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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue analizar los cambios en las caracteristicas fisicoquimicas y
reoldgicas de leches fortificadas con diferentes sales de calcio. Se formularon muestras de leche
utilizando leche en polvo descremada con diferentes concentraciones de cloruro y lactato de calcio
(0,5 y 30 mmol kg™). Se utilizaron diferentes técnicas fisicoquimicas y reométricas para analizar el
efecto de la fortificacion con calcio sobre la leche. Los resultados obtenidos indican que, para ambas
sales de calcio, parte del calcio afladido migra al interior de la micela de caseina formando fosfato de
calcio coloidal y que el calcio afadido como lactato de calcio ingresa en mayor proporciéon. Una
fraccion de proteinas del suero también se integraria a la estructura micelar. En tal sentido, seria
factible una adicién de 5 mmol kg™ de cloruro o lactato de calcio como modificaciéon tecnoldgica,
debido a que el equilibrio mineral y la estabilidad térmica no se ven afectados significativamente a
dicha concentracion. Se concluyé que los resultados obtenidos a partir de las técnicas fisicoquimicas
comunmente utilizadas en la literatura, estan en concordancia con los obtenidos por reometria,
demostrando que esta técnica sencilla y rdpida permite inferir sobre cambios en el equilibrio mineral
y los efectos sobre la estabilidad térmica cuando se utilizan diferentes sales en la fortificacion de
leches.
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1. INTRODUCCION

Actualmente, la produccién de alimentos suplementados con minerales es una estrategia
importante para prevenir carencias de los mismos. La leche y los productos a base de leche son buenos
candidatos para el fortalecimiento mineral, no sélo debido a que es un alimento de consumo masivo
sino también por su alto valor alimenticio, su efecto protector sobre la digestion y la absorcién y los
efectos positivos sobre el crecimiento (Lombardi et a/,, 2016).

La fortificacion de leche con sales de calcio es una practica a la que normalmente se recurre
para mejorar sus propiedades nutricionales. Existe una gran variedad de sales de calcio que pueden
utilizarse para tal fin, tales como cloruro, carbonato, citrato, lactato, gluconato, entre otras (Deeth &
Lewis, 2014; Ramasubramanian, D'Arcy & Deeth, 2012; Singh et a/, 2007). La adicién de calcio puede
generar cambios en las propiedades fisicoquimicas de la leche y causar su coagulaciéon durante el
tratamiento térmico industrial desarrollando inaceptabilidad sensorial (Ramasubramanian et al/,
2012; Singh et a/.,, 2007). Por lo tanto, la seleccion de la sal apropiada o una combinacién de ellas se
basa generalmente en evitar efectos indeseables y en mejorar la biodisponibilidad de dicho mineral.
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Se han realizado numerosos estudios para analizar los cambios en las caracteristicas
fisicoquimicas y la distribucion de iones entre las diferentes fases presentes en la leche (Bijl et al.,
2007; Omoarukhe et al.,, 2010; Philippe et al., 2003 Gaucheron et a/., 2003). En este alimento, el calcio
estd en equilibrio entre las fases micelar (o coloidal) y el suero. En el suero, estd presente
principalmente en forma libre o asociada con citrato y, en menor medida, con fosfato inorganico,
cloruro y a-lactoalbimina (Gaucheron, 2005; Ramasubramanian et a/, 2013). En la fase coloidal, el
calcio estd presente como fosfato de calcio coloidal (CCP) unido a las micelas de caseina (MC). La
mayor parte del calcio (70%) se encuentra en esta fase (Bijl et al, 2013; Koutina, Knudsen & Skibsted,
2015a; Omoarukhe et al., 2010). El CCP esta en equilibrio dindmico con el fosfato de calcio presente
en el suero. Este equilibrio depende de condiciones fisicoquimicas como la temperatura, el pH, la
presencia de diferentes minerales y la fuerza iénica (de la Fuente, 1998; Nogueira Silva et a/., 2015).

