significativamente diferentes
Tabla 3
Leche desnatada y concentrado de MF, valores de pH y calcio sérico®

4 % deP1 P2 P3 P4 P5 P6
caseina
A-pH 6,79 6,78 6,08 6,07 6,08 6,08
B-pH 6,78 6,79 6,12 6,09 6,12 6,11
Calcio” 0,21 + 0,06 0,23 +0,09 0,71 +0,03 0,68 + 0,02 0,71 +0,02 0,71 +0,02
8 % deP1 P2 P3 P4 P5 P6
caseina
A-pH 6,76 6,77 6,01 5,95 6,01 5,99
B-pH 6,75 6,75 5,98 5,92 5,96 5,95
Calcio” 0,26 + 0,03 0,24 +0,01 0,90 +0,02 0,78 + 0,05 0,91 + 0,00 0,87 + 0,02

& calcio sérico de leche desnatada 0,30 + 0,06 mg Ca ml™ en la fase sérica.
b mg Ca ml™ en la fase sérica

La composicion quimica de las muestras con 4 % y 8 % de caseina fue significativamente diferente para algunos de
los componentes; estos componentes se han marcadoicon una a en la Tabla 2. Las diferencias en la composicion
quimica implican que los datos de los dos ensayos A y B deben tratarse por separado.

El calcio sérico fue mayor a ambas concentraciones de caseina para las muestras con un pH bajo cuando se aplicé
tratamiento a alta presion (P3, P5, P6 en comparacion con P4). A un pH alto (P1,P2) se observaron resultados
similares en las muestras con un 8 % de caseina, mientras que para las muestras con un 4 % de caseina no se
observéd efecto significativo del tratamiento a alta presién. Esto concuerda con Knudsen y Skibsted (2010), que
notificaron un calcio sérico mayor para muestras de leche tratadas con una presion de 150 - 400 MPa.

Mediciones reoldgicas

Se presentan las curvas de flujo del concentrado de MF concentrado como viscosidad aparente frente a la velocidad
de cizalladura en la figura 1y 2.

Los datos muestran que las viscosidades aparentes fueron mayores para las muestra acidificadas homogeneizadas
a alta presion en comparacion con las otras muestras. A un contenido de materia seca mayor se observé un efecto
mas pronunciado de la acidificacién y la homogeneizacion a alta presion. A las dos concentraciones diferentes
(aprox. 40 g caseina r* y 80 g caseina I'l) las dispersiones se comportaron como fluidos newtonianos en el intervalo
de la velocidad de cizalladura de 0,01 - 800 s™ investigada. Las mediciones a velocidades de cizalladura inferiores
que se presentan en la figura 1 y 2 proporcionaron resultados con mucho ruido (por tanto, no se muestran los datos).
El aumento en la concentracion de proteinas con MF (caseina principalmente) y la consiguiente reduccién en las
proteina séricas afectdé a las propiedades fisicoquimicas del retentato. Bouchoux et al. (2009) notificaron el
comportamiento newtoniano en la concentracion de caseina por debajo de 100 g de caseina " y el comportamiento
pseudoplastico a valor superior. Esto concuerda muy bien con los resultados de los investigadores.

El comportamiento pseudoplastico de los materiales alimentarios a velocidades de cizalladura alta es un fenémeno
habitual. Para los fluidos de esferas duras, los movimientos brownianos son predominantes a velocidades de
cizalladura bajas, mientras que los movimientos se determinan por la hidrodindmica a velocidades de cizalladura
altas. Solanki y Rizvi (2001) notificaron que el retenido de MF comenz6 presentando un comportamiento no
newtoniano (comportamiento pseudoplastico) entre un contenido del 11 % y 17 % de solidos.
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Resonancia magnética nuclear de campo bajo (LF-RMN)

Los coeficientes de difusion del agua medidos basados en la secuencia eco de espin de gradiente de campo
pulsado (PGSE) se cartografiaron en la figura 3 y 4.

A pH 5,8 el coeficiente de d|fu5|on del agua fue mayor para las muestras que no se habian homogeneizado a alta
presion (Duzou %)=1,868 m? st Dh2og %=1, 633 m s ) en comparamon con las muestras que se habian
homogeneizado a alta presion (DH20(4 0)=1,632 m®s™ ; Dr2o(g %)=1,373 m®s’ ) A pH 6,6, sin embargo, no se observo
efecto significativo del tratamiento a presion.