El enriquecimiento de la leche con sales de calcio influye en el nivel de CCP, la proporcion de
caseinas en las fases coloidal y sérica, la actividad del Ca** y la fuerza i6nica de la leche. También
produce una disminucién en la hidrataciéon de las MCy el potencial zeta (Famelart, Le Graet, & Raulot,
1999; Koutina et a/, 2015a; Philippe, Le Graét, & Gaucheron, 2005). En la superficie de las MC se
neutralizan los residuos cargados negativamente haciéndolos mas susceptibles a la agregacién. En
consecuencia, las propiedades estabilizadoras de la capa de xk-caseina que rodea a las MC se ven
afectadas por la concentracion de calcio (Ye & Harte, 2013). Ademas, la estabilidad de la leche durante
el proceso térmico puede verse afectada por la adicion de calcio (Koutina et a/, 2015b). Existe una
amplia variedad de técnicas para evaluar el efecto de la adicién de calcio en la estabilidad de la leche,
siendo los estudios reoldgicos métodos relativamente faciles que pueden proporcionar informacion
complementaria y util (Meza, Zorrilla & Olivares, 2019).

En el presente trabajo se analizaron los cambios en las caracteristicas fisicoquimicas de leches
fortificadas con cloruro y lactato de calcio. Ademas, se exploré la eficiencia de la reometria como
técnica para analizar el efecto de la fortificacién de la leche con sales de calcio.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Preparacion de las muestras de leche

Se utilizé leche en polvo descremada de bajo tratamiento térmico (4% m/m de humedad,
1,5% m/m de grasa, 35% m/m de proteina, 8,5% m/m de ceniza, WPNI (whey protein nitrogen index)
=7 mg de nitrégeno de proteina de suero sin desnaturalizar por gramo de leche en polvo, SanCor
Cooperativas Unidas Limitada, Sunchales, Argentina). Las muestras de leche se reconstituyeron al 10%
m/m dispersando la cantidad necesaria de polvo en agua ultra pura bajo agitacion constante (1200
rpm) a 25 °C. Las muestras se sellaron y agitaron durante 4 h a 25 °C. Para prevenir el crecimiento
microbiano, se anadié azida soédica (0,02% m/v) a las muestras de leche reconstituida antes de
almacenarlas durante toda la noche a 25 °C para asegurar la completa hidratacién de las MC y el
equilibrio del contenido mineral. Al siguiente dia, diferentes cantidades de cloruro o lactato de calcio
se agregaron a las muestras para alcanzar las concentraciones de 0, 5 y 30 mmol kg™ bajo agitacion
constante durante 5 min a 25 °C. Nuevamente, las muestras fueron almacenadas toda la noche a 25
°C para asegurar el equilibrio del contenido mineral, y posteriormente se les determiné el pH con un
pHmetro (Oakton Instruments, Vernon Hills, IL, EE. UU.). Cada tratamiento se preparé por duplicado.

2.2. Ultra-centrifugacion de la leche

El sobrenadante libre de MC de las muestras de leche se obtuvo mediante ultra-centrifugaciéon
(centrifuga Biofuge 28RS, Heraeus Sepatech, Osterode, Alemania) a 50.000 g por 2 h a 25 °C (Koutina
et al., 2015a).
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2.3. Determinacion de proteinas

El contenido de proteinas totales en leche y en suero se determiné por el método de Bradford
(Kruger, 2002). Se analiz6 la naturaleza proteica del suero (caseinas, a-lactoalbumina y B-
lactoglobulina) mediante la técnica PAGE-SDS discontinuo, donde se utilizaron dos geles de
poliacrilamida de resoluciéon (12% m/v de acrilamida, pH 8,8) y apilamiento (8% m/v de acrilamida,
pH 6,8). Se aplicé una corriente constante de 70 mA. Al finalizar la corrida, los geles fueron tefidos
utilizando Coomassie Brillant Blue R250 al 0,125 % m/v en una mezcla 1:1 de etanol al 95% m/v y
acido acético al 10% m/v y finalmente fueron decolorados utilizando una mezcla 2:3 de etanol al 95%
m/v y acido acético al 5% m/v.

2.4. Determinacion de minerales

El contenido de calcio total y en suero se determiné mediante absorcién atémica (USEPA,
1991). La concentracion de calcio micelar se determiné por diferencia entre las concentraciones de
calcio en leche y en suero.

El contenido de fosforo total y en suero se determiné mediante técnica estdndar colorimétrica
(ISO 9874 | IDF 42:2006). La digestion humeda de las muestras se realizé con acido sulfurico y peréxido
de hidrégeno; se adicioné una solucién de molibdato/acido ascérbico, que forma el compuesto azul
de molibdeno en presencia de fosfatos con una absorbancia maxima a 820 nm.

2.5. Osmolalidad

La osmolalidad de las leches se midié usando un osmémetro de presién de vapor Wescor
VAPRO® modelo-5520 (Wescor Inc, Puteaux, Francia). Siguiendo las instrucciones del fabricante, se
depositaron 10 uL de la muestra sobre un disco de papel libre de soluto en el portamuestras, luego
se introdujo el portamuestras en el instrumento y se cerré la cdmara de muestra para realizar una
medicion automatica. Previo a la medicién de las muestras, el osmémetro fue calibrado con
estandares de NaCl de 100, 290 y 1000 mmol kg™.

2.6. Reometria

Las leches descremadas adicionadas con diferentes cantidades de cloruro y lactato de calcio
se evaluaron en un reémetro de velocidad controlada Brookfield DV3TLVCP (Brookfield Engineering
Laboratories Inc., Middleboro, MA, EE.UU.) con una geometria de cono-plato CPA-40Z (0,8° de dngulo
y 48 mm de didmetro). Se colocaron 0,5 mL de leche en la celda reométrica y se midié la viscosidad
en funcion de la temperatura en el rango de 25-80 °C a una velocidad de corte constante de 100 s™.
La temperatura de la celda se incremento a una velocidad de 2,4 °C min™". En dichas condiciones, la
viscosidad de la leche disminuye a medida que aumenta la temperatura hasta alcanzar una
temperatura critica (7¢) a la cual diverge (Meza, Zorrilla & Olivares, 2019). Para determinar las
temperaturas criticas representativas de cada formulacién, se analizaron los datos experimentales de
viscosidad en funcion de la temperatura siguiendo el procedimiento reportado por Meza et a/. (2019).
Se obtuvo una regresion lineal de cada segmento lineal (antes y después del inicio del proceso de
agregacion). Luego, se determiné la interseccién entre los dos segmentos lineales para determinar
T¢, la cual se puede considerar como una estimacion de la temperatura critica de agregacion.

2.7. Andlisis estadistico

Se realizé un andlisis estadistico con los pardmetros obtenidos, tomando como factores
principales el tipo y la concentracion de sal adicionada a la leche, evaluando la interacciéon entre
ambos factores. Se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) a los parametros utilizando el programa
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Statgraphics (Statgraphics Inc., Rockville, MD, USA). Cuando se detectaron diferencias significativas
entre tratamientos (P<0,05), se realiz6 una comparaciéon multiple de medias, mediante la prueba de
diferencias minimas significativas (LSD).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. pH

En la Tabla 1, se presentan los valores de pH promedio de las muestras analizadas. Los valores
de pH de las muestras sin adicién de sal de calcio coincidieron con los reportados para este tipo de
alimento (Anema, 2009; Gaucheron, 2005; On-Nom, Grandison & Lewis, 2012; Philippe et a/., 2003,
Walstra, Wouters & Geurts, 2006; Williams, D'Ath & Augustin, 2005). El agregado de sales de calcio
disminuyé el pH de la leche.

A través del andlisis estadistico se detectdé una interaccion significativa (P<0,05) para los
valores de pH entre el tipo de sal y la concentracién de calcio adicionado a las leches. Esto se debe a
que el comportamiento del pH es diferente, dependiendo del tipo y la concentracion de sal utilizada.
Los valores de pH de las muestras sin adicion de sal y aquellas con 5 mmol kg™ de sal agregada no
mostraron diferencias significativas debido al tipo de sal utilizada, mientras que para la concentracion
de 30 mmol kg™, los valores de pH de las muestras con agregado de lactato de calcio fueron
significativamente mayores que los de las muestras con agregado de cloruro de calcio.

La disminucion del pH de la leche debido al agregado de sales de calcio ha sido reportada
previamente (Gaucheron, 2005; Lewis, 2010; Philippe et a/., 2003; Ramasubramanian et a/., 2013).