Ademas, se observé un efecto de pH con coeficientes de difusién aumentados a pH 6,6 en comparaciéon a pH 5,8.
Una explicacion posible para el coeficiente de difusién del agua reducido en muestras acidificadas que se han
homogeneizado a alta presion podria ser una desintegracion inicial de las micelas de caseina debido a la
acidificacion primaria. A continuacion puede suponerse que las micelas de caseina desintegradas se perturban
adicionalmente durante la etapa de homogeneizacion a alta presion (las mediciones de DLS mostraron
adicionalmente un diametro hidrodinamico promedlo Z mas pequefio con homogeneizacion a alta presion, como se
describe a continuacion). Los estudios de RMN 'H sobre dispersiones y geles de caseina (Mariette, Topgaard,
Jonsson, & Soderman, 2002) han mostrado un coeficiente de difusién del agua disminuido con una concentracion
aumentada de proteina, pero no se observa diferencia entre la difusion en un caseinato de Na (10 nm) y una
dispersion de caseina micelar (150 nm). La influencia de la concentracién de caseina en el coeficiente de
autodifusion del agua puede explicarse por las obstruccién de las moléculas de caseina. Ademas, se ha mostrado
gue la solvatacion queda potenciada en la leche desnatada acidificada tratada a presion entre pH 5,2 y 6,1, aunque
de forma dependiente del pH solamente por encima de pH 6,1 (Famelart, Gaucheron, Mariette, Le Graet, Raulot, &
Boyaval, 1997).

Dispersion de luz dindmica (DLS)
En las figuras 5 y 6 se presentan los datos obtenidos de la dispersion de luz dindmica.

Se observé una diferencia mas grande en el diametro hidrodinamico promedio z diferente para las muestras
acidificadas a pH 5,8 y sin homogeneizacion a alta presion. El 4 % y el 8 % de las muestras dieron como resultado
respectivamente 78 nm £ 2 nm y 75 nm = 2 nm con homogeneizacion frente respectivamente 114 nm £ 2 nm y 112
nm £ 10 nm sin homogeneizacién. El efecto de la homogeneizacion a alta presion fue menos pronunciado a pH 6,6,
donde las muestras con un 4 % de caseina mostraron un diametro hidrodindmico significativamente disminuido
como consecuencia de la homogeneizacién a alta presién. Una tendencia similar, pero menos evidente, se observo
para muestras con un 8 % de caseina.

Se midieron el diametro hidrodindmico promedio z en las fracciones MF con 4 % y 8 % de caseina antes de la
homogeneizacién en un intervalo de 80 a 100 nm. Los pretratamientos de la leche tales como la pasteurizacion,
microfiltracion y bombeo pueden alterar el tamafio de las micelas, y el diametro hidrodinamico medido en la leche
desnatada pasteurizada antes del procesamiento adicional era de 138 nm. Esto puede ser, sin embargo,
problematico para comparar los tamafios micelares de la caseina segun se mide en soluciones diluidas y en
soluciones mas concentradas, debido al riesgo de si la caseina preserva o no su estado original cuando se diluye,
como se ha descrito anteriormente.

Knudsen (2005) observo que las micelas de caseina en lecha tratada a presion a 150 MPa y 200 MPa presentan la
misma estructura que se observa en leche no tratada, pero con tamafios ligeramente reducidos. A 300 MPa se
observaron micelas de caseina de 50 y 500 nm, mientras que a 400 MPa el tamafio se redujo a 30-70 nm. El tamafio
promedio de la micela de caseina no cambia significativamente al eliminar parte del fosfato de calcio coloidal de
acuerdo con Lin et al. (1972) y Griffen et al. (1988), mientras que Roefs et al. (1985), Horne & Davidson (1986)
encuentranque el cambio dependiente del pH en la composicion de la micela se refleja en una disminucion
relativamente pequefia en el radio de la micela medido como diametro hidrodinamico promedio (de 315 nm a pH 6,7
a 290 nm a pH 5,5). El tratamiento térmico moderado y alto no afecta el tamarfio, incluso aunque estos tratamientos
térmicos iniciaran la desnaturalizacion de las proteinas del suero, mientras que la adicién de cuajo y la posterior
eliminacion de la caseina k produce una disminucion significativa en el didmetro promedio de la micela,
aprocimadamente de 10 nm (Walstra, Bloomfield, Wei, & Jenness, 1981).

Dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS)

La Figura 7 muestra los resultados de la dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS), representando
graficamente la intensidad dispersada en funcién del vector de dispersion, q. En la figura 7 se presentan cuatro
tratamientos diferentes a un nivel de caseina del 8 % (y los ajustes correspondientes de los datos). Los
correspondientes experimentos para cuatro tratamientos diferentes a un nivel de caseina del 4 % mostraron las
mismas tendencias (no se presentan los datos).
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Todas las curvas de dispersion ?resentadas en la figura 7 se caracterizan por dos rebotes pronunciados: uno a
valores de q bajos (q ~ 5x10° A ) y uno a valores de g altos (q ~ 7x107 A'l), como se observo normalmente para
sistemas de caseina (de Kruif y May, 1991; Hansen, Bauer, Lomholt, Quist, Pedersen, & Mortensen, 1996; Holt, de
Kruif, Tuinier, & Timmins, 2003; Marchin, Putaux, Pignon, & Léonil, 2007). Aunque que los datos de SAXS para
todas las muestras muestran dichas caracteristicas cualitativas similares, también presentan diferencias claras y
sistematicas como resultado de los diferentes tratamientos. Las curvas de dispersién caracteristicas con dos rebotes
desvelan una estructura con dos escalas de longitud bien definidas, definidas como particulas y subestructuras,
respectivamente, de acuerdo con el modelo presentado anteriormente. Existe un acuerdo general de que la parte de
g baja de la funcién de dispersion, las "particulas", refleja las caracteristicas globales de las micelas de caseina (de
Kruif y May, 1991; Hansen et al., 1996; Holt et al., 2003; Marchin et al., 2007) aunque se propone que el modelo de
dispersién observado a una q alta refleje subestructuras de fosfato de calcio coloidal (Holt et al., 2003; Marchin et al.,
2007). Las imagenes Cryo-TEM respaldan esta hipotesis, que muestra que las micelas de caseina contienen
particulas mas oscuras distribuidas uniformemente con un diametro estimado de 2-3 nm (Marchin et al., 2007). En el
modelo SAXS se supone que el modelo de dispersion a q alta refleja las subparticulas de fosfato de calcio coloidal
en la micela.

La eliminacién de algo del fosfato de calcio coloidal de la micela (cuando se comparan las muestras a pH 5,8 con la
muestra a pH 6,6) dio como resultado una curva mas suave a valores de g mayores para las muestras acidificadas
de manera independiente al tratamiento a presion (figura 8, que es una ampliacién de la figura 7) de acuerdo con el
modelo de los inventores. Esto se ha confirmado también en Marchin et al. (2007). Si las muestras se comparan al
mismo pH, las muestras tratadas a presion tienen también una curva mas suave a valores de g altos en comparacion
con las muestras que no se han presurizado (figura 8).

Para tener una mejor comprension del tamafio e interaccion de las particulas y subparticulas, los datos de SAXS se
ajustaron a la ecuacién 8 del modelo de caseina. En la Tabla 4 se resumen los parametros resultantes.