3.2. Andlisis de proteina en leche y suero

La concentracién de proteina total en leche obtenida fue de 32,9 g L. Este valor coincide con
los valores reportados previamente para este tipo de alimentos (Bijl et a/, 2013; Koutina et al., 20153;
Walstra et al.,, 2006).

En el Cuadro 1, pueden observarse los valores promedios de concentracién de proteina
obtenidos para los sueros de las muestras de leche. La concentracién de proteina de suero de las
muestras de leche sin adicién de sal es inferior al valor reportado para el suero de leche fresca, esto
podria deberse al tratamiento térmico sufrido durante la produccién de la leche en polvo, lo que
provoca la desnaturalizacion parcial de las proteinas del suero y su adherencia a la superficie de las
MC (Dalgleish & Corredig, 2012; Koutina et a/., 2015a; Singh & Fox 1987).
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Cuadro 1: Valores medios y desvios estandar correspondientes a los parametros fisicoquimicos de las muestras de suero y leche analizadas.

Concentraciéon

Calcio en

Calcio en

Fésforo en

Proteina en

Sal de sal pH leche suero Calcio mi_c1elar suero suero Osmolalid_a:d

(mmol kg™) (mg g) (mg g”) M9 (mmol kg) (gL (mmolkg’)

0 6,65 = 0,00 1,01 £ 0,02 0,31+ 0,00 0,70 £ 0,02 12,51 0,01 3,050,111 285,2 £ 10,7

Lactato de calcio 5 6,54 + 0,01 1,09 + 0,01 0,38 + 0,01 0,71 £0,02 11,90 £ 0,35 2,42 +0,13 300,5 + 3,8

30 6,18 = 0,00 1,97 + 0,07 0,94 + 0,02 1,04 + 0,05 10,04 + 0,42 2,03 +£0,07 349,3+ 2,2

0 6,71+ 0,07 1,01 + 0,02 0,31+ 0,00 0,70 £ 0,02 12,51 0,01 3,05+0,11 285,2 + 10,7

Cloruro de calcio 5 6,53 = 0,01 1,17 £ 0,01 0,42 + 0,01 0,75+ 0,01 12,11 £ 0,02 2,75+ 0,08 280,7 £ 3,0

30 6,09 = 0,01 1,94 + 0,01 1,05 + 0,04 0,89 0,03 10,38 = 0,06 2,07 £ 0,06 337,5+5,2
Sal NS NS * NS NS * *
Concentracion * * * * * * *
Interaccién * NS * * NS * *

NS: efecto no significativo (P>0,05); *: efecto significativo (P<0,05).
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Las concentraciones de proteina en suero de todas las muestras con agregado de calcio fueron
significativamente menores que la concentracién de proteina en suero de la muestra de leche sin
fortificar. Estos resultados coinciden con los reportados por otros autores. Philippe et a/ (2003)
analizaron leches adicionadas con calcio y observaron que la concentracién de caseinas en el suero
disminuyé luego de la adicion de sales de calcio y sugirieron que estas proteinas pasan desde el suero a
formar parte de micelas pre-existentes o constituyen nuevas estructuras micelares. Asimismo, Williams
et al. (2005) arribaron a la misma conclusién luego de trabajar con leches a las que se les agregé cloruro
de calcio en combinacion con ortofosfato tri-potasico. Mas recientemente, Koutina et al. (2015a)
realizaron estudios de caracterizaciéon de leche descremada fortificada con D-lactobionato de calcio
donde observaron una disminucién de fésforo y caseinas en el suero, y sugirieron que el calcio
adicionado podria unirse al fésforo y a las caseinas del suero o permanecer como iones libres, que
podrian ingresar a las micelas modificando su estructura.

Al realizar el analisis estadistico para este parametro se detecté una interaccién significativa
(P<0,05) entre el tipo de sal y la concentracién final de calcio (Cuadro 1). La concentracion de proteina
en suero de las muestras de leche con 5 mmol kg™ de lactato de calcio fue significativamente menor que
la concentracion de proteinas de suero de leches con agregado de cloruro de calcio al mismo nivel de
concentraciéon de sal; esto permitiria suponer que la migracién de proteinas del suero a la fase micelar
es mayor cuando se utiliza lactato de calcio.