Tabla 4
Resumen de los parametros obtenidos ajustando la I(q)* experimental
g 5 253 5T |3 : :
€ Sa ‘3 [} .E > © g E
2 2 g t B e s 5 9 c a8
= S _© L = = 0 I =
g K Qc = = _g o o S n 5
° Ty g0 |3 & 8 E & o S 879
5 © 3 o o |E S5 23 g @ P
o > O e |2 ? E 3 28 T s %
£ 2 |8.E |3 oE® |7g |E3 g |z&
o © [ © o ©
& 2% |022.5 8§83 |55 |82 |02 |23
Ke) 2E 280, |0 Soo |83 23 s 9 88
3 e |S55Eg|S 855 (8. (82 |§E2 |9,
o <o z888 |k LS8 |uw ¢ 2 e 2 & o
Tratamiento| <R> (nm) | or(hm) |N(ndmero) n S n(sub) |Rns, suo(nm)| & (nm) |ox 10 (nm)
(pH, MPa)
6,6, 300 39,90 +12,24 414345 0,39+0,01 [0,8662 0,14+0,00 (3,70 +0,05(1,54 +0,04(4,31 + 0,07
1,11 0,35
6.6 0 325(156 1(1)09,29 +14053 0,36+0,03 0.8180 0,14+0,01 (3,73 +0,03(1,49 +0,08(4,45 + 0,21
5,8, 300 45,93 419,31 +35315 0,67+0,01 [1,0219 0,12+0,00 (3,54 +0,02(1,42 +0,05(3,86 + 0,04
1,46 0,27
5,8, 0 38,12 411,55 49974 0,33+0,00 [0,9551 0,15+0,00 (3,72 +0,03(1,56 +0,02(3,71 + 0,04
0,07 0,08
5,8, 300 46,58 419,42 +38832 0,66+0,02 [1,0133 0,12+0,00 (3,55 +0,02(1,39 +0,05(3,98 + 0,13
0,76 0,43
5,8, 300 45,67 419,54 +/34987 0,68+0,01 [1,0276 0,12+0,00 (3,50 +0,05(1,47 +0,03(3,80 + 0,08
1,33 0,20

? Se presentan solo los datos para las muestras de MCl al 8 %

El tratamiento de los datos ajustados con el andlisis de datos multivariante muestra una division de las muestras en
tres grupos, como se muestra en la figura 9. Las muestras con un pH alto se agrupan entre si independientemente
del tratamiento a presion, mientras que las muestras con pH bajo se separan claramente dependiendo del
tratamiento aplicado con presion. Las muestras con pH bajo y tratamiento con presién ultra alta tenian un radio
promedio en nimero mas grande (<R>) y una anchura mas grande de la distribuciéon del tamafio (or), fraccién
volumétrica mas grande (n), un numero mayor (aparente) de subparticulas comprendidas en una particula mas
grande (n) y un radio de interaccion mas grande (sR) de las micelas.

Los resultados del tratamiento a alta presion indican que se necesita cierta disociacion del fosfato de calcio coloidal
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(CCP) para desestabilizar la micela de caseina. El tratamiento a presion con pH bajo puede conducir a una
perturbacién aumentada de las micelas, que da como resultado a continuacién una reasociacion mas desordenada,

explicando por tanto la anchura mas grande de la distribucion de tamafios (9r). Ademas, la muestras acidificadas

tratadas a alta presion tienen una polidispersidad mas grande (Or), que puede deberse a superficies perturbadas y a
reasociacion. La reasociacion de los fragmentos micelares podria explicar también el valor mayor de n observado. Si
se supone que las subparticulas son fosfato de calcio, se espera tener menos subparticulas en una micela cuando
se acidifican las muestras, debido a la solubilizacién del fosfato de calcio. El ajuste de los datos proporciona un valor
n en las muestras acidificadas tratadas sin presion en comparacion con las muestras tratadas a pH alto sin presion.
El aislado de caseina lactea con 4 % de caseina muestra las mismas tendencias, sin embargo con un radio
promedio en nimero observado mas pequefio, que podria explicarse por una menor reasociacion de los fragmentos
de caseina debido a un tratamiento a presién dinamico mas intenso a la menor concentracion.

Las muestras a pH bajo sin tratamiento a presion fueron distintas principalmente de las muestras a pH alto que
tenian una correlacion de longitud (§) ligeramente mas grande y un valor menor de la rugosidad sobre la superficie
de las subparticulas (0).

El modelo proporcioné un radio promedio de 38-47 nm para el aislado de caseina lactea con un 8 % de caseina y un
radio de la subparticula de 1,5 nm. Para validar el radio promedio ajustado de las particulas, se midié6 una muestra
de leche desnatada con la misma configuracion de SAXS para comparar los valores obtenidos en un trabajo anterior
(Hansen et al., 1996; Holt et al., 2003). El ajuste de la muestra de leche desnatada proporcioné un radio promedio de
46 + 13 nm y un radio de la subparticula de 1,5 nm. Se determinaron el radio micelar promedio de aproximadamente
100-120 nmy el radio de la subparticula de aproximadamente 7 nm con una polidispersidad de aproximadamente 40
- 50 % con dispersién de neutrones de angulo pequefio y dispersion de luz estatica en muestras diluidas (Hansen et
al., 1996). Holt et al. (2003) estudiaron las subestructuras de las micelas de caseina de bovino en soluciones diluidas
y observaron que las subestructuras tenian un tamafio entre 4,5 - 6,7 nm dependiendo del tampén utilizado para la
dilucién. Los tamafios alcanzados de las micelas de caseina estan en buena concordancia con el trabajo realizado
por Hansen et al. (1996), mientras que las subparticulas se estimaron mas pequefias que Hansen et al. (1996) y Holt
et al. (2003).

El area superficial total de la proteina se vuelve mas grande y, por consiguiente, la unién del agua a las superficies
de la proteina sera mas grande, y el coeficiente de difusion del agua se reduciria. El efecto de hidratacion, la
disminucion de la difusion del agua podria explicarse teniendo en cuenta la interaccion agua-proteina.

Ejemplo 2: Suero

Fase sérica separada a partir del concentrado

Se midié también la unién al agua en términos de suero separado en las muestras tras ultracentrifugacion. La
cantidades de la fase sérica (g) medidas se cartografian en las Figuras 10y 11.

Las muestras que comprenden un 8 % de caseina que se habian acidificado y tratado a presion a alta cizalladura, a
saber, muestras con un 8 % de P3, P5 y P6, mostraron una mayor union al agua, a saber, suero menos separado
tras la ultracentrifugacion. Las muestras que comprendian un 4 % de caseina mostraron los mismos resultados que
para las muestras acidificadas tratadas mediante presién a alta cizalladura, a saber, muestras con un 4 % de P3, P5
y P6.

Contenido de calcio sérico

Se midi6 el contenido de calcio sérico como se describe en la seccién de "analisis quimico" anterior en las muestras
gue comprenden un 8 % de caseina. La cantidad de calcio (mg) medida se presenta en la Tabla 3. Las muestras que
comprenden 8 % de caseina que se habian acidificado y tratado dinamicamente a presion a alta cizalladura, a saber,
muestras con un 8 % de P3, P5 y P6, mostraron una mayor cantidad de calcio sérico/ml de suero.

Ejemplo 3: Aplicacion a la cuajada de queso acida

Proposito

El objetivo del experimento era conseguir una mejor comprension de cémo los cambios en los parametros de
proceso tales como la acidificacion y el tratamiento dindmico a presién a alta cizalladura afectan a la estructura 'y a

las propiedades de la cuajada del queso basada en el concentrado de MF.

Materiales y métodos

Preparacion de la cuajada: 1 kg de concentrado de MF frio con un 3,6 % de caseina (pretratada como se describe
en la seccion de materiales y métodos del ejemplo 1) se calentd a 30°C. El concentrado de MF se acidificé con acido
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lactico al 10 % a pH 5,21 y se calento (50°C, 30 min). El concentrado se drené posteriormente (30 min) en moldes de
queso con filtro. Se pes6 la cantidad de cuajada (kg), y se calcul6 el rendimiento. Se llevaron a cabo dos
experimentos, uno con una muestra, que se habian tratado mediante presion a alta cizalladura, y uno que no se
habia tratado.

Resultados y conclusiéon

En la Tabla 5 se presentan los resultados de los experimentos de dos quesos.

Tabla 5:
Rendimientos de los dos experimentos con y sin tratamiento dindmico a presién a alta cizalladura

Rendimiento, Caseina en 1000 g de

Cuajada (g) leche (g) Queso / caseina (g)
pH 5,8, + tratamiento a presion a alta 138 36 3.8
cizalladura
pH 5,8, + tratamiento a presion a alta 102 36 2.8
cizalladura
Conclusién

Los datos mostraron que la relacion de queso por gramo de caseina era mayor para el queso preparado a partir de
leche MF tratada en un proceso dinamico de alta cizalladura preacidificada, en comparacioén con leche MF solo
preacidificada antes de la preparacion de la cuajada. El rendimiento mayor del 35 % se puede ser atribuir a un
aumento de la unién al agua en la cuajada basada en la leche, que se ha tratado mediante un proceso dinamico a
alta cizalladura a 300 MPa antes de la preparacion de la cuajada.