La caracterizacion proteica del suero fue también analizada mediante SDS-PAGE. En la Figura 1,
se muestran las imagenes de los geles obtenidos. En ellos se puede observar que las bandas
correspondientes a asi-, B- y k-caseinas y a la B-lactoglobulina disminuyen su intensidad a medida que
aumenta la concentracién de calcio total en leche para las dos sales utilizadas. Estos resultados se
corresponden con los obtenidos en la cuantificaciéon del contenido proteico de los sueros mediante el
método de Bradford. En el caso de la B-lactoglobulina, la disminucién de la intensidad de banda fue
menos notoria.
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Figura 1. SDS — PAGE de sueros. (a) Muestras con cloruro de calcio, (b) Muestras con lactato de calcio.
Concentracion de sal: 0 mmol kg™ (carriles 1y 2), 5 mmol kg’ (carriles 3 y 4), 30 mmol kg™’ (carriles 5 y 6).

3.3. Composicion mineral de las muestras de la fase sérica y leche
3.3.1. Contenido de calcio

En el Cuadro 1, se muestran los valores promedios del contenido de calcio en leche y en suero. El
contenido de calcio en las muestras de leche sin adiciéon de sal coincide con el reportado para este tipo
de alimento (Walstra et al, 2006). Ademas, el contenido de calcio total en leches aumenté de forma
proporcional a la cantidad de sal agregada. A 30 mmol kg™, la concentracién de calcio total en leche
(1,95 mg g™') fue significativamente mayor que a 5 mmol kg™ (1,13 mg g™), independientemente del tipo
de sal utilizada.
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También puede apreciarse que el contenido de calcio total en suero aumenta a medida que
aumenta la concentracion de calcio agregado para ambas sales estudiadas (Cuadro 1). A través del
analisis estadistico se observé una interaccion significativa (P<0,05) para este parametro entre el tipo de
sal y la concentracion total de calcio agregada. A5 mmol kg™ de sal afiadida, no se observaron diferencias
significativas en la concentracién de calcio total en suero independientemente del tipo de sal utilizada.
Sin embargo, a 30 mmol kg™ de sal agregada, las muestras adicionadas con cloruro de calcio mostraron
valores de calcio en suero mas altos que los de las muestras a las que se les agregd lactato de calcio. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Williams et al. (2005) y Zuraw et a/. (1986). Ademas,
Koutina et al. (2015a) obtuvieron resultados similares al estudiar la fortificacién de la leche con D-
lactobionato de calcio en un rango de concentracién de 0 a 50 mM.

En este trabajo, al igual que en experiencias anteriores, se podria inferir que parte del calcio
agregado se incorpora a la estructura micelar (Philippe et al, 2003; Sievanen, Huppertz, Kelly, & Fox,
2008; Williams et al,, 2005; Zuraw et al., 1986). Asimismo, a partir de estos resultados se podria suponer
que el calcio aportado por el lactato de calcio es incorporado en mayor medida que el calcio aportado
por el cloruro de calcio a la estructura micelar, lo cual esta de acuerdo con estudios realizados por Singh
et al., (2007). Este comportamiento se condice con el observado en la determinacién de pH, a 30 mmol
kg’ las muestras con agregado de lactato de calcio mostraron valores de pH mas altos que los de las
muestras con agregado de cloruro de calcio, probablemente debido a una menor cantidad de calcio
fuera de las MC disponible para afectar el equilibrio de especies idnicas en la leche, particularmente
iones H*.

3.3.2. Contenido de fosforo

El valor del contenido de fésforo total en leche fue de 31,65 x 0,54 mmol kg™, este valor coincide
con el reportado por Koutina et a/. (2015a) para la leche.

El contenido de fosforo en suero de todas las muestras puede observarse en el Cuadro 1. El
analisis estadistico indic6 que solo la concentracién de sal agregada tuvo un efecto significativo sobre el
contenido de fosforo en el suero. El contenido de fosforo en suero disminuyé con el incremento de la
concentracion de sales de calcio en la leche. A 30 mmol kg™, la concentracion de fésforo (10,21 mmol kg
") fue significativamente menor que a 5 mmol kg™ (12,00 mmol kg™) independientemente del tipo de sal
utilizada para la fortificacién mineral. Ademas, estos resultados presentan una tendencia similar a la
reportada previamente por otros autores (Gaucheron, 2005; Koutina et a/, 2015a; Philippe et a/. 2003;
Udabage, McKinnon, & Augustin, 2000).