Ejemplo 4: Aplicacion de cuajo a la cuajada de queso
Se ha observado que el concentrado lacteo (leche MCI) puede unir mas agua, con la condicién de que la leche se
pretrate de acuerdo con la invencién, por ejemplo, con una combinacién de acidificacion con acido citrico a un pH de

5,8 seguida por una homogeneizacion dinamica a presion ultra alta. El objetivo era examinar si esta union al agua
mejorada se puede transferir a sistemas de queso.

Proposito

El objetivo de este experimento era comparar quesos basados en leche, que se habian tratado mediante proceso
dinamico a alta cizalladura (UHPH) con quesos producidos con leche, que no se habian tratado mediante proceso
dinamico a alta temperatura:

Vat 41-2-1: Leche MCI acidificada a pH 5,8, UHPH inversa a 35.000 psi (240 MPa) Vat 41-2-2: Leche MCI
acidificada a pH 5,8

Método
A continuacion se resefian los métodos para la homogeneizacion dindmica a alta cizalladura y produccion de queso.

Homogeneizacién de leche MCI

Se produjo leche MCI de igual manera a la descrita en el ejemplo 1. La leche MCI se trat6 mediante un proceso
dinamico a alta cizalladura en configuracion inversa a 35.000 psi (240 MPa) en una unidad de homogeneizacion a
presion ultra alta (Bee International).

Produccién de queso

La crema afiadida a la leche MCI se precalenté y a continuacion se afiadié el cultivo iniciador, tras un tiempo de
premaduraciéon se afadid el cuajo para obtener la coagulacion. La cuajada coagulada se corté en cuadrados
pequefios con un equipo de tipo lira metalica, tras cortar, los cuadrados reposaron un tiempo corto tras la agitacion.
Los granos de queso se agitaron para medir el pH. Los granos se preprensaron en la cuba a tres presiones
diferentes y la cuajada preprensada se corté en cuatro quesos y se colocé en los moldes antes del prensado. Los
guesos se enfriaron en agua fria y se salaron en una solucion salina antes de su almacenamiento en bolsas de
plastico.

Resultados y discusidon

Se presentan y discuten a continuacion los resultados relevantes.
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Concentrado de MCI, LF-RMN

La leche MCI se analizé con el equipo LF-RMN para determinar el coeficiente de difusion y, a partir de este, la
movilidad del agua. Los coeficientes de difusion se resefian en la tabla 6.

Tabla 6:
Coeficiente de difusion medido en leche MCI.
41-2-1 (Vat 1) E® (m%/s) 41-2-2 (Vat 2) E” (m“/s)
Coeficiente de difusion 1,578 1,918

Como se observa a partir de la tabla 6, se obtuvo una reduccién en la movilidad del agua con un tratamiento a
presion ultra alta de la fraccion MCI, que se ha observado también en los ensayos iniciales.

Datos quimicos de la leche y el gueso

Se presentan a continuacion los datos quimicos para la leche MCI, leche de queso, queso y suero.

Tabla 7:
Datos quimicos para la leche MCI, leche de queso, queso y suero

Grasa (%) / Grasa en materia

Materia seca (%) Proteinas (%) seca (%) Sal (%)
Leche MCI 41-2-1 9,40 4,23 0,08
Leche MCI 41-2-2 9,19 4,31 0,09
Leche de queso 41-2-1 13,17 4,01 4,27
Leche de queso 41-2-2 12,82 4,04 3,99
pH
Queso 41-2-1" 44,54 19,39 4,85 21,2/(47,6) 1,25
Queso 41-2-2 51,35 25,56 5,05 20,5/(39,9) 1,20
Suero 41-2-1 6,20 0,61 0,64
Suero 41-2-2 6,63 0,63 1,21

' Queso de prueba

Como se observa a partir de la tabla 7, el contenido de materia seca de los quesos de la prueba eran mucho
menores que en los quesos de referencia, lo que respalda que el contenido de agua de los quesos de la prueba fue
mayor que el de los quesos de referencia.

En la tabla 8 siguiente se presenta el balance de masas. Los quesos basados en la leche que se ha tratado
mediante un proceso dinamico de alta cizalladura obtienen un rendimiento de mas del 30 % que los quesos basados
en la leche MCI sin tratamiento dindmico de alta cizalladura.

Tabla 8:
Balance de masas y balance de masas calculado
41-2-1 (Vat 1) 41-2-2 (Vat 2)
Leche (kg) 15,150 15,150
Suero (kg) 11,885 12,671
Queso fresco (kg) (tras el prensado) 2,648 2,025
Queso enfriado (kg) (tras el enfriamiento con agua) 2,473 1,894
Queso salado (kg) (tras el salado) 2,425 1,843
Produjo mas queso (%) 30 % 0%

Conclusién

Ha sido posible producir queso sobre la base de leche MCI con y sin homogeneizacion dindmica a alta temperatura.
Se observé una unién mejorada al agua del 30 % en queso producido sobre la leche MCI tratada mediante un
proceso dinamico a alta cizalladura.
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REIVINDICACIONES
1. Un concentrado de caseina preparado segiin un método que comprende las etapas de

(i) tratar leche mediante microfiltracion para producir un retenido de microfiliracion que comprende micelas de
caseina y una cantidad reducida de proteinas séricas en comparacion con la leche de partida

(i) afiadir un acido desplazando el equilibrio entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que esta presente
en la fase sérica y disminuir el pH del retenido de caseina para estar en el intervalo de 4,5y 6,0

(iii) tratar el retenido de caseina acidificada de (ii) en un proceso dinamico de alta cizalladura a una presion de al
menos 300 MPa.

2. Un concentrado de caseina de acuerdo con la reivindicacion 1, comprendiendo la composicién no méas de un 10 %
de proteina sérica y teniendo una capacidad de unién al agua de al menos 1,5 g H.O/g de caseina.

3. Un concentrado de caseina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, comprendiendo el
concentrado micelas de caseina que tienen un tamafio promedio de menos de 150 nm de diametro.

4. Un concentrado de caseina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, comprendiendo el
método ademas las etapas de ultrafiltracién del permeado procedente de dicha microfiltracion y la diafiltracion de
dicho retenido de microfiltracion con el permeado de ultrafiltracion.

5. Un concentrado de caseina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho
tratamiento en un proceso dinamico a alta cizalladura se lleva a cabo a una presion de 300 a 400 MPa.

6. Un concentrado de caseina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el acido se
selecciona entre diacidos y triacidos organicos, tales como &cido citrico, o a partir de acidos producidos por
microorganismos, tales como acido lactico.

7. Un concentrado de caseina de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde al menos un 90 % de las micelas tienen
menos de 250 nm de didmetro, tal como menos de 200 nm, tal como menos de 150 nm.

8. Un proceso de preparacion de un concentrado de caseina que comprende las etapas de

(i) tratar leche mediante microfiltracion para producir un retenido de microfiltracion que comprende micelas de
caseina y una cantidad reducida de proteinas séricas en comparacion con la leche de partida

(i) afiadir un acido desplazando el equilibrio entre el calcio unido a las micelas de caseina y el que esta presente
en la fase sérica y disminuir el pH del retenido de caseina para estar en el intervalo de 4,5y 6,0

(iii) tratar el retenido de caseina acidificada de (ii) en un proceso dinamico de alta cizalladura a una presion de al
menos 300 MPa.

9. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 8, que comprende ademas las etapas de ultrafiltracion del permeado
procedente de dicha microfiltracion y la diafiltracion de dicho retenido de microfiltracion con el permeado de
ultrafiltracion.

10. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 0 9, en el que el acido se selecciona entre
diacidos vy triacidos organicos, tales como acido citrico, o a partir de acidos producidos por microorganismos, tales
como &cido lactico.

11. Un proceso de preparacion de un producto de queso que comprende las etapas de cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 10 y que comprende ademas las etapas de

. opcionalmente, mezclar el producto con leche natural
. llevar a cabo un proceso de queso.

12. Un proceso de preparacion de un producto lacteo en forma de polvo, que comprende las etapas de cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 10 y ademas las etapas de

. opcionalmente, mezclar con leche natural

. llevar a cabo un proceso de formacién de polvo, tal como un secado mediante pulverizacion o una

liofilizacion.
13. Uso del proceso de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, para preparar un producto de queso de uno de los
siguientes tipos: queso cremoso, queso amarillo, queso blanco, queso mohoso, queso bajo en grasa y queso de tipo
pasta hilada.

14. Uso del proceso de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12 para preparar un producto lacteo, tal como un
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ingrediente alimentario funcional, una bebida lactea, un polvo de caseina o un producto lacteo fermentado.
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