3.4. Osmolalidad

La osmolalidad se define como la concentracion, expresada en base molar, de las particulas
osmoéticamente activas en una solucidon verdadera. Las sustancias disueltas en la leche dan como
resultado una presién osmoética de aproximadamente 700 kPa (7 bar) y una disminucién del punto de
congelacion cercano a 0,53 K (Walstra et a/, 2006). Utilizando la ecuacién de van't Hoff para soluciones
diluidas, que relaciona la presién osmotica con la concentracidn del soluto, este valor de presion osmética
se corresponde con un valor tedrico de solutos disueltos en la leche de 282 mmol kg™'. La osmolalidad de
la leche solo depende de la concentracién de cada soluto presente en la fase acuosa. Las particulas de
grasa en suspension y las MC no contribuyen a esta propiedad coligativa (Bachmann et al., 2012); Novo,
Reija, & Al-Soufi, 2007). Por lo tanto, mediante medidas de osmolalidad, es posible analizar la variacion
de la concentraciéon de especies osmoticamente activas disueltas en el suero.

En el Cuadro 1, se presentan los valores medios de osmolalidad obtenidos para las leches
fortificadas con las diferentes sales de calcio. Los valores obtenidos para la leche sin adicion de sales
coinciden con los reportados para este alimento (Novo et al, 2007). Independientemente de la sal
utilizada, la osmolalidad aumenta a medida que aumenta la concentracién de calcio afladida. Existié una
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interaccion estadisticamente significativa (P <0,05) entre el tipo de sal y la concentracion final de calcio
adicionada a las leches. Esto se debe a que a 5y 30 mmol kg™ de sal agregada, los valores de osmolalidad
de las muestras con agregado de lactato de calcio son mayores que los de las muestras con agregado de
cloruro de calcio. Estos resultados parecerian contrarios a los obtenidos en el analisis del contenido de
calcio en suero. Se podria suponer que si los iones de calcio ingresan a las MC en mayor proporcion
cuando se agrega lactato de calcio a las leches, la osmolalidad deberia disminuir mas en estas muestras
que en las que tienen anadido cloruro de calcio. Pero debe considerarse que el lactato de calcio (Cal,)
presenta un equilibrio de disoluciéon que consta de dos pasos (Kubantseva & Hartel, 2002; Vavrusova,
Munk, & Skibsted, 2013; Vavrusova, & Skibsted, 2014):

CaL,(s)<> Cal" + L (1)

Cal’ <> Ca*™ + L )

En solucién, la segunda disociaciéon no se encuentra desplazada completamente hacia los
productos, se alcanza un equilibrio (Kubantseva, & Hartel, 2002) del cual pueden derivar reacciones
secundarias del ion lactato como, por ejemplo, la formacién de acido lactico por asociacion con iones de
hidréogeno. La presencia de iones comunes y contra iones puede modificar el estado de equilibrio (2) y
favorecer la formacién de productos o reactivos. Ademas, debe tenerse en cuenta la distribucion de
aniones entre las fases micelar y continua que también afectan dicho equilibrio (2). Por lo tanto, es dificil
estimar el nUmero de especies osméticamente activas en estas muestras.

3.5. Reometria

La Figura 2 muestra los resultados obtenidos mediante barridos de temperatura para todas las
muestras analizadas. En el rango de 20 a 60 °C, la viscosidad de las leches disminuye lentamente a medida
que aumenta la temperatura. Varios cambios en los equilibrios de las especies presentes en la leche se
modifican con la temperatura y podrian explicar los cambios de viscosidad en este rango. De 4 a 40 °C,
la concentracién de calcio en suero se reduce al aumentar la temperatura debido a la disminucién de la
solubilidad del fosfato de calcio (Koutina et a/., 2015b; Walstra et a/, 2006; Wang, & Ma, 2020). Si se
compara la viscosidad de la leche sin agregados con la de las fortificadas con calcio a una misma
temperatura puede observarse que el valor de viscosidad de éstas uUltimas aumenta a medida que
aumenta la concentraciéon de sales afiadidas (Figura 2, inserto ampliado). Al parecer las muestras con 5
mmol kg™’ de lactato de calcio agregado fueron las que menos vieron aumentada su viscosidad. Esta
tendencia indicaria que la adicion de calcio podria modificar la viscosidad de la estructura de la fase
acuosa (suero) o la fase dispersa (MC), incluso a temperaturas relativamente bajas, generando cambios
fisicoquimicos en las leches.
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Figura 2. Barridos de temperatura de muestras de leches enriquecidas con diferentes sales de calcio. (o)
Leche sin adicion de sal. Leche con cloruro de calcio: (0) 5 mmol kg’ (0) 30 mmol kg''. Leche con lactato
de calcio: (0) 5 mmol kg, (c) 30 mmol kg'.

Se podria utilizar una ecuacion de tipo Arrhenius para representar la disminucion de la viscosidad
con la temperatura en el rango de 20 a 60 °C como sugieren Meza et a/. (2019) (Ecuacién 3),

EA
n=A4, exp[RTj. (3)

donde Ay es el factor pre-exponencial, £4 la energia de activacion, R la constante universal de
gases y T la temperatura absoluta. El valor numérico de £, es la barrera energética que debe superarse
para que el proceso de flujo elemental pueda ocurrir (o flujo viscoso). Los valores de £, para las diferentes
condiciones estudiadas pueden observarse en el Cuadro 2. Estos se encuentran en el mismo orden de
magnitud que los obtenidos para la leche desnatada reconstituida en un estudio previo para el rango
de 25 a 60 °C (Meza et al,, 2019). El test de ANOVA indicé que el factor concentracién de la sal tuvo un
efecto significativo en este parametro. Como puede apreciarse el valor de la £4 aumenté con el
incremento de concentraciéon de sal pero no se detectaron diferencias significativas entre las muestras
con 5y 30 mmol kg™ de calcio agregado. En tal sentido, se podria inferir que la adicion de calcio afecta
el cambio de viscosidad de la leche durante el calentamiento.
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Cuadro 2. Valores medios de energia de activacion y temperatura critica para todas las muestras de leche
fortificadas con calcio.

Tipo de sal Concentracién de sal Ea T:
(mmol kg™) (kcal mol™) (°C
0 4,48 + 0,44 -
Lactato de calcio 5 5,00 £ 0,19 -
30 5,46 = 0,23 71,20 = 0,54
0 4,48 + 0,44 R
Cloruro de calcio 5 5,28 + 0,36 -
30 5,12 + 0,36 64,60 + 0,07
Tipo de sal NS *
Concentracién *
Interaccién NS

NS: efecto no significativo (P>0.05); *: efecto significativo (P<0.05).
a-b: Valores medios en la misma columna con diferentes letras en el superindice son significativamente diferentes
(P<0,05).

Por encima de 60 °C, la viscosidad aumenta bruscamente en las muestras con 30 mmol kg™ de
calcio agregado, pero a diferentes temperaturas dependiendo del tipo de sal utilizada (Figura 2). Las
muestras con 5 mmol kg™ de calcio adicionado no mostraron divergencia de viscosidad en el rango de
temperatura evaluado independientemente del tipo de sal utilizada.

En el caso de muestras con lactato de calcio, se puede observar una desestabilizacién en la
viscosidad entre 65 y 70 °C hasta que finalmente se produce la divergencia. Esta caracteristica se exhibié
en todas las réplicas. Como se detallé6 anteriormente, el lactato de calcio en soluciéon se somete a un
proceso de equilibrio de dos pasos (Kubantseva, & Hartel, 2002; Vavrusova et al., 2013). La presencia de
otros iones en la leche y los cambios inducidos por la temperatura probablemente alteren ambos
equilibrios, como sugieren Vavrusova et al, (2013). A medida que aumenta la temperatura, las
concentraciones de calcio en suero, fosfato inorganico y citrato disminuyen, promoviendo la formacion
de estructuras de fosfato de calcio (Singh, 2004; Wang, & Ma, 2020). Estos cambios posiblemente afecten
el equilibrio del lactato de calcio y su disociacion durante el calentamiento de las leches, lo que
provocaria esta inestabilidad en la viscosidad previa a la divergencia a 71,2 °C (Cuadro 2 y Figura 3).

La temperatura a la cual se observo la divergencia de la viscosidad en las muestras con 30 mmol
kg' de cloruro de calcio adicionado fue 64,6 °C (Cuadro 2 y Figura 3), este valor es significativamente
menor que la temperatura de divergencia de las muestras con lactato de calcio a la misma concentracion
(Cuadro 2). Al calentar la leche por encima de 60 °C, pueden ocurrir otros cambios ademas de la
alteraciéon en el equilibrio mineral. La desnaturalizacién de las proteinas del suero tiene lugar a
temperaturas por encima de 65 °C. Ademas, a pH 6,5, las proteinas desnaturalizadas del suero pueden
formar agregados y adherirse a las MC a través de enlaces -S-S- (Koutina et a/, 2015b; Singh, 2004;
Walstra et al., 2006).
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Figura 3. £jemplos del procedimiento utilizado para obtener la temperatura critica Tc de muestras de
leche con 30 mmol kg’ de calcio agregado: (a) leche con cloruro de calcio, (b) leche con lactato de calcio.

El pH de la leche disminuye durante el calentamiento, cuanto menor es el pH inicial, menor es la
temperatura a la que se produce la coagulacién de la misma (Walstra et a/, 2006). Bajar el pH debilita
las repulsiones electrostaticas y estéricas de las MC. Asimismo, la adicion de sales aumenta la fuerza
i6nica del medio, este efecto contribuye al debilitamiento de las interacciones. El exceso de iones de
calcio aumenta la probabilidad de formar puentes -Ca- entre grupos cargados negativamente de las
capas superficiales de dos micelas de caseina. Ademas, a altas temperaturas podrian formarse enlaces
covalentes entre los residuos de aminoacidos, fortaleciendo la unién entre éstas (Considine, Flanagan, &
Loveday, 2014; Walstra et al., 2006).

Como se detallé anteriormente, la disminucion en el pH fue mas pronunciada para las muestras
con cloruro de calcio agregado que en el caso de muestras con lactato de calcio agregado a
concentraciones similares. Adicionalmente, los contenidos de calcio y fésforo revelaron que el calcio
anadido en forma de lactato de calcio podria ingresar en las micelas en mayor proporciéon. En
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consecuencia, la cantidad de iones de calcio y fosfato fuera de las MC seria mayor en las muestras a las
que se le agregué esta ultima sal. El efecto combinado de la adicién de calcio (que aumentaria la fuerza
i6nica del medio) y la reduccién del pH afectan el proceso de coagulacion y la temperatura a la que
inicia. Es relevante sefialar que este estudio muestra cdmo un parametro macroscopico que puede ser
facilmente determinado, como la viscosidad, permite detectar diferencias a nivel microestructural de
leches fortificadas con diferentes sales, aportando informacién para el analisis de la estabilidad coloidal.

4, CONCLUSIONES

En el presente trabajo se pudieron caracterizar desde el punto de vista fisicoquimico y reométrico
leches fortificadas con cloruro y lactato de calcio. Los resultados obtenidos permitieron relacionar los
cambios fisicoquimicos que modifican la estructura micelar y la estabilidad térmica de la leche. Las
técnicas aplicadas indicarian que parte del calcio afladido migraria al interior de las MC formando CCP y
que el calcio afnadido como lactato de calcio ingresa en mayor proporcion a las micelas que el afadido
como cloruro de calcio. Una fraccion de las proteinas del suero también podria integrarse a la estructura
micelar.

De la informacién obtenida se concluye que seria factible la adicién de hasta 5 mmol kg™ de
cloruroy lactato de calcio, debido a que el balance mineral y la estabilidad térmica no se vieron afectados
significativamente a este nivel de concentracién. Sin embargo, el lactato de calcio seria el candidato mas
apropiado para utilizar en formulaciones con concentraciones de calcio mas elevadas (por ejemplo,
concentraciones intermedias en el rango de 5-30 mmol kg™).

Finalmente, como los resultados obtenidos de las técnicas fisicoquimicas normalmente utilizadas
coinciden con los obtenidos por reometria, se ha podido demostrar que esta técnica sencilla y rapida,
permite inferir sobre los cambios en el equilibrio mineral y los efectos sobre la estabilidad térmica cuando
se utilizan diferentes sales para la fortificacion de la leche.
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